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canim arkadasim Aras. Gor. Merve ERCIN’e,
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varligindan hep destek aldigim degerli arkadasim Biyolog Burak TATLIDEDE ’ye,

Tezimin ger¢eklesmesini olanakli kilan ve maddi destek saglayan Istanbul Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine, gPCR cihazlarini kullandigim MedSanTek firmasina ve
bu siirecte yardime1 olan Dr. Ozgecan KAYALAR *a tesekkiir ederim.

Hayattaki en biiyiik sansim olarak nitelendirdigim, beni bugiinlere getiren canim annem Melek

BEKTAS’a, babam Dogan BEKTAS’a varliklariyla hayatima nese katan abilerim Hakan
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Sekil 2.1: Fare derisinde gergeklestirilen ¢ok asamali kimyasal karsinogenez. Evrelerde
gergeklesen olaylar su sekilde Ozetlenebilir. A) 1. Prokarsinojenin metabolik
aktivasyonu ve DNA’ya kovalent baglanmasi, 2. DNA onarimi/hiicre replikasyonu
ve mutasyon tespiti, 3. Kil folikiiliiniin ¢ikint1 bolgesinde veya interfolikiiler
epidermisin bazal kismindaki kok hiicrelerin kritik hedef genlerinde mutasyonun
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seklindedir (Kanwal, 2013 ten degistirilerek alinmiStir).........ccocovviiieiiiniiniiiiiie e 7
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gen ekspresyon seviyelerini ortaya ¢ikarir (3). RNA-dizilemede, RNA 6rneklerden
izole edilir ve cDNA'ya doniistiiriiliir (A). Ardindan, cDNA Kkiitliphanesi siralanir
(B). Elde edilen okumalar genomla eslestirilir ve gen ifadesi nicelenir (C)
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immiin hiicre varligini karakterize etmek i¢in farkl: hiicre tiplerinin gen ekspresyon
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SIMGE VE KISALTMA LiSTESI

Kisaltmalar

Aab
ACTG1
ADAMTS1
ANXA2P3
ASAP3
ATC

BPA
BRAF
CDK

CFS
CHFR
ConA

COX-2/PTGS2

CPEB4
CR
CRD
CRPC
CS

CSC
CTLD
CTLR/CLR
DC
DKK1
DLG
DMSO
DUSP
ECACC
ECM
EDTA
EGFR

Aciklama

: Otoantikor

: Aktin y1

: Disintegrin ve metalloproteinazin trombospondin tekrar1
: Anneksin A2 Pseudogen 3

: Ankirin tekrar ve PH domain 3

: Anaplastik tiroid karsinoma

: Bisfenol A

: B tip RAF kinaz

: Siklin bagimli kinaz

: Common Fragile Sites

: Checkpoint with forkhead associated and ring finger domains
: Konkanavalin A

: Siklooksigenaz 2/Prostaglandin endoperoksit sentaz-2

: Sitoplazmik poliadenilasyon element baglayici protein 4
: C-terminalinde sistein bakimindan zengin

: Karbohidrat taniyic1 bolge

: Kastrasyon direngli prostat kanseri

: Kondriotin siilfat

: Kanser kok hiicresi

: C tipi lektin benzeri domain

: C tip lektin benzeri reseptorii/C tip lektin reseptor

: Dendritik hiicre

: Dickkpof-1

: Disk large homolog

: Dimetil stilfoksit

- Cift spesifik fosfataz

: European Collection of Authenticated Cell Cultures

: Ekstraseliilar matriks

: Etilendiamin tetra asetik asit

: Epidermal biiyiime faktor reseptorii

X



E-kaderin
EMT
EPN
ERK
EST
EtBr
FBS
FGF
FPKM
FSH
FTC
FUT
GAG
Gal
GalNAc
Galp1-4GIcNAc
GC
GDP
GIluNAc
GLUT
GNA
GPC5
GPCR
GPI
HCC
HDAC
HEPES
Hh
HIF1
HIV1
HPA
HS

IF

IL

. Epiteliyal kaderin

: Epiteliyal mezenkimal gegis

: Glu-Pro-Asn motif

: Ekstraselliiler sinyal diizenleyici kinaz
: Etiketlenmis fonksiyonel gen segmentleri
: Etidyum Bromiir

: Fetal s1g1r serumu

: Fibroblast biiyiime faktorii

: Haritalanmig milyon okuma basina kilobazdaki fragment
: Folikiil uyarict hormon

: Folikdiler tiroid kanseri

: Fukoziltransferaz

: Glikozaminoglikan

: Galaktoz

: N-asetilgalaktozamin

: N-asetillaktozamin

: Mide kanseri

: Guanozin difosfat

: N-asetilglukozamin

: Glukoz tastyicist

: Galanthus nivalis agliitinin

: Glipikan 5

: G protein bagli reseptor

: Glikozil fosfatidilinositol

: Hepatoselliilar karsinoma

. Histon deasetilaz

. 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansiilfonik asit tamponu
: Hedgehog

: Hipoksi uyarilabilir faktor 1

: Insan immiin yetmezlik viriisii tip 1

: Helix pomatia agliitinin

: Heparan siilfat

: Ara filament

: Interlokin

Xi



KSHV
LGRS
LH
Lys
MAH
MAL
MAM
MAPK
MEM
MiRNA
ML
MMP
MTC

MTRNR2L1

MTT
MTX
NEC
NeuNAc
NF-xB
NGS
NIS
NKA
N-Kaderin
NPC
NSCLC
OPSCC
PARP1
PBS
Pca
PCD
PCL
PCNA
PCR
PDAC

: Kaposi’nin sarkoma herpes viriisii

: Losin bakimindan zengin tekrar igeren G protein bagli reseptor 5
: Liiteinlestirici hormon

- Lizin

: Maackia amurensis hemagliitinin

: Maackia amurensis I6koagliitinin

: Maackia amurensis mitojen

: Mitojen ile aktive olan protein kinaz

: Minimum Essential Medium Eagle

: mikroRNA

: Mistletoe lektinleri

: Matriks metalloproteinaz

: Medullar tiroid karsinoma

: Humanin benzeri-1

: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid
: Mitoxantrone

: Normal endotel hiicresi

: Siyalik asit

: Niiklear faktor kB

> Yeni nesil dizileme (next generation sequencing)
: Sodyum-iyodiir simporter

: Na/K-ATPaz

: Noral kaderin

: Nazofarinks karsinoma

: Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
: Orofaringeal skuamoz hiicre karsinomu
: Poli (ADP-riboz) polimeraz 1

: Fosfat tamponu

: Prostat kanseri

: Programli hiicre 6limii

: Polygonatum cyrtonema lektin

: Proliferatif hiicre niiklear antijeni

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Pankreatik duktal adenokarsinoma
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pErk
PI3K
PKC
PLK1
PNA
POL
PRR
PSA
PTC
Ptch
PTEN

PTGFR/FP

PTPRA
gPCR
QPD
RAGE
RARRES
RCC
RIN
RMS
RO
ROCK
ROS
RSPO
RT
SACC
SAGE
Ser
SLC35F2
SLe?
SLe*
STn
STS

T3

: Fosforillenmis ERK

: Fosfoinositol 3 kinaz

: Protein kinaz C

: Polo benzeri kinaz

: Peanut agliitinin

: Polygonatum crytonema lektini

: Patojen tanima reseptorii

: Prostat spesifik antijen

: Papiller tiroid kanseri

: Patched

: Fosfataz ve tensin homologu

: Prostaglandin F Reseptorii

: Protein tirozin fosfataz reseptorii tip A
- Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
: GIn-Pro-Asp motif

: Geligmis glikasyon son iiriinleri

: Retinoik asit reseptor yanitlayici

: Bobrek hiicre karsinomu

: RNA Integrity Number

: Rabdomiyosarkoma

: Renal onkositoma

: Rho ile iligkili kinaz

: Reaktif oksijen tiirleri

: R-spondin

: Revers Transkriptaz

: Tiikiiriik adenoid kistik karsinom

: Gen anlatiminin seri analizi

: Serin

: Solute Carrier Family Member 35 F2
- Siyalil Lewis a antijeni

: Siyalil Lewis x antijeni

: Siyalillenmis Thomsen Nouvelle antijeni
: Yumusak doku sarkoma

: Trityodotironin

Xiii



T4 : Tetraiyodotironin/Tiroksin

TAE : Tris asetat EDTA

TEC : Timor endotel hiicresi

TERT : Telomeraz revers transkriptaz

TF : Thomsen Friedenreich

TGFBR1 : Transforme edici biiylime faktorii 3 tip I reseptorii
Thr : Treonin

TLR : Toll-like reseptor

Tn : Thomsen Nouvelle antijeni

TNF-a . Ttiimor nekroz faktor a

TSH : Tiroid uyarici hormon

Ub : Ubikitin

UDP-Gal : Uridin difosfat galaktoz

u-PA : Urokinaz tip plazminojen aktivator
VAA : Viscum album agliitinin

VEGF : Vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii
Wnt : Wingless ve Int1’in Bilesimi
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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

TIROID KANSERINDE Maackia amurensis LEKTIN UYGULAMASIYLA
OLUSAN ETKILERIN MOLEKULER MEKANIZMASININ
ARASTIRILMASI

Suna BEKTAS

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damisman : Do¢. Dr. Engin KAPTAN

Lektinler; serbest sekerlerle, polisakkaritlerin seker bakiyeleriyle, glikoproteinlerle ve
glikolipitlerle geri doniisiimlii olarak baglanabilen ve hemen hemen biitiin organizmalarda
bulunan olduk¢a 6nemli gorevlere sahip biyoaktif molekiillerdir. Fitohemaglutinin olarak da
bilinen bitki lektinlerinin biyolojik 6zellikleri, normal ile malign hiicreler lizerindeki etkileri ve
bu etkilerin altinda yatan molekiiler mekanizmalar pek ¢ok arastirmaya konu olmustur. Amur
agaci bitkisinden elde edilen Maackia amurensis leukoagglutin (MAL)’nin anaplastik tiroid
kanserinin timorijenik ve malignant kabiliyetlerini azalttig1 bilinmesine karsin, bu etkilerin
molekiiler mekanizmasi heniiz aydinlatilmamistir. Calismamizda, MAL’nin anaplastik tiroid
kanser hiicrelerinde meydana getirdigi anti-tiimoral etkinin ortaya ¢ikmasinda rol alan olasi
molekiiler mekanizmalarin arastirilmasi1 planlanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, 0,25 pM
konsantrasyonda 24 saat boyunca MAL uygulanmig 8505C anaplastik tiroid kanser
hiicrelerinden izole edilen total RNA izolatlarindan elde edilen cDNA kiitiiphaneleri
kullanilarak Illumina yeni nesil dizileme teknolojisiyle tiim transkriptom analizi yapilmistir.
Elde ettigimiz sonuglar, MAL uygulamasiin anaplastik tiroid kanser hiicrelerinde LGRS,
GPC5, PTGFR, CHFR, CTNNA3 gibi kanserin timorijenik ve malign karakteri ile ilgili
genlerin ekspresyonunda kontrol grubuna gore anlamli degisiklikler oldugunu gostermistir.
Bulgularimiz MAL uygulanmasiyla ekspresyon oriintiilerinde degisiklik saptanan genlerin;
gelisim, proliferasyon, kok hiicre kontrolii ve karsinogenezde dnemli bir sinyal iletim yolagi
olan Wnt/B-katenin ile baglantili oldugu saptanmistir. Bununla birlikte; hormonlara,
mitojenlere, ndrotransmitterlere, iyonlara, fotonlara ve diger uyaranlara cevap olarak cesitli
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hiicre i¢i sinyalllemeyi diizenleyen G-protein aracili reseptor sinyallesme siirecinin etkilendigi
de tespit edilmistir. Elde ettigimiz veriler, MAL nin anaplastik tiroid kanserinin tiimdrijenik ve
malign karakterinin baskilanmasi yoniinde etkin bir biyoaktif molekiil oldugunu ortaya
koymaktadir. Dolayisiyla, bulgularimiz MAL’nin anaplastik tiroid kanserinin tedavisinde
kullanilabilecek aday molekiill olarak ©Onemli bir potansiyele sahip olduguna dikkat
cekmektedir. Ancak, MAL’nin anaplastik tiroid kanser hiicreleri tizerindeki etkisi ile ilgili
spesifik mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in bahsi gecen genlerin ve yolaklarin islevselliginin
geleneksel yontemlerle test edilmesi gerekmektedir.

Haziran 2019, 127 sayfa.

Anahtar kelimeler: Lektinler, MAL, Tiroid kanseri, RNA dizileme
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Lectins are bioactive molecules and have highly important roles in various cellular process.
They can bind specifically and irreversibly to free sugars and sugar residues of polysaccharides,
glycolipids and glycoproteins and are found in almost all organisms. The biological properties
of plant lectins known as phytohemagglutinin as well and their effects on normal and malignant
cells and the underlying molecular mechanisms of the action have been subjected to many
researches. Although it is known that Maackia amurensis leukoagglutin Il (MAL), which is
obtained from Amur Tree, decreases the tumorigenic and malignant capabilities of anaplastic
thyroid cancer cells, the molecular mechanism of these action has not been known yet. In this
study, it was planned to investigate the possible molecular mechanisms playing role in
suppressing malignant and tumorigenic characteristics of anaplastic thyroid cancer cells
through the treatment of MAL. For this purpose, whole transcriptome analysis was performed
using Illumina next generation sequencing technology by using cDNA libraries obtained from
total RNA isolates of 8505C anaplastic thyroid cancer cells treated with 0.25 uM MAL-II
during 24 hours. Gene expression profile of MAL treated anaplastic thyroid cancer cells showed
significant changes in the expression of various genes related to the tumorigenic and malignant
characteristics of cancer cells such as LGR5, GPC5, PTGFR, CHFR, CTNNAS3. Our findings
indicated that the genes detected changings in expression patterns found to be associated with
Wnt/B-catenin pathway, which is an important signal transduction pathway in development,
proliferation, stem cell control and carcinogenesis. Besides, G-protein-mediated receptor
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signalling processes that regulate various intracellular signals in response to hormones,
mitogens, neurotransmitters, ions, photons and other stimuli have also been found to be
affected. Our data pointed out that MAL-II is an effective bioactive molecule for the
suppression of the tumorigenic and malignant characteristics of anaplastic thyroid cancer. In
addition, our findings indicate that MAL-II has a significant potential for candidate molecules
that can be used in the treatment of anaplastic thyroid cancer. However, in order to elucidate
specific mechanisms for the effect of MAL on anaplastic thyroid cancer cells, the functionality
of the related genes and pathways needs to be tested by conventional methods.

June 2019, 127 pages.

Keywords: Lectins, MAL, Thyroid cancer, RNA sequencing
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1. GIRIS

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin tiimoér biiyiimesini kontrol etmek i¢in gerekli olan
konsantrasyonlarinin normal hiicreleri de etkilemesi ve bir¢ok yan etkiye sebep olmasi, kanser
hiicrelerinin gelistirdigi ila¢ direng mekanizmalari, tamoksifen gibi bazi ilaglarin sekonder
malignansiye yol agmas1 gibi handikaplar bu ilaclarin terapdtik degerini diisiirmektedir. Bu
baglamda, 6zel sinyal iletim yolaklarina ve ilact disar1 pompalayarak ilaca direng¢ saglayan
proteinlerin varligina bagimli olmadan, segici olarak kanser hiicrelerine etki eden anti-kanser
ilaglarin gelistirilmesi giiniimiizde 6nemli ¢abalardan biri haline gelmistir (Perez Tomas, 2006).
Akabinde, geleneksel olmayan kaynaklari kullanan yeni tani ve tibbi tedavilere artan bir talep
ortaya ¢cikmistir. Kanseri tedavi etmek ya da tedaviyi iyi bir klinik tablo ile siirdiirebilmek adina
yapilan c¢alismalar, bu potansiyele sahip ¢ok sayida maddenin dogal kaynaklardan elde
edilebilecegini gostermistir. Bu 6zelliklere sahip ve kanser tedavisinde kullanilan biyoaktif
molekiillerden biri de lektinlerdir. Lektinler; spesifik olarak karbohidrat zincirlerine
baglanabilen ve viriislerden bakterilere, bitkilerden hayvanlara kadar pek ¢ok canli tiiriinde

bulunan bir protein ailesidir (Nizet ve dig., 2017).

Hayvanlarda bulunan Iektinlerin pek cok hiicre etkilesimlerine yardimci oldugu, bitki
lektinlerinin ise parazit ya da patojenlere karsi savunma mekanizmasinda rol oynadigi
bilinmektedir (Loris, 2002). Biitiin lektinler fizyolojik ve patolojik siireglerde rol almalarinin
yani sira, bagisiklik sistemi ile farkli derecelerde etkilesirler (Fujita ve dig., 2004; De Hoff ve
dig., 2009). Hiicreler iizerinde apoptoz da dahil olmak {izere ¢esitli sliregleri uyarabilmeleri ya
da baskilayabilmeleri lektinleri kansere karsi tedavi segenegi olarak birgok arastirmanin konusu
yapmistir (Mehta ve dig., 2013; Kaptan ve dig., 2018). Simdiye kadar bitkilerden; farkli
karbohidrat baglanma ozelliklerine sahip, yiizlerce lektin saflastirilarak tanimlanmig ve
biyolojik etkinlikleri ile ilgili ¢aligmalar yapilmistir. Hayvan lektinlerinin inhibisyonunun
kanser hiicrelerinin malign kabiliyetlerini baskiladigini gosteren ¢aligmalarin yaninda (Guha ve
dig., 2013), bitki lektinlerinin uygulanmasi yoluyla kanser hiicrelerinin agresif karakterlerini
baskiladigini gosteren calismalar da mevcuttur (Ochoa-Alvarez ve dig., 2012). Diger yandan,
spesifik baglanma ozelliklerine gore bitki lektinleri, malign ve malign olmayan hiicreler
arasindaki ayrimlar1 incelemek i¢in taninma araglar1 olarak pek ¢ok c¢alismada kullanilmistir

(Babal ve dig., 2006). Ayrica, bitki lektinleri protein glikozilasyon analizleri veya memeli



hiicrelerinin ylizeylerindeki global glikozilasyon degisikliklerini profilleme ¢alismalarinda da

kullanilmaktadir (Tateno ve dig., 2007).

Lektinler bu anti-tiimoral etkilerini kanser hiicrelerinde anormal glikozilasyon olarak
tarifleyebilecegimiz degismis oligosakkarit bakiyelerine baglanarak gerceklestirirler. Bunun
yaninda bagka bazi mekanizmalar1 da kullandiklar1 diisiiniilmektedir (Poiroux ve dig., 2017).
Pek c¢ok arastirici, hiicre yiizey glikanlarindaki degisikliklerin tiimoriin malignant karakterinin
desteklenmesinde dnemli bir role sahip olduguna dikkat ¢cekmektedir. Bu durum kanser ve bazi
hastaliklarda karsilagilan bir olgudur ve giiniimiizde bazi glikan yapilarindaki degisiklikler
tiimor belirtecleri olarak 6ne ¢ikmaktadir (Narayanan, 1994). Yapilan ¢alismalar insan tiroid
kanser hiicreleri de dahil olmak tizere pek ¢ok kanser tiiriinde hiicre yiizeyinin a-2,3 siyalik asit
bakiyelerince zengin oldugunu gdstermistir (Biill ve dig., 2013). Hiicre yiizeyindeki glikan
ortlisti biiyiik oranda membran glikoproteinleri ve glikosifingolipitler gibi glikokonjugatlardan
kaynaklanmaktadir (Fuster ve Esko, 2005).

Lektinlerle yapilan ¢alismalar g¢ogunlukla kanser hiicreleri iizerindeki toksik etkilere
odaklanmistir. Ancak bu durum onlarin tedaviye yonelik potansiyelini anlamay1
giiclestirmektedir. Wang ve dig., (2000) bu konuda yaptiklari kapsamli bir ¢alismada, insan
hepatoma ve koriokarsinoma, fare melanoma ve sican osteosarkoma hiicrelerine farkli
karbohidrat spesifitelerine 6zgii 11 lektinden bazilarinin bu kanser hiicreleri iizerinde belirgin
toksik etkiler ortaya koydugunu rapor etmislerdir. Ancak transforme olmamis normal epitel
hiicrelerindeki toksik etkileri hakkinda bilgi vermemislerdir. Dolayisiyla lektin uygulamasi
sonrasinda ortaya cikan anti-tiimoral etkiler, normal hiicrelere nazaran kanser hiicrelerinde
artan terminal glikan bakiyelerindeki farkliliktan m1 kaynaklanmaktadir sorusunu kargimiza
¢ikarmaktadir. Bu konu iizerinde en ¢ok ¢alisilan lektinlerden biri olan Viscum album (VAA,
Okse otu) lektininin anti-tiimoral etkisi tizerinde ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (Kienle ve dig.,
2009). Anti-tiimoral etkiye sahip pek ¢ok lektinin etki mekanizmasi heniiz aydinlatilamamis
olmasina ragmen, 6kse otu lektini olan Mistletoe lektinleri (ML I, II ve III) etki mekanizmasi
aydinlatilmis lektinlerdendir. Bu lektinler, a ve P olmak iizere iki alt {initeden olusur.
Karbohidrat baglayici 6zellige sahip olan B zinciri hiicre ylizeyindeki reseptorlere baglanarak
proteinlerin hiicre igine girisini engeller, ancak a zincir ribozomlarin 60S {initesinin 28S RNA
sindan adenin bakiyesini uzaklastirarak ribozomlar1 inaktif hale getirir ve protein sentezini

inhibe eder (Stirpe ve dig., 1992). Bu lektinler kuvvetli apoptoz indiikleyici 6zelliklerinin



yaninda (Biissing ve dig., 1998), coklu ila¢ direncine sahip kolon kanser hiicreleri {izerinde
sitotoksik etkiye sahiptirler (Valentiner ve dig., 2002) ve kanser ilaglarinin sitotoksik etkilerini

arttirirlar (Bantel ve dig., 1999).

Kaptan ve dig. (2018) MAL maruziyetinin anaplastik insan tiroid kanserinin tiimorijenik ve
malignant karakterini ¢ok belirgin bir bigimde azalttigini, fakat folikiiler ve papillar insan tiroid
kanser hiicrelerinde proliferasyonu arttirdigini rapor etmislerdir. Ayrica, MAL uygulanmasinin
metastatik siirecin nemli basamaklarindan biri olan tiimor hiicresi-endotel etkilesimini belirgin
bir bicimde azaltigina isaret etmislerdir. Bu etkinin varligi in vitro modelde saglikl tiroid epitel
hiicre soyu lizerinde toksik etkinin olmadig1 sinirlarda test edilmistir. Normal epitel hiicre soyu
olan Nthy-ori 3-1 hiicrelerine 24 ve 48 saat siireyle ve 0,001-1uM konsantrasyon araliginda
uygulanan MAL’nin hiicre canliligini etkileyecek herhangi bir toksik etkisi bulunmamaktadir.
Sonuglar, normal tiroid epitel hiicreleri i¢in toksik olmayan dozlarda MAL uygulamalarinin
anaplastik kanser soyu olan 8505C hiicrelerinde 0,1-1uM doz araliklarinda toksik etki
gosterdigini ortaya koymustur. Ancak bu etkinin molekiiler mekanizmas1 konusunda net bir
bilgi bulunmamaktadir. Sonug olarak, tiroid kanser hiicrelerinin a-2,3 siyalik asit bakiyelerince
zengin membran glikoproteinlerinin, kanser hiicrelerinin degisen glikozidik fenotipine 6nemli

Olciide katki sagladigi anlagilmaktadir.

Calismamizda, ¢esitli kanser hiicreleri tizerinde anti-proliferatif ve anti-metastatik etkileri
bilinen ve amur agaci bitkisinden elde edilmis MAL uygulanmasiyla anaplastik tiroid kanser
hiicrelerinde ortaya ¢ikan anti-karsinojenik etkilerin hangi genlerin islevselligini arttirdig1 ya
da azalttiginin anlagilmas: hedeflenmistir. Dolayisiyla bu calismada, MAL maruziyeti
sonrasinda bu hiicrelerde meydana gelen transkripsiyon etkinliklerindeki degisikliklerin genis
Olgekte analiz edilmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, MAL ile muamele edilen
hiicrelerden elde edilen total RNA izolatlar1 kullanilarak RNA dizileme ydntemiyle
transkriptom analiz yapilmis ve elde edilen veriler biyoinformatik olarak analiz edilerek, MAL
uygulamasiyla agiga ¢ikan malignat ve tiimdrijenik karakterlerin baskilanmasi siirecindeki olasi
molekiiler mekanizmalar degerlendirilmistir. Ayni1 zamanda, ¢aligmamizin bu alanda yeni
caligmalarin sekillendirilmesi amaciyla veri havuzunun genisletilmesine aracilik etmesi
hedeflenmistir. Gilinlimiizde, kanser hiicrelerine tiimoral aktivite ve metastatik yetkinlik
acisindan avantaj kazandiran glikozilasyon degisikliklerinin, bu degisikliklere spesifik bitki

lektinleri ile hedeflenerek, kanserin malignant &zelliklerinin baskilanmasi yoniindeKi



yaklasimlar olduk¢a 6nem kazanmistir. Son yillarda cesitli lektinlerin anti-kanser 6zellikleriyle
ilgili olarak, artis gosteren ¢aligmalarin yani sira, artan patent ve patent basvurular dikkat ¢ekici
diizeydedir. Bununla birlikte, sindirim silirecinden aktivitelerini kaybetmeksizin dolasima
gecebilmeleri, lektinlerin kanser tedavisinde kullanilabilecek onemli bir aday molekiil grubu
olmalarini desteklemektedir. Dolayisiyla, ¢alismamizda elde edilen sonuglarin, sodyum-iyot
simporter yoksunlugundan dolayr radyo-iyodin terapisine karsi direngli olan ve koti
prognozuyla 6n plana ¢ikan anaplastik tiroid kanserinin tedavi stratejilerinin sekillenmesindeki

stirece katki saglayacagi kanisindayiz.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. KANSER

Kanser, ¢esitli etmenlerin genlerde meydana getirdigi mutasyonlar sonucu hiicre ¢ogalmasi ile
hiicre 6liimii arasindaki homeostazin bozulmasi ve hiicrelerin kontrolsiiz cogalmasidir. Kontrol
dis1 cogalan bu hiicreler, ¢cevre dokulari istila eder ve kdken aldiklar1 bdlgeden veya primer
odaktan viicudun diger bolgelerine yayilarak metastaz yaparlar. Karsinogeneze (kanser olusum
sireci) neden olan genlerdeki ¢oklu degisiklikler normal hiicre 6zelliklerini zamanla kanser
fenotipine doniistiiriir. Bu kanser fenotipi; siirekli proliferatif sinyalleme, hiicre 6liimiine direng,
oksijen ve besin temini i¢in damar biiyiimesini uyarma (anjiyogenez), aktif invazyon ve

metastaz ile karakterize edilir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

“’Yeni biiyiime’’ anlamina gelen neoplazm terimi siklikla tiimor terimi yerine kullanilir ve
kanser6z biiylimeyi isaret eder. Bununla birlikte, davraniglarina bagl olarak tlimorler bening
(iyi huylu) ve malign (kotii huylu) olmak iizere iki kategoriye ayrilir. Bu ayrimin yapilmasi,
hastaya uygun tedavinin belirlenmesi ve hastaligin seyri agisindan oldukg¢a biiylik bir 6neme
sahiptir. Kanser kaynakli oliimlerin %90’indan sorumlu olan malign tiimorler, kan ve lenf
damarlar1 araciligiyla viicudun diger bolgelerine yayilarak ikincil timorleri olustururken,
kapsiil ile ¢evrili olan bening tiimorler ise genellikle lokal olarak biiyiir ve ¢evre dokulara
yayilmazlar. Malign tiimdrler kokenlendikleri dokunun normal hiicrelerinden farklilasmiglardir
ve anaplastik olma egilimindedirler, bening tiimoérlerin aksine biiylimeleri olduk¢a hizhidir.
Oyle ki bening tiimérler siklikla yillar sonra bile yavas bilyiime gosterirken, malign tiimorler
klinik olarak saptanma biiyiikliigiine eristikten haftalar ve aylar sonra 6nemli 6lciide biiylime
kaydederler (Franks ve Knowles, 2005; Ruddon, 2007). Ttimorler kdken aldiklar: dokuya baglh
olarak da siniflandirilir. Epitel dokudan koken alan malign tiimorlere karsinoma, mezodermden
(kas, kan, bag doku onciilleri) koken aliyorsa sarkoma, kan dokusunu olusturan ¢esitli hiicre
tiplerinden kaynaklaniyorsa hematopoietik, merkezi ve periferik sinir sistemi hiicrelerinden

koken aliyorsa néroektodermal tiimor olarak adlandirilir (Weingberg, 2007).

Bir tlimoriin olugmasi i¢in gerekli mutasyonlarin birikimi karsinogenezi ¢ok basamakli bir siireg
haline getirir. Kansere yol acan bir ajanin (karsinojen) bir hayvana uygulanmasi hemen tiimor
olusumuna yol agmamaktadir. Berenblum ve Shubik taratindan 1940’11 yillarda fare derisi ile

yapilan deneyler karsinogenezde inisiyasyon (baslangic), promosyon (gelisme), progresyon



(ilerleme) olmak tizere ii¢ evrenin oldugunu gostermistir (Yuspa, 1994). Geri donlistimsiiz olan
baslangic evresinde derideki kok hiicrelere karsinojenin mutajenik etkileri s6z konusudur.
Ikinci evre olan gelisme fazinda ise DNA’da mutasyon yapmayan ve etkilerini ¢ogalma-
sagkalim ile ilgili genlerin ekspresyonunu degistirerek gosteren ilerletici ajanlar (forbol
esterleri, biiyiime hormonlari) rol oynar ve bu evre belirli bir asamaya kadar geri doniisiimliidiir.
Bu ajanlarin uzun siire uygulanmalar1 sonucunda deride papillomalar (bening deri tiimorleri)
meydana gelir. Son olarak ii¢lincii evre olan ilerleme fazinda ise premalignant biiylimeler
karsinomaya doniisiir. Bu evre; siirekli anjiyogenez, invazyon, metastaz, ilaca direng, immiin
savunmadan kagi1s, sinirsiz replikasyon yetenegi ve biiylime karsit1 sinyallere duyarsizlik olarak
tarif edilen daha saldirgan bir fenotip ile sonuglanir (Norris ve King, 2000). Bu deneysel
modelde tanimlanan dénemler insanlarda karsinogenez siirecini tarif etmek i¢in yaygin olarak

kullanilir (Sekil 2.1) (Franks ve Knowles, 2005).

BASLANGIC GELISME ILERLEME

Baglatic1 ajanin subkarsinojenik Ajanin siirekli dagihmimn saglanmasi
dozunun uygulanmasi
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Sekil 2.1: Fare derisinde gergeklestirilen ¢ok asamali kimyasal karsinogenez. Evrelerde gergeklesen
olaylar su sekilde 6zetlenebilir. A) 1. Prokarsinojenin metabolik aktivasyonu ve DNA’ya kovalent
baglanmasi, 2. DNA onarimmi/hiicre replikasyonu ve mutasyon tespiti, 3. Kil folikiiliiniin ¢ikinti
bolgesinde veya interfolikiiler epidermisin bazal kismindaki kok hiicrelerin kritik hedef
genlerinde mutasyonun uyarilmasi. B) 1. Artan DNA sentezi, inflamasyon, 2. Gen ekspresyonu
ve enzim aktivitelerindeki degisiklikler, 3. Kok hiicre popiilasyonunun artmasi. C) 1. Kronik
hiicre ¢gogalmasmin saglanmasi, 2. Papilloma denilen klonal biiylimelerin gelisimi, 3. Diploid
lezyonlar. D) 1. ilave genetik olaylar degisken sekilde gerceklesir, 2. Anoploidi, LOH
(Heterozigotlugun kayb1). E) 1. invazyon, 2. Metastaz (Abel ve dig., 2009°dan degistirilerek
almmustir).



Normal bir dokunun malignant bir dokuya doniismesi esnasinda ara goriinimde dokular ortaya
cikmaktadir. Bu durum hiicrelerin saldirgan ve invaziv karakter edinebilmeleri i¢in kademeli
olarak evrimlestiklerini ve tiimdr gelisiminin kompleks ve ¢ok basamakli bir siire¢ oldugunu

gostermektedir. Bu degisiklikler Sekil 2.2°de gosterilmistir (Kanwal ve Gupta, 2010).
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Sekil 2.2: Timor gelisim evreleri. Bu evreler; A. Hiicrelerin normalden daha hizli boliinmesi, B.
Hiicrelerin sekil degistirmesi, C. Hiicrelerin tek bir yerde kalmasi, D. Kanser hiicrelerinin
invazyonu ve kan dolasimina gecerek uzak bolgelere metastazi seklindedir (Kanwal, 2013’ten
degistirilerek alinmistir).

Kanser hiicreleri hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerine daha az duyarlidirlar. Bunun
sebebi, hiicre ylizey adezyon molekiillerini daha az ifade etmeleridir. Epitelyal hiicre
davraniginda, doku formasyonunda ve kanserin baskilanmasinda gorevli olan kalsiyum bagimli
hiicre-hiicre adezyon molekiilii olan epiteliyal kaderin (E-kaderin) ifadesindeki eksiklik kanser
hiicrelerinin yayilma ve metastaz yetenegine katki saglar (Peéina-Slaus, 2003). Kan damarlar1
olmadan biiyliyemeyen ve metastaz yapamayan kanser hiicreleri oksijen ve besin temini i¢in
cevre dokulardaki kapillerlerde bulunan endotel hiicrelerinin proliferasyonunu uyararak tiimore
dogru yeni kan damarlari olusturur (Carmeliet ve Jain, 2000). Kanser hiicreleri anjiyogenezi
uyardiklari bu siiregte fibroblast biiylime faktorii (FGF) ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF) firetirler. Anjiyogenez kanser hiicrelerine besin saglamanin yani sira kanser

hiicrelerinin dolagima gegmesine ve metastatik siireci baglatmasina katki saglar (Lodish ve dig.,



2008). Fakat kanser hiicrelerinin metastaz yapabilmesi i¢in agmas1 gereken bazi engeller vardir.
Oncelikle, ekstraseliilar matriks (ECM) unsurlarin1 degrade ederek koken aldiklari primer
odaktan ayrilmalari gerekir. Bu siirecte kollagenaz, {irokinaz tip plazminojen aktivator (u-PA),
matriks metalloproteinaz  (MMP) sekresyonu kanser hiicrelerinin bazal laminay1
parcalamasinda ve buradan bag dokuya yayilmasinda 6nemli rol iistlenirler. Bundan sonraki
asama intravazasyon olarak adlandirilan kanser hiicrelerinin dolasim sistemine gecisleridir.
Dolasima gecen kanser hiicreleri hedef organlarindaki kan damarlarinin endotel hiicreleriyle
etkileserek sekonder odaklar olusturmak iizere ekstravazasyon olarak adlandirilan asama ile

hedef organlarina gegerler (Sekil 2.3) (Vanharanta ve Massague ve dig., 2013).

Tumor Hucresi
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Sekil 2.3: Metastaz. Ekstraselliiller matriks unsurlarimi pargalayarak koken aldiklari primer odaktan
ayrilan kanser hiicreleri intravazasyon adi verilen agama ile dolagim sistemine gegerler. Ardindan
hedef organlarindaki kan damarlarimin endotel hiicreleriyle etkileserek sekonder odaklar
olugturmak iizere ekstravazasyon olarak adlandirilan asama ile hedef organlarina ulasirlar.
(Mohammadalipour ve dig., 2018’den degistirilerek alinmstir).



Kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayiran bir diger 6zellik ise temas inhibisyonuna (kontakt
inhibisyon) duyarsizliklaridir. Oysaki normal fibroblastlar, bir kiiltiir kab1 yiizeyi boyunca
komsu bir hiicreyle temas edinceye kadar cogalarak go¢ ederler, daha sonra hiicre gogii
engellenir ve normal hiicreler birbirine yapigarak kiiltiir kabi yiizeyi lizerinde diizenli bir hiicre
dizisi olusturur. Tiimor hiicreleri ise komsu hiicrelerle temas ettikten sonra hareket etmeye,
komsu hiicrelere go¢ ederek diizensiz, ¢ok katmanli modellerde biiyiimeye devam eder

(Cooper, 2000; Alberts ve dig., 2015a).
2.2. TIROID KANSERI

Alt boynun 6n kisminda larenksin altinda yer alan endokrin sisteminin en 6nemli organlarindan
biri olan tiroid bezi, 15-20 gram agirhigidadir ve lobus dexter ile lobus sinister olmak tizere iki
lob ve bunlar birbirine baglayan isthmustan olusur (Akcakaya ve dig., 2012). Tiroid kanseri,
en yaygin goriilen endokrin sistemi kanseridir ve tiim malingnant kanserlerin yaklasik %1 ini
olusturur (Hundahl ve dig., 2000). Siklig1 yasa ve cinsiyete gore degismekle birlikte en sik 30-
70 yas arasinda ve kadinlarda goriilmektedir. Kadinlardaki malignitelerin %1,5'inden,
erkeklerde ise %0,5'inden sorumludur. Tiroid kanseri, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'de
kansere bagli 6liimlerin kadinlarda %0,17, erkeklerde ise %0,26'sindan sorumludur (Arslan ve
dig., 2011). ABD’de klinikte teshis edilebilen tiroid lezyonlariin sayisinin 10-20 milyon
oldugu tahmin edilmektedir ve bu rakamin yaklasik %5-30"u malign karakterdedir (Galliano
ve Frishberg, 2012).

Kanser, multifaktoriyeldir. Soyle ki; bakterilerden viriislere, radyasyondan kalitima, ¢evresel
faktorlerden beslenme aligkanligina ve kimyasallara kadar bircok etmen kanser olusumuna
neden olur (Williams, 2001). Tiroid kanseri risk faktorleri arasinda ¢ocukluk ¢aginda iyonize
radyasyona maruz kalmak; RAS, B tip Raf Kinaz (BRAF), RET/PTC, NTRK1, Fosfoinositol 3
kinaz (P13K)/AKT, Fosfotaz ve tensin homologu (PTEN), PAX8/PPARY, p53 ve B katenin
genlerinde mutasyon gibi baz1 genetik degisiklikler (Xing 2007; Frasca ve dig., 2008; Galliano
ve Frishberg, 2012; Kumar ve dig., 2015); hamartom, multinodiiler guatr, Cowden Hastaligi,
Ailesel Adenomat6z Polipozis, Gardner Sendromu ve Ailesel Non-mediiller Tiroid Karsinomu
gibi genetik gecisli bazi ailesel hastaliklar (Carling ve dig.,2007); tiroid bezi fonksiyonlarinda
yetersizlik; Hashimoto gibi bazi benign tiroid bezi hastaliklar1 (Repplinger ve dig., 2008);
guatrojen-zengin veya iyot igerigi zayif besinlerle beslenmek (Galliano ve Frishberg, 2012;
Kumar ve dig., 2015) sayilmaktadir. Tiroid bezi, trityodotironin (T3), tiroksin (T4) iireten
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folikiiler ve kalsitonin iireten parafolikiiler (C hiicreleri) hiicrelerden olusur. Tiroid kanseri
histolojik olarak papiller, folikiiler, medullar ve anaplastik karsinoma olmak tizere dort grupta
simiflandirilir. Papiller, folikiiler ve anaplastik karsinomlar folikiiler hiicrelerden tiirevlenirken
medullar karsinoma parafolikiiler hiicrelerden tiirevlenir (Xing, 2013). Farkli kokenlerden
kaynaklanan bu kanser cesitleri tiimor farklilasmasi, metastatik potansiyel ve agresiflik

acisindan da farkl 6zellikler sergiler.

Papiller tiroid kanseri (PTC), insan tiroid kanserlerinin % 80-90 ‘in1 olusturur (Hundahl ve dig.,
1998; Leenhardt ve dig., 2004; Davies ve Welch, 2006). PTC’de en sik goriilen genetik
degisimler %40-60 oraninda BRAF ve %20 oraninda RET mutasyonlaridir. RAF proteinleri;
hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi ve sekresyonda dnemli rol oynayan mitojen ile aktive olan
protein kinaz/Ekstraselliiler sinyal diizenleyici kinaz (MAPK/ERK) yolaginda serin/treonin
(Ser/Thr) protein kinaz olarak gorev yaparlar (Peyssonnaux ve Eychéne, 2001). BRAF
mutasyonu Ser/Thr kinaz domaininde (V600E) meydana gelir ve protein kinaz aktivitesinde rol
oynar (Xing, 2010a) . Bu sekilde MAPK/ERK yolaginin uygunsuz ve/veya siirekli aktivasyonu,
bircok insan kanserinde anormal proliferasyon ve farklilasma ile sonuglanan gii¢lii bir

promitojenik kuvvet saglar (Avruch, 2001).

Tiroid karsinom tedavisi ve saldirgan PTC teshisi i¢in anahtar mutasyon olarak diisiiniilen
BRAF mutasyonu (Xing, 2010b) terapotik ¢aligmalarda oldukg¢a 6n plana ¢ikmaktadir. BRAF
kinaz1 inhibe etmek i¢in tiroid kanseri hiicre kiiltiirlerinde ¢ok sayida ajan denenmistir. BAY
43-9006 (sorafenib), BRAF ve reseptor tirozin kinaz ile ilgili anjiyogenezi hedefleyen
multikinaz bir inhibitordiir. Simdiye kadar tizerinde en ¢ok ¢alisilan ajandir. Ancak, bu etkisini
selektif olarak BRAF iizerinden degil de daha cok VEGF iizerinden anjiyogenezi bloke ederek
yaptig1 disiiniilmektedir. Sorafenib ile yapilan Faz II ¢alismada metastatik tiroid kanserli 30

hastada % 77 klinik yarar sagladigi goriilmistiir (Kloos ve dig., 2009).

PTC’de goriilen bir baska mutasyon ise telomeraz revers transkriptaz (TERT) enziminin
mutasyonudur. TERT, telomer uzunlugunu kromozomlarin sonunda koruyarak hiicresel
Oliimstizliikte 6nemli bir rol oynayan riboniikleoprotein kompleksi olan telomerazin katalitik
alt birimidir. TERT mutasyonunda, bu enzimi ifade eden 5. kromozomdaki 1.295.228. C
niikleotidi ile (C228T) ve 1.295.250. C niikleotidi T niikleotidi ile (C250T) yer degistirir. Bu
sekilde, TERT’in anormal ifadesi telomeraz uzunlugu degismeden hiicre proliferasyonuna

neden olmaktadir (Sarin ve dig., 2005).
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PTC’de BRAF ve RET mutasyonu tasiyan tiimorler arasindaki ayrim, radyasyona maruziyet ve
yas olmak iizere iki parametreye bagli olarak yapilabilir. RET/PTC’nin aksine BRAF
mutasyonlar1 radyasyonla iligkili PTC'lerde nadir goriiliir. Ek olarak, RET / PTC ¢ocukluk ¢ag1
tiroid kanserlerinde daha sik goriilirken, BRAF mutasyonlar1 ¢ocuklarda ¢ok nadir goriiliir

(Xing ve dig., 2005; Ciampi ve Nikiforov, 2007).

Folikiiler tiroid karsinoma (FTC), tiroid kanserleri arasinda ikinci en sik (%15) goriilenidir.
FTC’de %49 oraninda RAS nokta mutasyonu, %39 oraninda PAX8-PPARy yeniden
diizenlenmesi oldugu bildirilmistir (Nikiforova ve dig., 2003). RAS geni, hiicre farklilagsmasi,
cogalmast ve sagkalimina aracilik eden, MAPK ve PI3K-AKT yolagimmin efektorlerine
sinyallerin tirozin kinaz ve G protein bagh reseptorler (GPCR)’den iletilmesinde merkezi bir
rol oynar (Xing ve dig., 2013). PAX/PPARYy yeniden diizenlenmesi PAXS8 transkripsiyon
faktoriiniin 5° ucu ile niiklear hormon reseptdr siiper ailesinin bir iiyesi olan PPARy 3’ ucunun

birlesmesi ile gergeklesir (Nikiforova ve dig., 2003).

Tiroid kanserleri arasinda %3-5 siklikla goriilen medullar tiroid karsinomada (MTC), (Bucsky
ve Parlowsky, 1997) goriilen mutasyon RET protoonkogeninde meydana gelmektedir. Reseptor
tirozin kinazi kodlayan gen olan RET, (Donis-Keller ve dig., 1993) hiicre proliferasyonu,

biiylime, farklilasma ve migrasyonda rol oynamaktadir (Manie ve dig., 2001).

Anaplastik tiroid karsinoma (ATC), malign tiroid neoplazmalarinin %>5-15"ini olusturur
(Giuffrida ve Gharib, 2000). Papiller ve folikiiler tiroid karsinomunun aksine, ATC koti
hastalik seyrine sahip en agresif kanserlerden biridir (Ain, 1998). ATC’de en sik goriilen
mutasyonlar B-katenin ve TP53 genlerindeki degisimlerdir ( Smallridge ve dig., 2012). Beta-
katenin fizyolojik homeostazda merkezi rolii olan ¢ok islevli bir proteindir. Hem
transkripsiyonel bir yardimeci regiilator hem de hiicre i¢i yapigsma i¢in adaptdr proteini olarak is
goren B-kateninin yiiksek ekspresyonu, kanser de dahil olmak {izere cesitli hastaliklara yol agar
(Shang ve dig., 2017). TP53 mutasyonu insan kanserlerinde en sik rastlanilan mutasyondur

(Olivier ve dig., 2010).

Cogu kanser hiicresinin bir bagka 6zelligi ise farklilasmadaki basarisizliklaridir. Bu kapsamda,
16semi hiicreleri kusurlu farklilasma ile malignansi arasindaki iliskiyi a¢iklamak i¢in giizel bir
ornektir. Biitiin farkl tip kan hiicreleri kemik iligindeki ortak bir kok hiicreden kokenlenir. Bu

hiicrelerin bir kismu eritrosit bir kism1 makrofaj ya da lenfosit olusturmak iizere farklilagirken
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siirekli boliiniir ve tamamen farklilastiklarinda boliinmeleri durur. Ancak 16semi hiicreleri,
farklilasmaya gitmekte basarisiz kalirlar, olgunlasmanin erken evrelerinde duraklar ve bu
evrede ¢ogalma kapasitesi kazanip yeniden boliinmeye baslarlar (Cooper, 2000). Tiroid folikiil
hiicrelerinden kaynaklanan kanserler ise farklilasma potansiyeline gore diferansiye (papiller ve
folikiiler) veya az diferansiye (anaplastik) olarak siniflandirilabilir. Diferansiye tiroid kanserleri
spesifik farklilasmis tiroid fonksiyonlarini ve olumlu biyolojik davranislarini korur ve bu
hastalar bolgesel metastazlarina ragmen, genellikle cerrahi miidahale, radyoiyodin tedavisi
(131-1), tiimor bitylimesini uyaran Tiroid Uyarict Hormon (TSH) reseptdriiniin susturulmasi
temeline dayanan TSH supresyon tedavisi ile olumlu sonuglar alirlar. Radyoiyodin ile tedavi,
folikiiler hiicre kaynakli farklilagmis tiroid kanseri olan hastalarda total tiroidektomi sonrasi
lokal veya uzak metastazlarin azaltilmasi icin genellikle etkilidir. Ne yazik ki, kotii prognozu
ile bilinen anaplastik tiroid kanseri i¢in ayni durum s6z konusu degildir. Bunun sebebi
diferansiyasyon slirecinde; bu karsinomalar radyoiyotu alma, organize etme ve tiroglobiilin
yapma kabiliyeti dahil olmak {izere, tiroid spesifik gen ekspresyonlarini kaybederler. Bu
baglamda, radyoiyodinin klinik alim ile iligkili olan tirositlerden iyodiir alimina aracilik eden
sodyum-iyodiir simportir (NIS) geni, anaplastik tiroid kanserinde ifade edilmemektedir.
Dolayisiyla, bu tiimorler etkili bir sekilde tedavi edilmek i¢in 131-1 alma yetisine sahip degildir.
NIS genleri, tiikiirtik bezleri, gastrik mukoza ve emziren meme bezleri dahil olmak {izere tiroid
disindaki birka¢ insan dokusunda da bulunur, ancak gen ekspresyonunun seviyesi maalesef
terapotik olarak etkili olmak i¢in ¢ok diisiiktiir. Sonug olarak, radyoiyodin tedavisi veya TSH
baskilayic1 tedavi gibi diferansiye tiroid kanseri hastalarimi tedavi etmek i¢in kullanilan
yontemler anaplastik tiroid kanserli hastalarda siklikla etkili degildir. Bu tliimdrler ayni
zamanda dis radyasyon veya sistemik kanser kemoterapisi ile alternatif tedaviye de cevap

vermede basarisiz olmaktadir (Hsu ve dig., 2014).

Karsinogenezdeki genetik hasarin hedefi, hiicre bdliinmesinin regiilasyonunu saglayan ve
biliylimeyi destekleyen proto-onkogenler ile hiicre boliinmesini yavaslatan tiimor baskilayict
genler ve DNA hatalarin1 diizelten tamir genleridir. Cesitli kimyasal ve fiziksel ajanlarin
hiicrelerin biiyiimelerini kontrol eden kritik genlerde (proto-onkogenler) mutasyona yol agmasi
sonucunda bu mutant alleler aktif onkogen gibi fonksiyon yaparak onlari tagiyan hiicreleri
kanserdz biiyiimeye siiriikler (Lodish ve dig., 2008). Ozetle proto-onkogenlerdeki artis, timor
baskilayict genlerdeki azalis kontrolsiiz ¢ogalmayla sonuglanir. Ancak bu artis ve azalisin

ortaya cikmasindaki isleyis birbirinden farklidir. Popiilasyonda bir genin olasit degisik
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hallerinden herhangi biri bir "allel”i temsil eder. Onkogenlerde, genin kromozomlardaki iki
allelinden herhangi birinin mutant olmasi1 durumunda kanserlesme ortaya ¢ikabilmektedir.
Buna karsilik bir tiimor baskilayici genin kanserlesmeye yol agabilmesi i¢in, her iki alleldeki
genin de mutasyona ugramis olmasi gerekir. Bunun sebebi tiimor baskilayici genlerde meydana
gelen ve fonksiyon kaybina neden olan mutasyonlarin ¢ogunun, dogada resesif olmasidir. Bu
iki alleldeki mutasyonlar kendiliginden olusabilecegi gibi (de novo mutasyon) kalitim yoluyla
da aktarilmis olabilir. Bu durum, 1971'de genetik¢i Alfred Knudson tarafindan onerilen “gift-
vurus hipotezi (two-hit hypothesis)™ olarak bilinir (Knudson, 1971).

DNA hasar hiicrelerimizin siirekli olarak maruz kaldiklar1 en 6nemli stres faktorlerinden
biridir. Bu maruziyet hiicresel genomda mutasyon, delesyon ve/veya translokasyon gibi
genomik sapmalarin ortaya ¢ikmasina neden olur ve bdylece genomik kararsizlik indiiklenir.
Genomik sapmalarin birikmesi siklikla kanserlerin gelismesine neden olur. Bu baglamda,
genomik biitlinliigii ve hiicreleri malign transformasyondan korumak i¢in uygun bir stres tepkisi
gereklidir. Bu evrede; olusan strese tepki olarak p53 aracili hiicre dongiisii durdurma
mekanizmast Oonemli bir rol istlenir ve DNA’da olusan hasarli bolge tamiri i¢in hiicre
boliinmesini G1 fazinda durdurur. Akabinde, hiicre siklusunda gorevli protein kinazlar olarak
bilinen siklin bagimli kinazlarin (CDK) inhibe olmasina sebebiyet veren p21’in
transkripsiyonunu arttirarak DNA hasarina yanit verir (Sherr ve Mccormick, 2002; Cabadak,
2008). DNA onarimi tamamlandiginda hiicreler normal hiicre dongiisiine tekrar girerler.
Aksine, hiicreler onarilamayacak diizeyde bir DNA hasarina sahip ise tiimor baskilayic1 gen
olan p53, hasarli hiicreleri ortadan kaldirmak igin pro-apoptotik islevini uygular ve boylece
hasarlt DNA'nin yeni hiicrelere transferini 6nleyerek genomik biitiinliigii korur. P53 mutasyonu
kanser hiicrelerinde goriilen en sik mutasyondur (Kandoth ve dig., 2013). Yapilan ¢alismalar
gostermistir ki, P53 mutasyonu ve anti-apoptotik bir protein olan Bcl-2 ifadesindeki artisin bir
arada goOzlenmesi neticesinde hiicreler kontrolsiiz ¢ogalmaya ve hiicre Oliimiine direng
gelistirmeye baglar (Igney ve Krammer, 2002). P53’iin yani1 sira p16 siklin kinaz inhibitor gibi
intraselliiler proteinler, hiicre proliferasyonunu durduran salgi hormonlarmma 6zgii olarak
iiretilen reseptdrler, apoptoza yonlendiren proteinler de tiimoér baskilayict genler tarafindan

kodlanan proteinler arasinda yer almaktadir (Lodish ve dig., 2008).

Hiicresel metabolizma ve proliferasyonun ana diizenleyicisi olarak nitelendirilen c-myc geni

insan kanserlerinin ¢ogunda asir1 eksprese edilir (Miller ve dig., 2012). Myc onkogeni asir1
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eksprese eden transgenik farelerde T hiicreli veya akut miyeloid 16semi gelismekte, onkogen
inaktive edildiginde ise 16semik hiicrelerde proliferasyon duraklamakta, diferansiye olmakta ve
apoptoz meydana gelmektedir (Felsher ve dig.,1999). Proto-onkogen olan Ras ailesinin N-ras,
H-ras ve K-ras olmak {lizere ii¢ liyesi vardir (Lowy ve Willumsen, 1993). Ras proteinleri;
hiicresel ¢ogalmayi, farklilasmayr ve hayatta kalmayr kontrol eden sinyal aglarinin temel
bilesenleri olarak nitelendirilen kii¢iik GTPazlardir. Baglica rolleri; transkripsiyonu, hiicre
seklini ve gO¢iinl, endositozu, hiicre sagkalimini ve hiicre dongiisii ilerlemesini,
farklilagmasini, yaslanmay1 ve daha bir¢ok olay1 koordine eden sinyal iletim yollarini aktive
ederek membrandaki gegici sinyal komplekslerini birlestirmektir (Rajalingam ve dig., 2007).
Onkogenik RAS aktivasyonu nokta mutasyonlari sonucu olusur ve kanser hiicrelerindeki tiim
mutasyonlarin %30’unda saptanmistir (Delellis, 2006; Fernandez ve Santo, 2011). Onkogenik
aktivasyonun ortaya ¢ikmasinda nokta mutasyona ek olarak iki mekanizma daha mevcuttur.
Bunlar; proto-onkogenleri iceren DNA segmentinin tekrar duplike olmasi boylece kodlanan
proteinin fazla ifadesi ve kromozomal yer degistirme sonucu farkli promotorlar ile kontrol

edilebilen bitylime regiilatdr genlerinin anlatimidir (Lodish ve dig., 2008).

Biiytime faktdrleri, 6zel biyolojik mesajlar1 tasiyan bazi hiicrelerden salindiktan sonra hiicreler
aras1 bosluktan hedef hiicresine ulasan kiiciik proteinlerdir. Biiylime faktor reseptorleri ligand
yoklugunda monomerik halde plazma membran1 boyunca ileri geri siirekli hareket ederler.
Reseptor-ligand etkilesimi sonucu dimerizasyon ve transfosforilasyon meydana gelerek sinyal
olusur. Kanserde biiylime faktorlerinin asir1 ifadesi ya da bu reseptorlerin yapisini etkileyen
mutasyonlar ligand olmaksizin reseptdr dimerizasyonuna ve bodylece otokrin sinyalizasyon ile

stirekli hiicre proliferasyonuna sebebiyet verir (Lu ve dig., 2019).
2.3. GLIKOZILASYON

Hiicre ylizeyindeki glikan ortiisii biiylik oranda membran glikoproteinleri ve glikosifingolipitler
gibi glikokonjugatlardan kaynaklanmaktadir (Fuster ve Esko, 2005). Her ne kadar 1970'lerin
baslarinda yeterince anlagilmamis olsa da, glikobiyolojide genomik, proteomik ve kiitle
spektrometrisindeki son gelismelerle birlikte glikan yapist ve bilesimi hastalik ile normal
durumlar arasinda kesin ayrimlar yapilmasini saglar (Taylor ve Drickamer, 2011). Kanserde
malign transformasyonu takiben hiicre yiizeyi glikan degisiklikleri, timor hiicre farklilasmasi
ve metastaz genis Olclide belgelenmistir (Hakomori, 2002). Yaygin degisiklikler arasinda;

glikoziltransferaz enzimlerinin fazla ya da az sentezlenmesi, degismis glikozidaz akivitesi,
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seker niikleotid dondrlerinin ve glukokonjugat akseptorlerinin ekspresyonlarmin degismesi,
seker niikleotid tasiyicilariin akivitesindeki degisiklikler, golgi fonksiyonundaki bozukluklar
gosterilebilir (Pinho ve Reis, 2015).

Glikozilasyon, pek cok hiicresel fonksiyonun yerine getirilebilmesi i¢in bir¢ok proteinde
gerekli olan post-translasyonel ya da ko-translasyonel bir degisim olarak tanimlanir (Cadena ve
dig., 2019). Glikozilasyonun pek ¢ok tipi olmakla birlikte en yaygin glikozilasyon tipleri
asparaginin amid azotuna baglanmasiyla olusan N-bagl glikozilasyon (Kornfeld ve Kornfeld,
1985) ve serin ya da treoninin hidroksil grubuna baglanmasiyla olusan O-bagli glikozilasyondur
(Steen ve dig., 1998). Proteinlere bagl glikan zincirleri hiicre ici protein trafigi, hiicre
sinyallesmesi, ligand baglama, hiicre-hiicre etkilesimi, hiicre-ECM etkilesimi, farklilagsma,
hiicre olimii gibi fizyolojik siireglerde rol almasina ek olarak, patofizyolojik siireclerde de
onemli bir rol iistlenir (Maenuma ve dig., 2008). Glikozillenmis biyomolekiil grubunu temsil
eden glikokonjugatlarin kanser gelisiminde ve ilerleyisinde ©Onemli bir rol oynadigi
bildirilmistir (Schultz ve dig., 2012). Ayrica, serumda ve dokuda kanserle baglantili
glikokonjugatlar, hastaligin ilerleyis siirecinin belirlenmesi i¢in belirteg olarak kullanilmaktadir
(Reis ve dig., 2010). Kanser gibi patolojik siireglerde tiimdr fenotipine katkida bulunan
degismis ya da anormal glikozilasyon sik rastlanilan bir olgudur. N-glikolizasyondaki en
onemli degisiklik B-1,6 dallanmasidir (Magalhaes ve dig. 2017). Bunun yaninda GICNACV nin
aktivitesi artar ve bu artisa siyaliltransferazlarin aktivitesindeki artis eslik eder. N-
glikolizasyondaki bu degisiklikler artmis siyalik asit kompozisyonuna neden olarak metastatik
fenotipe (apoptotik direng, migrasyon kabiliyeti, platelet penetrasyonu, invazyon, metastaz)
katki saglar (Pinho ve Reis, 2015). O-glikozilasyondaki en énemli degisiklikler ise COSMC
saperon islevsizliginin GalNAca-O-Ser/Thr, Thomsen Nouvelle antijeni (Tn) ve siyalillenmis

Thomsen Nouvelle antijeni (sTn) antijeni olusumuna neden olmasidir (Ju ve dig., 2008).

Kumamoto ve dig. (2001) kolon kanseri dokularinda uridin difosfat galaktoz (UDP-Gal)
tastyicisinin mRNA miktarinda, malign olmayan mukoza dokularina kiyasla anlamli bir asir1
ekspresyon oldugunu bildirmistir. Daha onemlisi, UDP-Gal tasiyict mRNA artisi, kolon
kanserlerinde Thomsen Friedenreich (TF) ve siyalil Lewis A/X (SLe%/SLe*) antijenleri gibi
kansere bagl karbohidrat markoérlerinin ekspresyonu ile iliskilidir. Ek olarak, fukozilasyon
veya fukoz bakiyelerinin proteinlere veya lipitlere bagl oligosakkaritlere transferinin, kansere

dahil olan en belirgin glikan modifikasyonlarindan biri oldugu bilinmektedir (Listinsky ve dig.,
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1998). Fukozilasyon, genellikle karsinogenez sirasinda artar ve esas olarak fukoziltransferazlar,
guanozin difosfat (GDP) fukoz sentaz enzimleri ve GDP-fukoz tastyici(lari) ile diizenlenir
(Miyoshi ve dig., 2008). Son zamanlarda, Chen ve dig. (2013) kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanserinde (NSCLC) fukoziltransferaz (FUT) 8 ekspresyonundaki yiikselisin tiimor metastazi,
hastalik niiksii ve hastalarda kotii sagkalim orani ile baglantili oldugunu bildirmistir. Bu ¢alisma
ayni zamanda agresif akciger kanseri hiicre soylarinda FUT8'in baskilanmasinin kanser hiicre
cogalmasini, metastazini ve timor biiyliimesini 6nemli dl¢lide 6nledigini rapor etmistir. Ayrica,
a-L-fukozun tiroid karsinomu, 16semi, akciger kanseri, yumurtalik karsinomu, kolorektal
adenokarsinom ve beyin tiimorii dahil olmak iizere ¢esitli kanserlerde asir1 eksprese edildigi
bulunmustur (Listinsky ve dig., 2011). Sonu¢ olarak; defukozilasyon, bircok insan
malignitesine karsi secici bir tedavi stratejisi olarak Listinsky ve dig. (2001) tarafindan
onerilmistir. Bu hipotez, insan meme kanseri MDAMB-231'i a-L-fukozidaz, a-L-fukozu
spesifik olarak gideren bir glikozidaz ile tedavi ederek ayrica Yuan (2008) tarafindan da test
edilmistir. Her ne kadar MDAMB-231 hiicrelerinin gogalmasi ve canliligi fukozidaz isleminden
etkilenmemis olsa da, hiicre yiizeyi CD44 ve CD15 seviyelerinin diismesi nedeniyle kanser
hiicrelerinin invazyonu Onemli Ol¢lide azalmistir. Tersine, Zhao ve dig. (2014) core
fukozilasyonun mide kanserinde azaldigimi ve core fukozilasyonun artmasinin, insan mide

kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu etkili bir sekilde 6nleyebilecegini kesfetmistir.

Ote yandan dokuz karbonlu asidik bir monosakkarit olan siyalik asidin, glikan zincirlerinin ug
pozisyonuna transfer edilmesi olarak bilinen siyalillenmenin, ¢ogu kanserde belirgin bir sekilde
arttig1 bilinmektedir (Pinho ve Reis, 2015). Kanserdeki yiiksek derecede siyalillenmenin,
kanser hiicrelerini apoptozdan korumasinin yani sira metastazi tesvik ettigi ve tedaviye direng
gostererek hastaligin ilerlemesini  destekledigi bildirilmistir (Bull ve dig., 2014).
Siyalillenmedeki artis genellikle dis N-asetillaktozamin (Galf1-4GIcNAC) birimlerine veya O-
glikanlar {izerindeki GalNAca1-O-Ser/Thr birimlerine a-2,6 bagli siyalik asitlerde spesifik bir
artis olarak ortaya ¢ikar. Siyalillenmedeki bu spesifik degisimin, insan kanseri ilerlemesi,
metastatik yayilmasi ve zayif hastalik seyri ile iliskili oldugu bilinmektedir (Pinho ve Reis,
2015). Bununla birlikte, a-2,3 siyalik asidin de kanser ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigi
gosterilmistir. Cui ve dig. (2011) meme kanserinde a-2,3 siyalik asit bakiyelerinin en yiiksek

ekspresyon seviyesinin metastatik potansiyel ile iligkili oldugunu kanitlamistir.
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Pek ¢ok ¢alisma, metastazin ger¢eklesmesinde rol alan olaylar dizisinde anormal glikozilasyon
siirecinin 6nemine dikkat ¢cekmektedir. Dolasima gegen timor hiicrelerinin plateletler ile
mikrotromboz olusturmasinda kanser hiicrelerinin degismis yiizey glikanlar1 ile platelet
yiizeyindeki P-Selektinler gorev alirlar (Varki, 2007). Bu tiimor hiicre emboli formasyonu
kanser hiicrelerine dolasimda gegici ve koruyucu bir sigmak saglamanin yaninda kanser
hiicrelerinin ekstravazasyon ve metastazina aracilik eden endotel hiicreleri ile adezyonuna
destek olur (Labelle ve Hynes, 2012). Calismalar, dolasimdaki karbohidrat baglayici proteinler
olan lektinlerin ve selektinlerin kanser hiicrelerinin platelet, 16kosit ve endotel hiicreleriyle
etkilesimine aracilik ederek metastatik siireci destekledigini ortaya koymaktadir (Witz, 2008).
Kanser hiicrelerinin yiizeyinde artmig MUC1, MUC2, MUC4 ve MUC16 miisin proteinleri
selektin ligandlar tasir (Baldus ve dig., 2002). Musin proteinlerin tasidigi SLe* ve SLe? gibi
siyalillenmis glikan motifleri sayesinde endotel ve plateletlerin yiizeyindeki E ve P-selektinler
icin birer ligand islevi goriir (Byrd ve Bresalier, 2004). Musinler disinda, tiimor hiicreleri baska
bazi selektin liganlari da tasir. Bu ligandlar arasinda CD24, CD44, 6liim reseptorii 3, E-selektin
ligand-1, P-selektin ligand-1 ve podokaliksin benzeri protein bulunur. Bu ligandlar da
glikoprotein tabiathidir ve tagidiklari siyalillenmis motifler selektinler i¢in birer ligand gorevi
iistlenir (Aigner ve dig., 1997). Bapu ve dig. (2016) tarafindan yapilan calismada Peanut
agglutinin (PNA), Konkanavalin A (ConA) ve Helix pomatia agglutinin (HPA) lektinlerle
meme kanser hiicrelerinin yiizeyindeki degismis glikan motiflerinin  maskelenmesi
gerceklestirilmistir (Bapu ve dig., 2016). Hiicre yiizeyleri N-asetilgalaktozamin (GalNAc)
glikan motiflerince zengin MCF-7 ve ZR-75-1 hiicre hatlarinin bu motiflere baglanma yetegine
sahip HPA lektin tarafindan maskelenmesi sonucunda kanser hiicrelerinin endotel hiicrelerine
baglanma kapasitesi ¢arpici bir sekilde azalmistir. Ancak bu glikan motiflerine sahip olmayan
BT-474 hiicre hatlarinda bu sonug elde edilememistir. Benzer sekilde bu glikan motiflerine
0zgli olmayan lektinler de endotel hiicrelerine baglanma kapasitesi ilizerinde bir etki

gostermemislerdir.
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2.4. LEKTINLER

Lektin terimi ilk kez, 1954 yilinda William C. Boyd tarafindan, kan gruplarina 6zgii olan
bitkisel agliitininler i¢in kullanilmistir. Ancak daha sonra bu terim hiicreleri agliitine edebilen
ve sekerlere Ozgiillikk gosteren proteinleri igerecek sekilde genisletilmistir (Sharon, 2007;
Nilsson, 2007). Protein ya da glikoprotein yapida olan lektinler, karbohidrat baglayict molekiil
ailesinin genel adidir ve virlislerden bakterilere, bitkilerden hayvanlara kadar pek c¢ok
organizmada bulunmaktadir. Lektinler mono ve oligosakkaritleri geri doniisiimlii olarak ytliksek
ozgiilliikte baglayabilirler ancak katalitik aktiviteye sahip degildirler. Antikorlarin aksine, bir
immiin cevaba yanit olarak iretilmezler. Kurt Drickamer, lektinlerin ¢ogunun karbohidrat
baglayici aktivitesinin belirli bir polipeptit domaini i¢inde yerlesim gosterdigini dnermis ve bu
bolgeye karbohidrat taniyici bolge (CRD) admi vermistir (Chrispeels ve Raikhel, 1991).
Lektinler, karbohidratlarla bir hidrojen bagi ve hidrofobik etkilesim ag1 icerisinde birlesir ve
metal iyonlarinin da bu etkilesimlerde rolii vardir (Dodd ve Drickamer, 2001; Sharon, 2007).
Genellikle, her bir lektin iki ya da daha fazla karbohidrat baglama boélgesine sahiptir, bu sebeple
lektinler di- veya polivalenttir (Harmankaya ve dig., 2014). Dolayisiyla eritrositlerle muamele
edildiklerinde, eritrosit yiizeyindeki seker molekiillerini baglayarak hiicreler arasinda c¢apraz
kopriiler kurarlar ve bdylelikle hiicreleri agliitine ederler. Ek olarak, c¢ozelti igindeki
glikoproteinleri ve polisakkaritleri presipite etme yetenegine de sahiptirler (Lis ve Sharon,
1998). Lektinler; dolasimdaki glikoproteinlerin uzaklastirilmasi, glikoproteinlerin hiicre igi
trafiginin kontrolii, konak hiicre-patojen etkilesimi, 16kositlerin inflamatuvar alanlara gocii,
immiin hiicre etkilesimleri, malignansi ve metastazda énemli roller {istlenirler (Lis ve Sharon,
1998). Lektinler anti-timoral, immunomodiilator, anti-fungal ve insan immiin yetmezlik viriisii
tip 1 (HIV-1) revers transkriptaz inhibisyonu gibi gbze c¢arpan Ozellikleriyle arastiricilarin
ilgisini ¢ekmistir (Lam ve Ng, 2010). Gliniimiizde lektinlerin kullanilmasiyla malignant tiimor
dokularinda degismis glikofenotipin histokimyasal olarak saptanmasi ve bu analiz yontemiyle
tan1 koyma yaklasimi en 6nemli ¢abalardan biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Kayser ve dig.,

2003; Arab ve dig., 2010; De Lima ve dig., 2010).

Lektinler; bitkisel (agliitininler), hayvansal, bakteriyel (adehsinler ve toksinler) ve viral
(hemaglutininler) lektinler olmak tizere dort grupta kategorize edilir. Bitkilerin total
proteinlerinin %2-10 kadarin1 lektinler olusturur ve bu proteinler fizyolojik regiilasyon,

mikroorganizma saldirilarina karsi koruma, mitojenik uyarilma, Rhizobium cinsinin nitrojen
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fikse eden bakterilerini tanima gibi farkli fonksiyonlar1 vardir. Bitki lektinleri sindirim
stirecindeki enzimatik lizise kars1 direnglidir ve gastrointestinal hiicrelere baglanarak dogrudan
dolasim sistemine aktivitelerini kaybetmeksizin gegebilirler (Vasconcelos ve Oliveira, 2004;
De Mejia ve Prisecaru, 2005). Bitki lektinleri yiiksek afinitede baglandiklart monosakkaritlere
gore mannoz baglayanlar, N-asetilglukozamin (GluNAc) baglayanlar, fukoz baglayanlar,
galaktoz (Gal)/N-asetilgalaktozamin baglayanlar ve siyalik asit (NeuNAc) baglayanlar olmak
lizere bes grupta kategorize edilir (Lis ve Sharon, 1998). Yapisal olarak ise merolektinler,
hololektinler, kimerolektinler ve siiperlektinler olmak {izere dort gruba ayrilir. Merolektinler
tek karbohidrat baglanma bolgesine sahipken hololektinlerde ise en az iki karbohidrat baglanma
bolgesi bulunur. Kimerolektinler, birgok karbohidrat baglanma bdlgesinin yani sira enzimatik
bir baglanma bolgesi de igerirler. Son grup olan siiperlektinler ise birbirinden farkli en az iki
karbohidrat baglanma bolgesi bulundurur (Damme ve dig., 1998). Molekiiler yapilar1 ve
evrimsel durumlari g6z Oniine alindiginda bitki lektinleri Amaranthin, Agaricus bisporus
agliitinin, Cyanovirin, Chitinase ile iligkili agliitinin, EuOnymus europaeus agliitinin, Galanthus
nivalis agliitinin (GNA), Jacalinler, Lizin motifi, Hevein, Legume lektin, Nictaba ve Ricin-B
familyalar1 olmak tizere 12 aileye ayrilir. Bu 12 bitki lektin ailesinin anti-fungal, anti-viral ve
anti-neoplastik aktiviteler gibi kapsamli biyolojik fonksiyonlara sahip oldugu bilinmektedir
(Wu ve Bao, 2013).

Son yirmi yilda arastirmacilar, bitki lektinlerini malignant ve malignant olmayan hiicreler
arasindaki ince ayrintilarin saptanmasinda, bening tiimor ayriminin yapilmasinda ve metastaz
ile iliskili glikozilasyon derecesinin saptanmasinda, spesifik baglanma yetenekleri nedeniyle
kullanmislardir (Wu ve dig., 2009). Spesifik lektin-glikan etkilesimleri, immiin cevap olusumu
ve tiimor gelisimi gibi bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirecte carpici etkilere sahiptir (Sharon ve
Lis, 2004). Bu etkileriyle lektinlerin kanser tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilmiis ve
lektinlerin anti-karsinojen etkilerinin arastirildigi bir¢ok ¢alisma yapilmigtir. Polygonatum
odoratum lektin (POL), okseotu lektin ve Con A anti-kanser 6zellikleri ile 6n plana ¢ikan
lektinlerdir. Bitki lektinleri, kanserde Bcl-2 ailesi, kaspaz ailesi, p53, PI3K/Akt, ERK, BNIP3,
Ras-Raf ve ATG ailelerinde yer alan temsili sinyal yollarin1 modiile ederek hem apoptozu hem
de otofajiyi etkilemektedir (Jiang ve dig., 2015). Sitotoksik ve anti-tlimdral ajan olarak cesitli
lektinlerin kullanilmasiyla yapilan karsilagtirmali c¢aligmalar, lektinin kaynagina, kanserin
tipine ya da kullanilan hiicre soyunun tipine bagli olarak farkli sonuglar ortaya koymustur

(Wang ve dig., 2000). Shi ve digerleri (2017) bitki lektinlerinin, hiicre 6liimiinii ii¢ ana yoldan
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gergeklestirdigini 6nermislerdir. Bu yollar: 1) Dogrudan ribozomu etkisiz hale getirme, 2)
Endositoza bagimli mitokondriyal fonksiyon bozuklugu 3) ve/veya seker iceren reseptorlere

baglanma olarak degerlendirilmistir.

Essiz anti-kanser yetenekleri ve terapotik uygulamalari ile dikkat ceken ve dkse otu lektini olan
ML 1, IT ve 1l etki mekanizmasi aydinlatilmis lektinlerdendir (Fu ve dig., 2011). Bu lektinler,
a ve B olmak iizere iki alt {initeden olusur. Karbohidrat baglayic1 6zellige sahip olan B zinciri
hiicre ylizeyindeki reseptorlere baglanarak proteinlerin hiicre igine girisini engeller. Alfa zincir
ise ribozomlarin 608 iinitesinin 28S RNA’sindan adenin bakiyesini uzaklagtirarak ribozomlar1
inaktif hale getirir ve protein sentezini inhibe eder (Stirpe ve dig., 1992). Bu lektinler kuvvetli
apoptoz indiikleyici 6zelliklerinin yaninda (Biissing ve Schietzel, 1999), coklu ila¢ direncine
sahip kolon kanser hiicreleri {izerinde sitotoksik etki gosterirler (Valentiner ve dig., 2002) ve
kanser ilaglarinin sitotoksik etkilerini arttirirlar (Bantel ve dig., 1999). ConA gibi bitki
lektinleri, hiicre membran1 yiizeyindeki glikoproteinlerin mannoz bakiyesine baglandiktan
sonra, klatrin aracili endositoz yoluyla mitokondriye baglanir. Boylelikle mitokondriyal
membran potansiyelinde belirgin bir diisiis ortaya c¢ikar ve sonug¢ olarak mitokondriden
sitokrom ¢ salinimi gergeklesir (Li ve dig., 2011). Mitokondriyal transmembran potansiyelinin
azalmasinin, BNIP3 veya Beclin-1 ile etkilesime giren Bcl2/adenoviriis E1B (19 kDa)’nin
uyarilmasiyla otofajiyi baslattig1 da rapor edilmistir (Li ve dig., 2016).

ConA ve Polygonatum cyrtonema lectin (PCL) gibi bazi1 lektinlerin, anti-6liim/hayatta kalma
yolaklarint dogrudan inhibe etmek i¢in hiicre yiizeyindeki seker igeren reseptorlere
baglandiklar1 bildirilmistir. Bu durum bu lektinlere 6zgii seker baglama 6zelliginin anti-timor
aktiviteyi tesvik eden ana nedenlerden biri olabilecegini diisiindiirmektedir (Liu ve dig., 2013).
Bu modelde, {i¢ yol birbirine yakindan baglidir. Alfa ve  zincirlerine sahip olan ML, ribozomu
inaktive etmeden dnce membran reseptdrlerine baglanir (Gabius ve dig., 2001). Baklagil lektini
olan ConA ise anjiyogenezi inhibe etmek, antijenlerle immiinolojik hafiza olusturmak ve ayrica
endositoz yoluyla programli hiicre 6liimiinii (PCD) uyarmak icin hiicre zar1 lizerindeki matriks
metalloproteinaz ailesi reseptorlerine baglanmaktadir (Li ve dig., 2011). Bir baska 6rnekte ise
POL’un L929 murin fibrosarkoma hiicrelerinde Fas ligandinin, Fas aracili 6liim domaininin
miktarlarinda bir artisa sebep olmakla birlikte kaspaz-8 seviyesinde de bir artisa yol agarak
kaspaz bagimli apoptozu baslattig1 rapor edilmistir (Liu ve dig., 2009a). Benzer sekilde, POL
MCF-7 hiicrelerinde epidermal biiyliime faktorii reseptdr (EGFR) aracili Ras-Raf-MEK-ERK
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yolaklar1 ile hem apoptotik hem de otofajik hiicre 6liimiinii uyardigi gosterilmistir (Ouyang ve
dig., 2014).

ML-1 ve diger Ricin-B familyasi liyelerinin, Jurkat I6semi T hiicrelerinde kaspaz-8 aktivasyonu
sonucu ekstrinsik yol ve hepatokarsinom hiicrelerinde p53'ten bagimsiz olarak mitokondri
aracili yol ile apoptoza sebep oldugu rapor edilmistir (Fu ve dig., 2011). Khil ve dig. (2007)
COLO (kolon kanser hiicre hatt1) hiicrelerinde Kore o6kse otu lektininin, mitokondriyal
membran potansiyelini bozarak sitokrom c salinmasina, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
seviyesinin artmasina ve bdylece apoptozom olusturmak igin kaspaz-3'i aktive ettigini
bildirmislerdir. Fang ve dig. (2011), ConA'nin hepatom hiicrelerinde BNIP3 aracili
mitokondriyal yol ile otofajiye neden oldugunu gostermislerdir. Ek olarak, Liu ve dig. (2009b)
PCL’nin A375 (melanoma hiicre hatt1) hiicrelerinde mitokondriyal ROS-p38-p53 yolunun
aktivasyonu ve ayrica L929 hiicrelerinde Ras-Raf ve PI3K/Akt yollarinin bloke edilmesiyle
otofajik 6liime neden oldugunu rapor etmislerdir. POL’un, EGFR aracili Ras-Raf-MEK-ERK
sinyal yolunu hedefleyerek insan MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde apoptoz ve otofajiyi

indiikledigi gosterilmistir (Ouyang ve dig., 2014).

Lektinlerin tedavi amach kullanilabileceklerine dair arastirmalar da bulunmaktadir. Ornegin,
Viscum album bitkisinde bulunan ve galaktoza has bir lektin olan VAA, giiniimiizde Avrupa’da
tiimorlii hastalarda destek tedavisinde kullanilmaktadir. Tiimor tlirlerine karsi, deri altina 1-
2ng/kg olarak verilen VAA lektininin interldkin (IL)-1 ve IL-2 gibi sitokinlerin ve monositlerde
tiimor nekroz faktér-o (TNF-a) 'nin iiretimini artirarak, immiin sistemi uyardigi bildirilmistir.
Ayrica bu lektinin, hiicre yiizeyindeki ligandlarina baglanip hiicre i¢i Ca*? seviyesini artirdig1

ve belli proteinlerin fosforilasyonunu uyardigi rapor edilmistir (Gabius, 1997).

Alfa 2,3 bagl siyalik asitler i¢in biyolojik bir ara¢ olan ve birkag alt birimden olusan MAL’nin
daha fazla hemaglutinin aktivitesi gosteren tipine Maackia amurensis hemaglutinin (MAH),
daha fazla lenfotik aktivite potansiyeli olan tipine ise Maackia amurensis mitojen (MAM) ad1
verilir (Kawaguchi ve dig., 1974). MAH O-glikozillenmis iken MAM N-glikozillenmistir.
Daha sonralart MAM’in 16kositlere daha giiclii baglandiginin anlasilmasiyla birlikte adi
Maackia amurensis I6koaglutinin (MAL-II) olarak degistirilmistir. MAL o-2,3 siyalik aside
baglanabilme ozgiilliigii gosteritken a-2,6 siyalik aside baglanamamaktadir (Wang ve
Cummings, 1988). Daha sonralari ise N-bagli glikanlarda NeuNAca2,3Galf1,4GlcNAc
bakiyesine baglanabildigi saptanmistir (Knibbs ve dig., 1991). Bunun yaninda MAL
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S0O43GalB1,4GIcNAc bakiyesi i¢in de spesifiktir. MAL’nin fare melanoma modeline oral
olarak haftada bir kez verilmesi, deri altinda melanoma hiicrelerinin bliylimesini higbir yan etki
olmaksizin biiyiik dlglide azaltmistir (Ochoa-Alvarez ve dig., 2012). Bununla birlikte in vitro
calismalarda MAL’nin kiigiik hiicreli akciger kanserinde (Mehta ve dig., 2013) ve ¢ocuk akut
lenfoblastik 16semi hiicrelerinde (Kapoor ve dig., 2008) apoptozu uyardigi saptanmistir. Bunun
yani sira arastiricilar, podoplanin eksprese eden oral skuamoz karsinoma hiicrelerinde MAL

uygulamasinin hiicre hareketliligini azalttigin1 tespit etmislerdir (Ochoa-Alvarez ve dig., 2015).
2.5. RNA DIZILEME

Insan Genom Projesinin tamamlanmasindan sonra gen sayisinin beklenenden ¢ok daha az
bulunmas1 ve DNA'daki protein kodlayan bélge oraninin diisiik olmasi, bilim insanlarimni
genomdaki kodlanmayan bolgelerin arastirilmasina ve RNA dizilemelerine yonlendirmistir.
Insan genom projesinden sonra ilk ¢aligmalar Saccharomyces cerevisiae, Mus musculus ve
Arabidopsis thaliana ile yapilan RNA dizileme ¢alismalaridir (Lister ve dig., 2008; Mortazav
ve dig., 2008; Nagalakshm ve dig., 2008) .

DNA replikasyonlari sirasinda olusan ¢esitli mutasyonlar veya iyonize radyasyon gibi ¢esitli
mutajenlere maruziyet ile birlikte niiklear genomda c¢esitli degisiklikler meydana gelir. Ancak
niiklear genom, genel boyutu ve bilesimi yoniinden organizmanin yagami boyunca nispeten
sabittir. Aksine, transkriptom son derece degiskendir (Chambers ve dig., 2019). Transkriptom,
spesifik fizyolojik veya patolojik kosullar altinda hiicre, doku veya organizma tarafindan
anlatimi yapilan tiim gen transkript setleri veya RNA tiirlerini (mRNA, rRNA, tRNA, miRNA,
SnRNA, snoRNA, IncRNA, piwiRNA) kapsamaktadir (Assis ve dig., 2014). Transkriptomik
arastirmalar, genomun islevsel ¢iktilarin1 ortaya koymak icin ¢esitli kosullar altinda veya
hastalik durumunda hiicre ve dokularin gen anlatimlarindaki degisiklikleri inceler (Wang ve
dig., 2009; Kan ve dig., 2017). Tirlere ait transkriptlerin (MRNA’larin, kodlanmayan
RNA’larin) ortaya c¢ikarilmasi ve gruplandirilmasi, post-translasyonel modifikasyonlarin
anlasilmasi, splicing mekanizmalariin aydinlatilmasi, transkriptlere ait 5° baslangi¢ ve 3’ bitis
bolgeleri ve transkriptlere ait farkli kosullarda ekspresyon seviyelerinin karsilastiriimasi

transkriptom c¢aligmalarinda anahtar konular arasindadir (Lowe ve dig., 2017).

Hiicresel transkriptomlar1 anlamaya yonelik en erken girisim, toplam hiicresel RNA’nin farkli

organizmalardan, doku tiplerinden veya hastalik durumlarindan ilgilenilen transkriptlerin



23

mevcudiyeti ve miktar1 bakimindan incelemelerini igermistir (Cieslik ve Chinnaiyan, 2018).
RNA’y1 analiz etmek i¢in mevcut teknolojideki gelismeler son 40 yilda biyolojik bilimlerde
kesfe neden olmustur. 1980’lere kadar Nothern Blot ile nicelenebilen alan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ve daha sonra kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) gelisimi ile
ivme kazanmistir. Giiniimiizde ise RNA transkriptleri biitiin doku ve hiicrelerden tanimlanabilir
ve Olgiilebilir hale gelmistir. Ayn1 anda milyonlarca DNA pargasinin dizilenmesine olanak
saglayan Yeni Nesil Dizileme Teknolojisinin (Next Generation Sequencing, NGS) ortaya
¢ikisindan once transkriptom analizleri Nothern Blot ve PCR’1in yani sira Sanger Dizileme,
DNA mikroarray, Gen anlatiminin seri analizi (SAGE), Etiketlenmis fonksiyonel gen
segmentleri (EST) analizleri yapilarak gerceklestirilmekteydi. Bu yontemlerden sadece
mikroarray teknolojisi, genom diizeyinde transkriptom profilinin aydinlatilmasina olanak
vermektedir. Yeni nesil dizileme teknolojisinin ortaya c¢ikist ve gelistirilmesi ile birlikte,
hiicrenin genom diizeyinde transkriptom profili ve dinamigi niikleotid diizeyinde
arastirilmaktadir (Mutz ve dig., 2013). Mikroarray teknolojisi, isaretlenmis RNA problarinin
bir cam yiizey veya ¢ip lizerine dizilmis hedef dizilerle hibridize olmasi esasina dayanmaktadir.
Prob diziler, timorlii ve sagliklt dokudaki mRNA’lardan elde edilmis DNA dizileridir, bunlar
iki farkli boya ile (6rnegin, sirastyla yesil ve kirmizi) isaretlenmekte ve daha sonra da tek bir
reaksiyonda c¢ip lizerine dizilmis hedef dizilerle komplementerlik esasina gore hibridize
edilmektedir. Cip tlizerinde belirli bir noktadaki kirmizi/ yesil sinyal oran1 bilgisayar tarafindan
hesaplanmaktadir (Alberts ve dig., 2015b). RNA dizileme yonteminde ise genel olarak sdyle
bir yol izlenir: RNA 06rneklerden izole edilir ve ¢cDNA’ya doniistiiriiliir. Ardindan, cDNA
kiitiiphanesi siralanir. Elde edilen okumalar genomla eslestirilir ve gen ifadesi nicelenir. RNA
dizileme igin genellikle yeni nesil sekanslama aletlerinden; Illumina, Pasific BioScience,
Oxford Nanopor, Ion Torrent ve Roche 454 kullanilmaktadir. Sentez yoluyla dizileme
(sequencing by synthesis) teknolojisini kullanan Illumina (Solexa teknolojisi) giiniimiizde en
popiiler olan yeni nesil dizileme teknolojisidir. Reaksiyon basina yiiksek veri iiretim kapasitesi
(600 Gb-1 Tb) ve yiiksek dogruluk (%99.99) orani, Illumina‘nin en yaygin ve tercih edilen

yontem olarak one ¢ikmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.4: DNA Mikroarray ve RNA Dizileme Karsilagtirilmasi. DNA mikroarrayleri bir yiizeye
yapistirilmus niikleik asit problarindan olusur. Oncelikle RNA 6rneklerden izole edilir ve floresan
etiketleri (1) ile etiketlenmis olan cDNA'ya doniistiiriiliir. Daha sonra, etiketli cDNA fragmentleri,
array (2) tlizerindeki niikleik asitlerle hibritlenir. Mikroarray taramasi, her noktada floresans
seviyesini Olcerek gen ekspresyon seviyelerini ortaya g¢ikarir (3). RNA-dizilemede, RNA
orneklerden izole edilir ve cDNA'ya doniistiiriiliir (A). Ardindan, cDNA kiitiiphanesi siralanir
(B). Elde edilen okumalar genomla eslestirilir ve gen ifadesi nicelenir (C) (www.the-scientist.com
adresinden degistirilerek alinmistir).

Bu kapsamda Brown ve dig. (1995) gen anlatim profilini cDNA mikroarrayleri kullanarak
gostermislerdir. Bu ¢alismada sadece bilinen genlerin anlatim diizeyleri hakkinda veriler elde
edilmistir. 2002 yilinda affimetrix teknolojisi ile tiim genoma ait anlatim profili ortaya
konulmus, bu baglamda yeni genler ve alternatif splicing sonucu ortaya ¢ikan varyantlar ile
ilgili veriler elde edilmistir. 2008 yilinda bircok grup tarafindan RNA dizileme ve NGS

teknolojisi kullanilarak tiim genom anlatim profili ortaya konulmustur.

RNA dizilemenin temel amaci bir hiicrede hangi genomik lokusun anlatim yaptiginin
belirlenmesidir ve bu yoniiyle cDNA mikroarrayinden istiindiir. RNA dizileme cDNA
problarinin kullanimina dayal1 bir yontem olmadigi i¢in splice izoformlarini, gen flizyonlarini,
yeni transkriptleri ve protein-RNA etkilesim bolgelerini saptamada kullanim gérmektedir. Bir

hiicrede bulunan biitiin transkriptlerin ¢esidinin ve miktarinin es zamanli olarak incelenmesine
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olanak saglayan RNA dizilemenin en genel uygulama alani, farkli hiicre popiilasyonlar1 ve/veya
deneysel kosullar arasindaki gen anlatim degisikliklerini (6rnegin mRNA diizeyleri)

saptamaktir.

RNA dizileme teknolojisinin Mikroarraye gore avantajlari su sekilde siralanabilir

(www.emea.illumina.com/science/technology) :
* Transkript diizeyinde gen ekspresyonunun hassas, dogru dl¢iimiinii saglar.
* Hem nitel hem de nicel veri iiretir.

* Splice baglantilarini, flizyonlari, kodlamay1 ve siRNA, miRNA, snoRNA ve tRNA gibi birden

fazla kodlanmayan RNA formu yakalar.

* Son derece genis bir dinamik aralig1 kapsar.

* FFPE doku 6rnekleri gibi bozulmus RNA ile iistiin performans sunar.
* Verideki iplik¢iklere 6zgii bilgileri korur ve izler.

* Kesif uygulamalar i¢in daha giiclii bir yontem sunar.

* Biiyiik ¢alismalar ve yiiksek 6rnek sayilar i¢in uygundur.

* gqPCR ve mikroarraylerle, yalmizca bilinen ve Onceden siralanan genom bolgeleri
sorgulanabilir. RNA dizileme ile, hem bilinen hem de bilinmeyen bdlgeler dahil tiim

transkriptom yakalanir.

* RNA dizileme verilerinin bir bagka 6zelligi mikroarray tarafindan tespit edilebilecek olana
kiyasla belirli bir hiicre tipinde biiyiik Olclide daha fazla transkript ekspresyonunun
saptanmasina izin veren yiiksek hassasiyetleridir. RNA sekans ¢aligmalar1 ayrica ¢aligilan tiim
organizmalarda eksprese edilen transkriptlerin listesinin artmasina katkida bulunur. Bu yeni

tanimlanmis transkriptlerin ¢ogu kodlama disidir.

* Hibridizasyon temelli yontemlerden farkli olan RNA dizileme; transkript tanimlanmasinda

mevcut genomik sekanslara bagl degildir.
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Molekiiler acidan bakildiginda kanser, bir dizi genetik degisiklik ve ardindan kontrolsiiz
cogalmayi indiikleyen gen ekspresyon paternlerinin degisimini i¢ceren karmasik bir hastaliktir
(Sharma ve dig., 2010). Aslinda ayn1 histolojik kdkene sahip iki kanser ¢ogalma, yayilma ve
tedaviye vermis olduklari cevap agisindan farkliliklar gosterebilir. Bu farkliliklar her bir
kansere ait kendilerine 6zgii genetik icerik nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir (Rao ve dig., 2013).
Farkl tiplerdeki tiimorler ayn1 DNA’ya sahip olmalarina ragmen farkli gen anlatim profili
sergilerler (Verma, 2012). Cesitli kanserlere ait genomik karakterizasyonun ve transkriptomik
ciktilarin anlagilmasiyla birlikte tani ve hastalik seyri i¢in biyobelirteglerin saptanmasi ve bu
sayede her bir hasta i¢in siirdiirtilebilir ve etkili tedavi yontemlerinin uygulanmasinda asamalar
kaydedilecektir (Mehta ve dig., 2010). Bu kapsamda NGS ve RNA dizileme mutasyona
ugrayan genleri hedefleyen uygun terapi yontemlerinin belirlenmesinin yaninda kemoterapi
veya hedefli terapiye karsi gelistirilen diren¢ mekanizmalarinin da saptanmasina katkida
bulunacaktir (Azim ve dig., 2018.) Bu teknoloji sayesinde tiimdrlerin tiim genom ve tiim ekson
dizileme hedefli genom profilinin (kanserle iligkili bazi anahtar genlerin dizilenmesi)
cikartilmasi, transkriptom dizileme (kanserli RNA dizileme), karsilastirmali tiimor-saglikli
hiicre ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Bu ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler kanser iligkili
varyantlarin saptanmasina (yapisal yeniden diizenlemeler), kopya sayis1 degisimlerini, nokta
mutasyonlarinin (niikleotid degisimleri, kiiciik insersiyon ve delesyonlar) ve gen anlatimi

degisikliklerinin belirlenmesine katki saglamaktadir (Sekil 2.4) (Shyr ve Liu, 2013).
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Sekil 2.5: Transkriptomik analizlerin kategorileri. Diferansiyel analizler; timdr ve normal dokular
arasindaki gen ve gen seti, yolak veya ag seviyesindeki farklara odaklanir. En az iki grup
eslestirilmis veya eslestirilmemis 6rnek gerektirir. Karsilastirmali analizler, tek bir 6rnegi veya
bir grup 6rnegi karsilagtirir ve klinik olarak yararli isaretler veya alt tipler gibi transkripsiyonel
ayraglar1 belirlemeye ¢aligir. Diizensel analizler, timdr hiicresi safligini degerlendirmek (veya
kontrol etmek), 6rnekleri tiimor olusturucu ve tiimor disi hiicre tiplerine gore ayirmak ve immiin
hiicre varligin karakterize etmek i¢in farkli hiicre tiplerinin gen ekspresyon isaretlerini kullanir.
Evrensel analizler, bir 6rnegi genis bir referans grubu ile karsilastirilarak, kanser belirtilerinin,
primer doku tipinin veya genotip-fenotip iliskilerinin saptanmasi gibi ¢esitli transkriptomik
ozelliklerin belirlenmesinde kullanilir. Biitiinlestirici analizler; transkriptomik verileri, DNA
dizileme, islevsel genomik (6rn, DNA CpG metilasyonu) ve klinik verilerle (6rn, patoloji)
birlestirme egilimindedir (Cieslik ve Chinnaiyan, 2018 den degistirilerek alinmistir).

Smallridge ve dig. (2014) yine bu teknolojiyi kullanarak BRAF genine sahip ve bu gen
acisindan kusurlu (V600OE mutasyonu) PTC’lerde farkli anlatima sahip olan genleri analiz
etmiglerdir. Huang ve dig. (2019) yaptiklar1 ¢calismada Bisphenol (BPA) S maruziyetinin meme
kanseri hiicre hatt1 olan MCF-7 iizerindeki epigenetik ve transkriptom ile ilgili degisiklerini

ortaya koymuslardir. RNA-dizileme yontemi kullanarak kontrol (BPAS uygulanmamis) ve



28

deney gruplarinda gen ekspresyon degisiklerini ve bu degisikliklerin kanser gelisimindeki
rollerini aydinlatmislardir. BPAS maruziyeti sonucunda hiicre dis1 matriks ve meme kanseri
gelisimine katkida bulunan PI3K-Akt sinyal yolaginda fonksiyonel olan gen ekspresyonlarinin
arttigini rapor etmislerdir. Lin ve dig. (2018) yaptiklar1 calismada Lithospermum eritrorhizon
bitkisinin kurutulmus kokiinden izole edilmis bir naftokinon olan sikonini farkl tipteki meme
kanseri hiicre hatlar1 (MCF-7, SKBR-3 ve MDA-MB-231) ve insan meme epitel hiicre hattina
(M10) uygulamiglardir. Anti-tiiméral etkiye sahip oldugu bilinen sikoninin etki mekanizmasini
aydinlatmak amaciyla RNA dizileme yontemi kullanarak maruziyet sonrasi degisen gen
ekspresyon profilini ortaya koymuslardir. Bu baglamda, farkli tipteki meme kanseri
hiicrelerinde anlamli sekilde ekspresyonu degisen 38 ortak gen oldugunu ve bu genlerin esas
olarak hiicre oliimii, apoptoz, hiicre dongiisii ve hiicre biiylimesinin kontroliinii diizenleyen
MAPK sinyal yolu, p53 sinyal yolu, Hipoksi uyarilabilir faktér 1 (HIF-1) sinyal yolu,
endositozla iliskili oludugunu bildirmislerdir. Sonuglar, MAPK yolaginda treonin ve tirozin
bakiyelerinin defosforilasyonunun diizenlenmesinde dnemli rol oynayan ve JNK, p38’i inhibe
eden gift spesifik fosfataz (DUSP)1 ve DUSP2 ekspresyonlarinin arttigina boylelikle sikonin
uygulamasinin meme kanserinde hiicre dongiisiiniin durmasina ve apoptoza yol actigina isaret
etmektedir. Ek olarak, sikonin maruziyetinin insan meme epitel hiicresi olan M10’da DUSP1
ve DUSP2 ekspresyonu iizerinde higbir etkisi olmadigi gosterilmistir. Calismada, DUSP1 ve
DUSP2’nin ¢esitli kanser tiirlerinde az eksprese edildigi belirtilerek sikonin maruziyeti sonrasi
artan DUSP1 ve DUSP2 ekspresyon sonucu vurgulanip sikonini kanser tedavisi igin bir
terOpatik strateji olabilecegi fikri ileri siirtilmiistiir. Mikroarray yontemi kullanilarak yapilan bir
diger ¢alismanin amaci ise, mitoxantrone (MTX) direncli prostat kanserinde (PCa) degisen gen
ekspresyon seviyelerinin tanimlanmasi, MTX direncinin altinda yatan mekanizmalarin daha iyi
anlagilmas1 ve bu direnci asabilecek hedefli tedavi yontemlerinin gelistirilmesine katki
saglamaktir. Analizlerde siklikla hiicre 6liimii, hiicre biiyiimesi ve ¢cogalmasi dahil olmak iizere
kanser gelisimi ile ilgili bir¢ok fonksiyonu olan genlerde degisim bulunmustur, boylelikle
kastrasyon direncli prostat kanserinde (CRPC) MTX direncini etkileyebilecek cesitli genetik
aglar ve biyolojik yollar ile iliskiler gosterilmistir. Bu sonuglarin PCa’da mevcut arastirma
egilimine yeni bir bakis agis1 kazandirmak ya da MTX kemoterapi direncinin iistesinden gelmek
icin hedefli tedaviler gelistirmek agisindan 6nemli olabilecegine dikkat ¢ekilmistir (Li ve dig.,
2019).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. MAL MARUZIYETIi
3.1.1. Hiicre Kiiltiira

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan 8505C anaplastik tiroid kanser hiicre soyu European Collection of
Authenticated Cell Cultures (ECACC)’den temin edilmistir. Bu hiicreler %10 fetal sigir serumu
(FBS) ve antibiyotik (100 U/mL penisilin ve 100 ug/mL streptomisin) iceren Minimum
Essential Medium (MEM)’de, 1 atmosfer basingta, 37°C ve %5 CO2’li etiivde kiiltiire
edilmistir. Cogalan hiicreler flaski kapladiginda flasktaki medyum dokiilerek hiicreler
kalsiyum-magnezyum igermeyen steril fosfat tamponu (PBS) ile yikanmistir. Ardindan
hiicreler Triple (Gibco) ile kaldirildi. Bir falkon tiipe alinan hiicre siispansiyonu 1500 rpm’de 5
dk santrifiijlenerek toplandi ve yeni flasklara pasaji yapildi veya Thoma hemasitometrede
sayilarak istenilen sayida hiicre kiiltiir plakalarina ekildi. Hiicrelerin bir kismi ise uzun stireli
depo edilmeleri amaciyla donduruldu. Bu islem i¢in %90 oraninda soguk FBS ile %10 oraninda
kriyoprotektan ajan olarak kullanilan dimetil siilfoksit (DMSO) igeren dondurma medyumu
kullanildi. Hiicre peleti, dondurma medyumunda 1,5-2 milyon hiicre/ml yogunlukta olacak
sekilde siispanse edilerek kriyotiiplere aktarildi. Kriyotiipler bir gece -86°C’de bekletilerek
ertesi giin uzun siireli bekletilmek tizere -152°C” ye aktarildi. Kademeli olarak dondurulan
hiicreler agilmak istendiginde hizla 37°C’ye getirildi ve dondurma medyumundaki hiicre
slispansiyonu, i¢inde 5 ml medyum bulunan santrifiij tiipline aktarildi. 1500 rpm’de 5 dk
santrifiij isleminin ardindan olusan hiicre peleti DMSO’yu iyi bir sekilde uzaklastirmak i¢in 5
ml medyum i¢inde tekrar yikandi. Ikinci hiicre peleti az miktarda medyumda siispanse edilerek
75 cm? ya da 25 cm? flasklara aktarildi. Hiicre canliligs, her hiicre sayiminda PBS’te hazirlanan

%4’liik tripan mavisi ile kontrol edildi.
3.1.2. Lektin Hazirlanmasi

Liyofilize olarak Vector Lab. firmasindan temin edilen MAL, 4-(2-hidroksietil)-1-
piperazinetansiilfonik asit (HEPES) tamponu kullanilarak 2mg/ml konsantrasyonda ana stok
¢ozelti hazirlanmigtir. Stok ¢ozeltiden hiicre kiiltiir medyumu kullanilarak 0,25 ve 0,5uM
konsantrasyonda hazirlanan farkli lektin dozlar1 8505C anaplastik tiroid kanser hiicrelerine

uygulanmstir.



30

3.1.3. Hiicre Canlilik Testi

MAL’ye 24 ve 48 saat boyunca maruz kalan hiicreler 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT, tiyazolil mavi tetrazolyum bromid) yontemi kullanilarak
MAL maruziyetinin hiicre canlilifina etkisi arastirilmigtir. Tetrazolyum tuzu olan MTT canli
hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenazlarin aktivitesi ile mor renkli formazan Kristallerine
indirgenmektedir. Olusan mor rengin yogunlugu canli hiicre sayisi ile dogru orantilidir. MTT
yontemi 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinda gerceklestirilmistir. Bu amagla flaskta
cogaltilan hiicreler Triple ile kaldirildiktan sonra, santrifiij ile toplanmis ve hiicre peleti,
100ul’de 5000 hiicre olacak sekilde medyumda siispanse edildi ve her bir kuyuya 5000 hiicre
ekildi. Ertesi giin kuyucuklardaki medyum alind1 ve kontrol grubuna taze medyum, deney
grubuna ise 0,25 ve 0,5 uM MAL iceren medyum konuldu. Hayvansal bir kan iirlinii olan FBS
icerisinde, glikoproteinlerin varligindan dolayr uygulanan lektini baglayarak aktivitesini
diistirecegi goz oOniinde bulundurularak lektin uygulamalarinda FBS igermeyen medyum
kullanildi. 24 ve 48 saat sonrasinda plakadaki her kuyucuga 30 pl MTT soliisyonu eklendi.
MTT soliisyonu, 5 mg/ml yogunlukta olacak sekilde PBS (pH 7.4) i¢inde hazirlanmis ve
membran filtreden gecirilerek steril edilmistir. MTT igeren medyumda hiicreler 37°C’de CO2’li
etlivde 4 saat karanlikta inkiibe edildi. Ardindan MTT’li medyum kuyulardan ¢ekildi. MTT nin
indirgenmesi sonucu olusan formazan kristallerinin her kuyucuga 100 ul DMSO eklenmesi ile
¢Oziinmesi saglandi. Plaka 5 dakika 150 rpm’de orbital calkalayicida calkalandi. Optik
yogunluk 570 nm test dalga boyu ve 630 nm referans dalga boylarinda 6lgiildii. Bu testte,
kontrol ve deney grubu i¢in 3 kuyucuk calisildi ve her deney 3 kez tekrar edildi. Kontrol
grubundan elde edilen ortalama absorbans degerleri %100 hiicre canlilig1 olarak kabul edilmis
ve lektinin uygulandigt kuyucuklardan elde edilen deger kontrol grubuna gore

degerlendirilmistir.
3.2. YENI NESIL DiZIiLEME VE BiYOINFORMATIK ANALIiZ

Daha ileri analiz i¢in izole edilen total RNA’ nin 1ul’si “Agilent 2100 Bioanalyzer System”
cthazinda sisteme uygun kit ile hazirlanarak analiz edilmistir ve RNA’larin RNA Integrity
Number (RIN) degerleri belirlenerek sekanslama i¢in uygun olup olmadiklar1 kontrol edilmistir
(Bu islem Eurofins Genomics, Almanya, tarafindan gergeklestirilmistir). Yapilan kalite kontrol
analizleri sonucunda, RIN degeri 7 ve lizeri olan ve absorbans degeri (260/280) yaklagik 2 olan

orneklerimiz ¢aligmaya uygun olarak belirlenmistir. Kiitliphanelerin hazirlanmas1 amaciyla



31

total RNA 6rneklerinden cDNA’ya ¢evrim gergeklestirilmistir. Kitte uygulanacak protokoller
dogrultusunda sekans platformlarinda okuma kosullarina uygun cDNA dizileri elde edilmistir.
Elde edilen cDNA 6rnekleri lllumina HiSeq sisteminde dizilenmek {izere Eurofins Genomics
firmas1 tarafindan gergeklestirilmistir. Referans genom olarak Homo sapiens’e 6zgii
GRCh37/hg19 kullanilmistir. Ham RNA dizi verileri 6ncelikle referans genom kullanilarak
haritalanmigtir. Biitiin 6rneklerdeki haritalanmis milyon okuma basina kilobazdaki fragment
(FPKM) birimi kullanilarak gen ekspresyonundaki farkliliklar belirlenmistir. Islemin
adimlarini gosteren sekil asagidaki gibidir (Sekil 3.1).

Deneyin RNA Kiitiiphanelerin i i
Tasarlanmasi | ™ Hazirlanmasi - hazirlanmasi = Dizileme - Analiz
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Sekil 3.1: RNA Dizileme teknolojisine genel bakis. Illumina HiSeq cihazi kullanilarak yapilan RNA
dizileme analiz basamaklar1 dzetlenmistir. Bu basamaklar; 1. RNA izolasyonu ve saflastirma, 2.
RNA'nin cDNA'ya ¢evrimi ve dizileme adaptorlerinin eklenmesi, 3. Bir dizileme platformu
kullanilarak cDNAlarin dizilenmesi, 4. Elde edilen kisa okuma dizilerinin analizidir
(www.biocluster.ucr.edu adresinden degistirilerek alinmistir).
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RNA dizileme c¢aligmalarindan elde edilen anlamlilik derecesine gore ilk elli genin bulundugu
gen listesi, gen ontoloji analizi igin web tabanli ShinyGO (v.0.60) yazilimi1 kullanilarak
biyolojik islevlerine gore siniflandirilmistir. Sinyal yolaklarinin analizi i¢in ise Panther (14.1)

kullantlmistir.
3.2.1. RNA izolasyonu

MAL’ye maruz birakilan 8505C anaplastik kanser hiicrelerinin tiim gen iirlinlerini elde etmek
tizere dncelikle total RNA izolasyonu yapildi. Bu islem Ambion PureLink RNA izolasyon kiti
kullanilarak gergeklestirildi. Bu tiir izolasyon kitleri, yiiksek verimlilikte bir analiz yontemi
kullanilacaksa (6rn. dizileme) yliksek saflikta ve kalitede RNA eldesi i¢cin elzemdir. 8505C
hiicreleri 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarina her kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde ekildi.
Ertesi glin kuyucuklardaki medyum alind1 ve kontrol grubuna taze medyum, deney grubuna ise
0,25 uM MAL igeren medyum eklendi. MAL lektine 24 saat maruziyet sonrasinda medyumlar
atilip kuyucuklar soguk PBS ile yikandiktan sonra Trizol Reagent (Sigma) uygulandi ve
pipetajlanarak homojenizasyon yapildi. Hiicresel igerik steril ve niikleaz icermeyen ependorf
tiiplere alindi. Oda 1sisinda 5 dakika beklendikten sonra, ependorf tiiplere 200ul kloroform
eklendi ve tiipler 15 saniye el yardimiyla ¢alkalandi. Oda sicakliginda 3 dakika beklendikten
sonra, tiipler 12000g’de 15 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 olusan 3 fazdan
RNA igeren seffaf faz toplanarak temiz bir ependorf tiipe aktarildi. Bu tiipiin i¢ine esit hacimde
%70 etanol eklendi. Béylece son etanol hacminin %35 olmasi saglandi. Ardindan vorteksleme
1slemi gerceklestirildi. Bu asamadan sonra Trizol Plus RNA Purification Kit kullanilarak RNA
saflagtirildi. Maksimum 700ul hacmi olan 6rnek toplama tiipii tagiyan filtreli tiipe %70 etanol
eklenmis soliisyon transfer edildi. Bu sollisyon oda sicakliginda 15 saniye 12000g’de santrifiij
edildi. Toplama tiipiinden siizlintii dokiildii ve tekrar filtreli tiipe takildi. Bu islem her bir kuyu
icin 2 kez gergeklestirildi. Ardindan 700pul kit igeriginde bulunan 1 nolu yikama tamponu filtreli
tiipe eklendi ve oda sicakliginda 15 saniye 12000 g’de santrifiij edildi. Sonrasinda toplama tiipii
ve silizlintii atild1 ve yeni bir toplama tiipii takilarak devam edildi. 500 pl etanol i¢eren 2 no’lu
yikama tamponu filtreli tiipe eklendi ve oda sicakliginda 15 saniye 12000g’de santrifiij edildi.
Stiziintii dokiildii ve tekrar filtreli tiipe takildi. Bu asama iki kez yapildi. Membrana bagli RNA
ile birlikte filtrenin kurumasi i¢in filtreli tiip ve toplama tiipii oda sicakliginda 1 dakika 12000
g’de santrifiij edildi. Toplama tiipii atild1 ve yerine RNA toplama tiipti takildi. 30 pl niikleaz

icermeyen su (Ambion) filtrenin tam ortasina konuldu ve oda sicakliginda 1 dakika inkiibe
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edildi. Sonrasinda oda sicakliginda 2 dakika 12000 g’de santrifiij edilerek saf RNA elde edildi.
Ependorftiiplere 3’er ul DNaz tamponu ile DNaz I eklendi ve tiipler 30 dakika 37°C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1 tiipler buza oturtuldu ve son konsantrasyon 5 mM olacak sekilde
stok 0,2 M etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) 1’er ul tiiplere eklendi. Tiipler 70°C’de 7
dakika inkiibe edilerek DNAaz’1n inhibisyonu saglandi.

3.2.2. RNA’mn Saflik, Miktar ve Kalitesinin Belirlenmesi

Uygun tampon soliisyonu ile kolondan izole edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyon ve saflik
tayinleri Nanodrop (ThermoFisher, USA) cihazi ile spektrofotometrik olarak, UV bolgesinde
280, 260 ve 230 nm dalga boylarindaki absorbanslarin okunmasiyla belirlenmistir. RNA
kalitesi ise %?2’lik agaroz jellerde izole edilen RNA’nin ayristirilmasiyla incelenmistir. Bu
amagla 1 gr agaroz tartilarak 50 ml 1X Tris asetat EDTA (TAE) tamponu ile erlen igerisinde
karistirildi ve mikrodalgada kaynatma iglemi gergeklestirildi. Agaroz iyice ¢oziindiikten sonra
musluk altinda yaklasik 60°C’ye kadar sogutma islemi uygulanip erlen icerisine Etidyum
bromiir (EtBr) eklendi. EtBr’nin ¢ozeltiye homojen sekilde dagilmasi icin erlen ¢alkalandi.
Cozelti jel kasetine yavasca dokiildi, tarak yerlestirildi ve polimerize olmast i¢in en az 15
dakika beklendi. Polimerizasyon sonrasi jelin iizeri kapanana kadar TAE tamponu ile tank
dolduruldu. Tarak ¢ikarildi ve kuyulara her 6rnekten 1pl ve 6X yiikleme boyasindan 5Sul olacak
sekilde yiikleme yapildi. 100 V’da 20 dakika yiiriitiildii. Elektroforez sonrasinda sistemden

c¢ikarilan agaroz jel UV transliiminator kullanilarak goriintiilendi.
3.3. SONUCLARIN VALIDASYONU
3.3.1. cDNA Sentezi

Hiicrelerden izole edilen total RNA’nin revers transkriptaz (RT) enzimi kullanilarak cDNA’ya
doniistimii, High-Capacity cDNA Kiti kullanilarak gergeklestirilmistir. Bunun i¢in 2000 ng
RNA cDNA ya ¢evrilmek iizere isleme almmustir. Islem sonrasinda elde edilen cDNA karigim1
istenen mMRNA transkriptinin amplifikasyonu i¢in PCR reaksiyonunda kalip olarak
kullanilmistir. cDNA eldesi i¢in gergeklestirilen basamaklar asagidaki sekilde (Sekil 3.2) ve
tabloda (Tablo 3.1) 6zetlenmistir.
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Sekil 3.2: cDNA eldesi i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi.

Tablo 3.1: RNA’dan cDNA’ya ¢evrim prosediiriiniin basamaklart.
1. Adim 2.Adim 3.Adim 4. Adim

Sicakhk 25°C 37°C 85°C 4°C

Siire 10 dk 120 dk 5 dk 0

3.3.2. Ger¢cek Zamanh PCR

8505C hiicrelerine MAL uygulanmasi sonrasinda yapilan transkriptom analizi ile elde edilen
sonuglarin dogrulugunu test etmek igin 16sin bakimindan zengin tekrar iceren G protein baglh
reseptor 5 (LGRS5) ve prostoglandin F reseptorii (PTGFR, FP Reseptortii), Glipikan 5 (GPC5)
MRNA transkriptlerinin miktar1 kat degisimi olarak qPCR yontemiyle saptanmistir. Bu islem
icin kullanilan GeneMark SYBR kit protokolii dogrultusunda isleme 200ng cDNA kalip
molekiiliiyle baglanmigtir. Sonrasinda 12,5 ul SYBR qPCR Mix ve asagidaki tabloda (Tablo
3.2) dizileri verilmis olan forward ve reverse primerler reaksiyon karisimina eklenmistir. Islem

Applied Biosytem qPCR cihazinda, bu cihaza uygun 96 kuyucuklu plakalar kullanilarak
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gerceklestirilmistir. Bu islem sirasinda referans gen olarak GAPDH kullanilmistir. Yalnizca
GAPDH primerleri Amerikan Biyoteknoloji Bilgisi Ulusal Merkezi (NCBI) nin niikleotid bilgi
bankasindan alman mRNA verileri kullanilarak tasarlanmistir. Primer3 (version 0.4.0) web
tabanli yazilim tasarim i¢in kullanilmistir. Bu yazilimdan elde edilen uygun kriterlere sahip
primerlerin “Basic Local Alignment Search Tool” aracihigi ile c¢alisacagimiz Orneklere
uygunlugu test edilmistir. Reaksiyon karisiminin hazirlanisi ve qPCR reaksiyon basamaklari

asagidaki tablolarda gosterilmistir (Tablo 3.3/Tablo 3.4).

Tablo 3.2: Gen ekspresyon analizleri i¢in yapilan qPCR yonteminde kullanilan genlerin baz dizisi ve
referanslari.

Gen Baz dizisi (5°-3’) Kaynak

GPCS5 Forward TCCGGTCGTTGGAAGAACTCTCG (Kokenyesi ve dig., 2001)
Reverse TCAGTCGCCACTGCACATCCAGC

LGRS Forward CTTCCAACCTCAGCGTCTTC (Michelotti ve dig., 2015)
Reverse TTTCCCGCAAGACGTAACTC

PTGFR Forward CTCCGTCTTCTGCTCCTCAGAGA (Akiyama ve dig., 2013)
Reverse GGAATTGTTCATGGACATTGTTGTG

GAPDH Forward GATGACATCAAGAAGGTGGTGA NCBI verileri kullanilarak Prime3

(v.0.4.0)’de tasarland.
Reverse = TTCGTTGTCATACCAGGAAATG

Tablo 3.3: qPCR igin gerekli reaksiyon igeriginin hazirlanisi.

PCR Reaksiyon Karisin i¢erigi Miktarlar (ul)

Niikleaz icermeyen su 9.7
¢DNA (200 ng) 2

GM SYBR Mix 12.5
Forward primer (10 pM) 0,2
Reverse primer (10 pM) 0,2

Toplam reaksiyon hacmi 25
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Tablo 3.4: gPCR basamaklart.

qPCR asamalar Sicakhik Zaman Dongii sayis1
Baslangi¢c denatiirasyonu 95-C 5 dk -
Denatiirasyon 95°C 15 sn 40
Baglanma 60°C 30 sn

Uzama 12°C 30 sn

3.4. ISTATISTIKSEL ANALIiZLER

Hiicre canlilik verilerinin istatistiksel olarak analizi i¢in farkli MAL dozlarina maruz birakilmis
gruplarin ortak varyanst one-way ANOVA yontemiyle hesaplanmistir. Ortak varyanslari
hesaplanan gruplarin karsilastirilmasi i¢in post hock testi olarak ise Tukey ¢oklu karsilastirma
testi  kullanmilmistir. qPCR verilerinin istatistiksel degerlendirilmesi igin ise T-testi
kullanilmustir.  Istatistiksel ~ hesaplamalar  GraphPAD  Prism  (v.5.0.1) kullanilarak
gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. HUCRE CANLILIGI BULGULARI

Anaplastik tiroid kanser soyu olan 8505C hiicrelerine 24 saat siire, 0,25 ve 0,5 uM dozlarda
MAL uygulanmasi hiicre canliligini belirgin bir bigimde azaltmistir. 0,25 uM MAL uygulamasi
24 saat sonunda hiicre canliliginda yaklasik olarak %35°lik bir azalmaya sebebiyet vermistir
(p<0,001). 0,5 uM MAL uygulamasi ise ayn1 siire zarfinda hiicre canliliginda yaklasik olarak
%30’luk bir azalmayla sonu¢lanmistir (p<0,001). Asagidaki grafikte 24 saat boyunca iki farkl
dozda MAL uygulamasiyla elde edilen veriler gosterilmistir (Sekil 4.1).

ek

%edkek
120

100 +

80 4

60 +

40

% Canhhk

20 4

Kontrol 0,5uM 0,25 uM

Sekil 4.1: MAL’nin 8505C hiicrelerine 0,25 ve 0,5 uM konsantrasyonda 24 saat siireyle uygulanmast
sonucu elde edilen MTT hiicre canlilik bulgularini gosteren grafik. Yiizde canlilik ortalama + SD
olarak verilmistir, Kontrol: 100 + 7,53; 0,5 uM MAL: 73,57 = 7,96; 0,25 uM MAL.: 65,63 + 5,22
***Kontrole gore 6nemli derecede anlamli (p<0,001).
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Anaplastik tiroid kanser soyu olan 8505C hiicrelerine 48 saat siire, 0,25 ve 0,5 uM dozlarda
MAL uygulanmasi hiicre canliligini belirgin bir bigimde azaltmistir. 0,25 uM MAL uygulamasi
24 saat sonunda hiicre canliliginda yaklasik olarak %60’lik bir azalmaya sebebiyet vermistir
(p<0,001). 0,5 uM MAL uygulamas1 da ayni siire zarfinda hiicre canliliginda yaklasik olarak
%60’lik bir azalmayla sonuglanmistir (p<0,001). Asagidaki grafikte 48 saat boyunca iki farkli
dozda MAL uygulamasiyla elde edilen veriler gosterilmistir (Sekil 4.2).

%k

* k%
120 -

100 -+

80 4

60 4

40 4

% Canhhk

20 49

Kontrol 0,5 um 0,25 uM

Sekil 4.2: MAL’nin 8505C hiicrelerine 0,25 ve 0,5 pM konsantrasyonda 48 saat silireyle uygulanmasi
sonucu elde edilen MTT hiicre canlilik bulgularini gosteren grafik. Yiizde canlilik ortalama + SD
olarak verilmistir, Kontrol: 100 = 12,52; 0,5 uM MAL: 41,75+ 4,3; 0,25 uM MAL: 42,26 + 5,4.
***Kontrole gore onemli derecede anlamli (p<0,001).

4.2. RNA SAFLIK, MIKTAR VE KALIiTE BULGULARI

24 saat siireyle 0,25uM MAL uygulanan 6rneklerden, Ambion PureLink RNA izolasyon Kiti
ile yapilan izolasyon sonrasinda Nanodrop’dan elde edilen veriler, RNA miktar ve safligi
hakkinda bilgiler sunmustur (Tablo 4.1). Hiicrelerden elde edilen total RNA izolatlarinin
kalitesini saptamak amaciyla yapilan agaroz jel elektroforezi verileri, analizlerde

kullanilabilecek dlgiide biitiinliige sahip RNA’lar elde ettigimizi gostermistir (Sekil 4.3).
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Tablo 4.1: RNA miktar ve saflik degerleri. K1-3: MAL uygulanmamis kontrol grubu, D1-3: MAL
uygulanmig deney grubunu temsil etmektedir.

RNAmikar: |50 A280 260280 | 260/230
(ng/uh
K1 1685 4213 2.047 2.06 0.92
K2 198.0 4,950 2.414 2.05 1,36
K3 2409 6,022 3.004 2.00 0,70
D1 177.9 4,448 2,162 2.06 1,21
D2 1995 4,987 2.420 2.06 1,48
D3 2154 5384 2,619 2.06 1.51

—— W W W W 185

Sekil 4.3: 8505C hiicrelerinden izole edilen total RNA’larin %2’lik agaroz jelde ayristirilmasi ile elde
edilen RNA’nin kalitesini gosteren jel goriintiisii.

4.3. RNA DiZiLEME BULGULARI
4.3.1. RNA Dizileme Analizinin Anlamhlik ve Kalite Kontrol Parametreleri

Ham dizi verilerinin toplam miktar1 ve kalite filtresinin sonuclar1 asagidaki tabloda
raporlanmistir. Bu tablo, 6rneklerin her biri i¢in referans genom/transkriptom ile eslenen
okumalarin sayisint igermektedir. Referansin dogrulugu (genom/transkriptom) ve daha iyi
haritalanmis okuma kalitesi referansa eslenen daha yiiksek okuma oranlarina yol agar. Elde
edilen RNA izolatlarin RNA dizileme sonuglari %99,4 oraninda temiz okumalarla
sonuglanmustir (Tablo 4.2). Bu okumalar yaklasik %99 oraninda haritalanmistir (Tablo 4.3).
Asagidaki sacilma grafigi, RNA-dizileme deneyindeki kosullar arasindaki genel benzerlikleri
ve spesifik ayraglar1 vurgulamaktadir. Bu grafik, RNA-dizileme verilerinin genel kalitesini
kontrol etmek igin kullanilmistir (Sekil 4.4) Asagidaki volkan grafigi, kat degisimi temelinde

test edilen sartlar ile sartlar arasinda RNA-dizileme verileri iizerinde yapilan test istatistikleri
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kosullar arasindaki iliskiyi gostermek icin kullanilmistir (Sekil 4.5).

Tablo 4.2: Orneklerin kalite kontrol istatistikleri. K1-3: MAL uygulanmanus kontrol grubu, D1-3:

D1
D2
D3
K1
K2
K3

Tablo 4.3: Orneklerin haritalanmis okuma istatistikleri. KK*: Kalite kontrol, K1-3: MAL
uygulanmamis kontrol grubu, D1-3: MAL uygulanmis deney grubunu temsil etmektedir.

D1
D2
D3
K1
K2
K3

MAL uygulanmis deney grubunu temsil etmektedir.

Toplam Okuma

Sayisi

41,593,309
39,547,544
40,438,717
35,391,884
42,250,273
34,538,090

Atillan Okuma
Sayisi

245,165 (%0,6)
239,935 (%0,6)
231,908 (%0,6)
205,680 (%0,6)
260,682 (%0,6)
199,148 (%0,6)

KK* Gecen Okuma | Haritalanmis

Sayisi
41,348,144

39,307,609
40,206,809
35,186,204
41,989,591
34,338,942

Okumalar
40,648,516

38,696,670
39,610,366
34,721,204
41,438,625
33,850,875

Temiz Okuma
Sayisi

41,348,144 (%99.4)
39,307,609 (%99.4)
40,206,809 (%99.4)
35,186,204 (%99.4)
41,989,591 (%99.4)
34,338,942 (%99.4)

% Haritalama

98,3
98,4
98,5
98,7
98,7
98,6
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Genler
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Sekil 4.4: Kontrol ve MAL uygulanmis gruba yonelik dagilim grafigi.
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Sekil 4.5: Kontrol ve MAL uygulanmis gruba yonelik volkan grafigi.
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4.3.2. RNA Transkript Miktarindaki Degisiklikler

MAL uygulanmig 8505C hiicrelerinde MAL uygulanmamis hiicrelere gore yaklasik olarak

19,000 genin transkript miktarinda farkliliklarin meydana geldigi saptanmistir. Istatistiksel

acidan en ¢ok anlamlilik gosteren ilk 50 genin listesi tablo 4.4°te gosterilmistir.

Tablo 4.4: En fazla anlamlilik gosteren ilk 50 genin listesi. FPKM* haritalanmis milyon okuma bagina
kilobazdaki fragment birimini, SS-** referans genomda saptanamayan genleri temsil etmektedir.

GEN ADI

FAM73A
PTGFR
RP4-773A18.4
RP11-312J18.5
RP5-857K21.4
PTGES3PI
ALI136376.1
$10046
RP11-435P24.2
VIM
ANXA2P3
LRRTM3
HMGN2PS8
ALI138764.1
CTNNA3
ANO3
RP11-727423.10
DLG2
SLC35F2
CLEC6A
SOAT2

LGRS
NME2P1
RP5-940J5.9

S-*%

KONTROL
(FPKM)*

3,477
4,292
3,550
1,263
65,083
2,388
5,930
2,986
2,999
1,507
3,359
2,938
3292
4,155
2,546
2,770
2,417
1,642
3,152
3,980
3,280
3,418
5,138
3,314
1,687

DENEY
(FPKM)*

6,895
1,191
6,313
3,929
57,754
4,985
7,169
3,987
3,923
2,901
6,500
5,267
6,194
6,230
3,775
2,628
4,519
2,859
5,162
7;091
1,936
1,179
8,046
5,713
3,249

GEN ADI

S-**
S-**

CHFR
PABPC3
GPC5
RPI11-66N24.4
Cl4orf37
DYNLLIPI
RPL3P4
SLC28A41
AGBLI
RPI11-14K2.1
RP11-846F4.1
MTRNR2LI1
ATPAF2
AC004448.5
TWFIPI
RP11-60424.3
ACTG1
TXNL4A
CTB-5212.4
Q%
RPL36P16
CTD-2562J15.6
S-**

KONTROL
(FPKM)*

16,803
10,391
3,573
5,681
0
44,768
6,113
2,245
3,589
2,685
161
2,829
2,428
21,647
2,875
6,764
2,043
19,904
1,786
4,055
2,381
2,455
1,802
227
41,102

DENEY
(FPKM)*

23,941
14,513
5,477
6,891
4,449
85,062
10,013
4,105
6,452
5,967
5,220
4,868
4281
28,320
7,114
11,695
3,622
35227
4972
7,674
3,448
4,878
3,675
13,230
73,896
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4.3.3. Gen Ontoloji Analizi

RNA dizileme c¢aligmalarindan elde edilen anlamlilik derecesine gore ilk elli genin bulundugu
gen listesi, gen ontoloji analizi i¢in web tabanli ShinyGO (v0.60) yazilim1 kullanilarak biyolojik
islevlerine gore asagidaki tabloda siniflandirilmistir (Tablo 4.5). Gen ontoloji analizi hiicrelerde
bazi siireclerin etkilendigini isaret etmektedir. Buna gore, ATC hiicrelerine MAL uygulanmasi
sonucunda hiicrelerin hareket, sekresyon, enzim iiretimi, gen ifadesi vb. uyaranlara cevaben
ortaya ¢ikan siireglerde degisikliklerin meydana geldigi anlagilmaktadir. Bunun yani sira, hiicre
proliferasyonu, hiicre-hiicre ve hiicre-ECM adezyonu, sinyal iletimi ve kataliz veya baglanma
gibi molekiiler seviyede meydana gelen temel biyolojik aktivitelerin de etkilendigi
goriilmektedir. Ayrica, hiicre tarafindan kullanilmak iizere enerjinin serbest birakilmasi ile
karbon bilesiklerinin pargalanmasi gibi katabolik reaksiyon ve yolaklarin etkilenmesi de soz

konusudur.

Tablo 4.5: En fazla anlamlilik gosteren ilk 50 genin rol aldig1 biyolojik islevler.

Biyolojik Islevler Genler

Uyaranlara yanitin LGRS, GPC5, CLEC6A, DLG2, ACTGI, PTGFR, ACTGI,
diizenlenmesi CLEC6A, VIM

Sinyal yolaklarinin LGRS, GPCS, CLEC6A4, DLG2

diizenlenmesi

Hiicre Adezyonu ACTGI, DLG2, CTNNA3

Hiicre Proliferasyonu LGRS, PTGFR, S10046

Katabolik Islemler CHFR, VIM, GPC5

Molekiiler fonksiyonun LGRS, DLG2

diizenlenmesi



45

RNA dizileme ¢alismalari sonucu elde edilen ve referans genomda karsiligi olan yaklasik 17000
genin hangi sinyal yolaklarina aracilik ettigini saptamak amaciyla Panther (14.1) pathway
analiz sistemi kullanilmistir. ATC hiicrelerine MAL uygulanmasi sonucunda ekspresyon
orlntiilerinde anlamli derecede degisiklik gosteren genlerin cogunun 6zellikle Wnt-f-katenin
sinyalinde rol aldig1 dikkat ¢cekmektedir. Bunun yan1 sira, G protein aracili sinyal yolaklarinin
da 6n plana ¢iktig1 saptanmistir. Ayrica apoptoz, p53 sinyal yolu, anjiyogenez ve bu yolla
iligkili olan VEGF sinyallemesi, ¢esitli biiylime faktor reseptor yolaklari (EGF, FGF, PDGF),
proliferasyon, farklilasma ve apoptoz gibi siireclerin diizenlenmesinde rolii olan TGF-f sinyal

yolu gibi hiicresel sinyal iletim unsurlarinin da 6nem kazandig1 tespit edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: RNA Dizileme analizi sonucunda tiim transkriptlerin Panther analiz sistemi kullanilarak
iliskili oldugu sinyal yolaklarin1 gosteren diyagram. Toplam transkript verileri ile iliskili 6n plana
¢ikan yolaklar: temsil eden pikler sekil tizerinde belirtilmistir. CCKR: hiicre dongisii ile iligkili
kinaz, ROCK: Rho ile iliskili kinaz yolagi, PDGF: platelet kdkenli biiyiime faktorii.
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4.4. VALIDASYON BULGULARI

Yiiksek c¢iktili veri elde edilen RNA dizileme analizlerinin diisiik ¢iktili bir yontemle valide
edilmesi amaciyla GPC5, LGRS, PTGFR transkriptlerindeki degisimin qPCR ile analizi
sonucunda genlerin ekspresyonundaki degisikliklerin RNA dizilemeden elde edilen verilerle
ortlistiigli goriilmiistiir. Buna gére GPCS5 miktarinin kontrole gore anlamli sekilde arttigi
(p<0,01), LGR5 (p<0,001) ve PTGFR (p<0,01)’nin kontrole gore anlamli sekilde azaldig:
saptanmustir. (Sekil 4.6).
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Sekil 4.7: RNA Dizileme sonucu elde edilen verilerin valide edilmesi amaciyla istatistiksel agidan
anlamlilik diizeyi en yiiksek olan ilk 50 gen arasindan se¢ilen GPC5, LGRS ve PTGFR’nin
MRNA seviyeleri. Kat degisimi ortalama + SD olarak verilmistir, GPC5 Kontrol: 1,38 £ 0,35;
MAL: 34,39 + 10,30 **Kontrole gore anlamli (p<0,01). LGRS Kontrol: 1,00 + 0,16; MAL: 0,08
+ 0,01 ***Kontrole gore dnemli derecede anlamli (p<0,001). PTGFR Kontrol: 1,00+ 0,13; MAL:
0,31 + 0,04 **Kontrole gore anlaml (p<0,01)
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5. TARTISMA VE SONUC

Gliniimiizde, kanser hiicrelerine tiimoral aktivite ve metastatik yetkinlik acisindan avantaj
kazandiran glikozilasyon degisikliklerinin lektinler ile hedeflenerek, kanserin malignant
Ozelliklerinin baskilanmasi yoniindeki yaklasimlar olduk¢a onem kazanmistir. Son yillarda
cesitli lektinlerin anti-kanser 6zellikleriyle ilgili olarak, sayis1 artan ¢alismalarin varlig dikkat
¢ekici diizeydedir. Bununla birlikte, sindirim siirecinden aktivitelerini kaybetmeksizin dolagima
gecgebilmeleri lektinlerin farmakolojik agidan onemli bir aday molekiil grubu olmalarini
desteklemektedir. Tiroid kanserinin tiimdrijenik ve malignant ozelliklerinin, lektinlerin
kullanilmastyla baskilanmasi yoniinde bazi yaklasimlar mevcuttur. Kaptan ve dig., (2018)
yaptiklar1 calismada anaplastik tiroid kanser hiicrelerinin ylizeyinde saptadiklar1 asirt
glikozilasyon paterninin bu hiicrelerin malignant karakterlerinin bir belirteci olarak ortaya
ciktigina isaret etmiglerdir. Bunun yani sira, bu hiicrelerin a-2,3 siyalik asit baglayan bir bitki
lektini olan MAL’ye maruz birakilmasi sonucunda, hiicrelerin tiimorijenik ve malignant
karakterlerinin belirgin bir bicimde baskilandig1 da ayn1 arastiricilar tarafindan rapor edilmistir.
Soyle ki, MAL maruziyeti anaplastik tiroid kanser hiicrelerinin proliferatif ve invaziv
karakterlerini baskilamis, metastatik siirecin 6nemli basamaklarindan biri olan tiimor hiicresi-
endoteliyal etkilesimini belirgin bir bicimde azaltmistir. Calismamizda 24 ve 48 saat siireyle
0,25 ve 0,5uM konsantrasyonlarda, anaplastik tiroid kanser hiicre soyu olan 8505C hiicrelerine
MAL uygulanmasinin hiicre canliligini belirgin bir bigimde azalttig1 gézlenmistir. Dolayisiyla
elde ettigimiz bu bulgu daha 6nce Kaptan ve dig., (2018) rapor ettigi sonuglarla paralellik

gostermektedir.

Yaptigimiz literatiir taramalari sonucunda, MAL maruziyetinin anaplastik tiroid kanser
hiicrelerindeki etkilerinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar ile ilgili herhangi bir bilgi
bulunmamaktadir. Literatiir taramalarimiz ayn1 zamanda lektinlerin kanser hiicreleri iizerinde
ortaya koyduklar1 etkilerin molekiiler mekanizmalarinin arastirilmasi yoniinde c¢ok sinirh
sayida ¢alisma oldugunu da ortaya koymustur. Bu caligmada MAL uygulamasiyla anaplastik
tiroid kanser hiicrelerinde molekiiler diizeyde hangi siireglerin islevselliginin arttiginin ya da
azaldiginin anlasilmas1 temel amaclarimizdan biridir. Bu amag¢ dogrultusunda, MAL
uygulanmig ve kontrol olarak kullanilan MAL uygulanmamis anaplastik tiroid kanser
hiicrelerinde RNA dizileme ¢aligmasi ile tam transkriptom analizi yapilmistir. Bu analiz

neticesinde elde edilen veriler kullanilarak yapilan gen ontoloji analizleri MAL maruziyetinin
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hiicre sinyal iletim yolaklarinda, hiicrenin adezyon kabiliyetinde, katabolik siireglerin
islevselliginde, proliferasyon gibi siireclerde bir dizi etkilesimin meydana geldigine isaret
etmektedir. Bunun yani sira, transkript seviyelerinde istatistiksel agidan en fazla anlamlilik

degeri tasiyan ilk elli gen fonksiyonel 6zellikleri agisindan da degerlendirilmistir.

8505C anaplastik tiroid kanser hiicre hattina 0,25uM doz ve 24 saat siireyle MAL uygulanmasi
sonrasinda elde edilen transkriptom analiz sonug¢larimiz, LGR5 (GPR49) ekspresyonunun
kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde azaldigin1 gostermektedir. LGRS, yedi transmembran
domaini bulunan proteinleri igeren GPCR ailesinin bir tiyesidir. GPCR'ler, peptid hormonlar1
ve kemokinler de dahil olmak tiizere cesitli ligand siniflart i¢in reseptdr gorevi gérmektedir
(Schoneberg ve dig., 1999). LGR5; TSH, folikiil uyarict hormon (FSH) ve luteinlestirici
hormon (LH) reseptorlerini iceren glikoprotein hormon reseptor alt ailesinin bir tiyesidir (Hsu
ve dig., 1998; McDonald ve dig., 1998). GPCR aileleri farmasétik agidan 6nemli hedeflerdir
(Brink ve dig., 2004). Ayrica, LGRS glikoprotein ligandlart ile etkilesimi i¢in 6nemli olan, 17
16sin bakimindan zengin tekrarlari i¢eren biiyiik bir N-terminal hiicre dis1 domaine sahiptir (Hsu
ve dig., 1998; Barker ve dig., 2007). LGRS, ince bagirsak ve sa¢ koklerindeki (Barker ve dig.,
2007; Jaks ve dig., 2008) yetiskin kok hiicrelerin bir belirteci olarak tanimlanmistir ve omurilik,

meme, sa¢ kokleri ve beyin dokularinda yaygin olarak ifade edilmektedir (Hsu ve dig., 1998).

LGRS, kanser kok hiicrelerinde spesifik olarak eksprese edilir ve Wingless ve Int1’in bilesimi
(Wnt)/B-katenin yolunun bilinen bir asagi akis hedef genidir (Barker ve dig., 2007; Kemper ve
dig.,2012). Son zamanlarda; LGR5'in, R-spondinler (RSPO1-4) olarak bilinen bir biiyiime
faktorii ligand ailesine yiiksek afinite ile baglandig1 gosterilmistir (De Lau ve dig., 2011). Dort
RSPO iiyesinin hepsinin karakteristik 6zelligi, LGR5-LRP5/6 baglanmasini aktive etme ve Wnt
aracilt B-katenin aktivasyonunu arttirma yetenekleridir (Carmon ve dig., 2011; Peng ve
dig.,2013). Wnt/B-katenin sinyal yolu; kok hiicre ¢ogalmasinda, doku farklilasmasinda ve
hiicresel polaritede 6nemli bir rol oynar (Grigoryan ve dig.,2008; Valkenburg ve dig., 2011).
Bu sinyal yolundaki diizensizlik; insan PTC kanser kok hiicre popiilasyonunun ¢ogalmasina,
tiroid mikrogevresinin bozulmasina, tiimor dediferensiyasyonuna ve anjioinvazyon gelismesine
katkida bulunur (Helmbrecht ve dig., 2011; Liu ve dig., 2011). Son zamanlarda, tiroid kanseri
biyogenezi ile ilgili teoriler, klasik acgiklamadan (yani, "multi-hit" genetik mutasyonlar ve
cevresel riskler) ziyade, kanser kok hiicrelerinin (CSC'ler) ¢ogalmasiyla tiimor olusumunun

tesvik edilmesi seklinde agiklanan hipotezle desteklenmektedir (Thomas ve dig., 2008; Lin ve
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dig., 2011). CSC hipotezinde, tiroid bezindeki embriyonik hiicreler (tiroblastlar ve protirositler)
timor olusumuna karsi hassastir ve tiroid kanserine yol agan mutasyonlar biriktirir (Michelotti
ve dig., 2015). Michelotti ve dig. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, LGR5 ve ligand
RSPO'nun insan PTC'sinde kontrol tiroid epitel hattina gore asir1 eksprese edildigi rapor
edilmistir. Ek olarak, LGRS ve ligand RSPO2'nin insan PTC’de tiimor agresifligi, lenf nodu
metastazlar1 ve Wnt/B-katenin aktivasyonu ile iliskili oldugunu ortaya koymustur. LGR5'in asir1
ekspresyonunun, insan PTC'sindeki tiimor agresifligi ile iliskili oldugu sonucundan yola
cikilarak LGR5’in PTC'de hasta risk siniflandirmasi ve bolgesel metastazlari icin gelecekteki
potansiyel bir biyobelirteg olarak gorev yapabilecegi fikri ileri siiriilmiistiir (Michelotti ve dig.,
2015). Bunun yani sira, yapilan ¢aligmalar LGR5'in kolorektal (Al-Kharusi ve dig., 2013),
yumurtalik (McClanahan ve dig., 2006), hepatoseliiler (Yamamoto ve dig., 2003), bazal hiicre
(Tanese ve dig., 2008) ve 6zofagus kanserleri (Becker ve dig., 2010) dahil olmak tizere gesitli
tiimdr tiplerinde asir1 eksprese edildigine isaret etmektedir. Bu kanserlerin bircogunda yiiksek
LGR5 ekspresyonunun; tiimorlerin baglatilmasi, invazyonu ve metastazi ile iligkili oldugu
ortaya konulmustur (Merlos-Suarez ve dig., 2011; Rot ve dig., 2011). Uchida ve dig. (2010)
tarafindan yapilan bir calismada kolon kanseri hiicre hatlarinda LGR5’in ekspresyonunun fazla
oldugu rapor edilmistir. Ek olarak primer tiimdrlere kiyasla metastatik tiimorlerden tiiretilmis
kolon kanseri hiicre hatlarinda ekspresyonun daha fazla oldugu bildirilmistir. Bu bilgi 1s1g1nda,
LGRS ekspresyonunun kolorektal karsinomanin malign potansiyeli ile iliskili olabilecegini
ortaya koyan Uchida ve dig. (2010) LGR5’i umut vaat edici bir prognostik belirte¢ olarak

gostermektedirler.

Kolorektal tiimorogenezde LGR5'in roliinii aydinlatmayr amaglayan Hirsch ve dig. (2013)
kolorektal kanser hiicre hatlarinda (SW480 ve HT-29) LGR5 ekspresyonunu susturarak g¢esitli
kanseroz 6zelliklerde meydana gelen degisimleri analiz etmislerdir. LGR5 ekspresyonu yiiksek
kolorektal kanser hiicrelerinde Notch sinyali ile iligkili genlerin ekspresyonu fazla iken, LGRS
susturulmasi sonucunda bu hiicrelerde Notch sinyalinin baskilandigi tespit edilmistir. Hirsch ve
dig. (2013) yaptiklar1 gen ekspresyon analizleri 1s18inda kolorektal kanser hiicrelerinde
LGR5’in susturulmasi sonrasinda azalan proliferasyon ve gog¢ kabiliyetinin, Notch sinyal
iletiminde meydana gelen azalmanin bir sonucu oldugunu ileri stirmiislerdir. Bunun yani sira,
tiimdrojenik olmayan NIH3T3 fibroblastlarda ve HaCat keratinositlerde LGR5'in yiikselmesi,
koloni olusumuna neden olmus ve tiimor olusumunu arttirmistir (McClanahan ve dig., 2006).

Servikal kanser hiicrelerinde ise LGRS5'in Wnt/B-katenin yolunu aktive ederek proliferasyon ve
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tiimor olusumunu destekledigi Chen ve dig. (2014) tarafindan bildirilmistir. Yaptiklar1 hiicre
dongiisii analizi, artan LGRS ekspresyonunun S fazindaki hiicrelerin ylizdesinde 6énemli bir
artisa ve Go/G1 faz hiicrelerinin yiizdesinde es zamanli bir azalisa yol agtigini ortaya
koymuslardir. Bu bulgulari, LGRS'in servikal kanser hiicrelerinde hiicre dongiistini
hizlandirdig1 yoniinde yorumlamislardir. Aymi zamanda, bu arastiricilar Wnt/B-katenin
yolaginin bir inhibit6rii olan Dickkpof-1 (DKK-1) ile bloklanmasinin LGRS tarafindan uyarilan
servikal kanser hiicrelerinin ¢ogalmasint 6nemli 6l¢iide baskiladigini da ortaya koymuslardir.
Bu bulgular 15181nda, LGRS5'in servikal kanser hiicrelerinin ¢ogalmasin1 Wnt/p-katenin yolag:
tizerinden gerceklestirdigini rapor etmislerdir. Lin ve dig. (2015) tarafindan yapilan bir bagka
caligmada, LGR5'in Wnt sinyalinin iki ana bileseni olan APC ve fS-katenin ifadesi tizerindeki
etkilerini anlamak i¢in LGRS, siRNA kullanilarak HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda
susturulmustur. Bunun sonucunda APC ve S-katenin mRNA ekspresyonunda bir azalma oldugu
bildirilmistir. Bu ¢alismada gézlemlenen APC ve f-katenin ifadesindeki es zamanli azalma,
LGR5'in Wnt/B-katenin yolaginda (B-katenin veya APC yonlendirilmis sinyallesme) ¢ift yonlii
diizenlenmeye aracilik edebilecegini kanitlamistir. Ek olarak, LGR5 anlatimindaki azalma
HT29 hiicre ¢ogalmasini negatif yonde etkilemistir. Kolorektal tiimoriin baglatilmasinda kritik
rolii olan APC, B-katenin ve Wnt sinyal iletiminin LGRS ile iliskili olmasi, LGR5’in kolorektal
kanserli hastalar i¢in potansiyel bir terap6tik hedef olabilecegine isaret etmektedir. Benzer bir
calisma, LGRS5'in meme kanseri hiicrelerinde Wnt/B-katenin sinyal yolunu aktive ederek
proliferasyon ve invazyonu tesvik ettigini bildirmistir (Yang ve dig., 2015). LGRS'in aracilik
ettigi invaziv ve metastatik mekanizmalarin daha iyi anlagilmasi i¢in LGRS5'in
ekspresyonundaki degisikliklerin Epitelyal mezenkimal gegis (EMT) iizerindeki etkisini
arastiran Yang ve dig. (2015), LGRS ile transfekte edilmis hiicrelerde E-kaderin ve B-katenin
gibi epitelyal markorlerin azaldigini, mezenkimal markor olan noéral kaderin (N-kaderin) ve
vimentinin ise arttigin1 rapor etmislerdir. Sonug olarak, LGRS tarafindan uyarilan EMT nin,
meme kanseri hiicrelerini kok hiicre durumuna gegirebilecegini ileri siirmiislerdir. Aksine
meme kanseri hiicrelerinde LGR5 ekspresyonunun susturulmasinin ise EMT'nin dolayisiyla
invaziv fenotipin azalmasima neden oldugu gosterilmistir. Yiiksek LGRS ve diisiik LGRS
ekspresyonuna sahip hiicreler arasindaki farklar1 degerlendiren Yang ve dig. (2015), yalnizca
yiiksek LGRS popiilasyonundaki hiicrelerin, kendini yenileme yetenegini gosteren giiglii sferoid
olusturma kabiliyeti sergiledigini bildirmislerdir. Ek olarak, yiiksek LGR5(+) popiilasyonun
LGR5(-) kanser hiicrelerine kiyasla in vivo olarak daha yiiksek tiimdrijeniteye sahip oldugu da



51

calismanin ¢iktilar1 arasinda yer almaktadir. Bu bilgiler 1s18inda, c¢alismamizda MAL
uygulamasi sonucunda ekspresyonu azalan LGR5, 8505C anaplastik tiroid kanser hiicre
soyunda malignant ozelliklerin azalmasinin bir nedeni olarak diistiniilebilir. Ciinki
bulgularimiz MAL uygulanmasinin hiicre cogalmasini azalttigini gdstermistir. Ayni zamanda,
Kaptan ve dig. (2018) yaptiklar1 calismada da MAL’nin 8505C hiicrelerinin hem proliferatif
hem de invaziv karakterlerinin azalmasina neden oldugunu gostermislerdir. Bununla birlikte,
Whnt sinyal yolunun hiperaktivasyonunun ATC'nin karsinogenezine olan katkisi, yapilan
calismalarla ortaya konmustur (Kurihara ve dig., 2004; Jin ve dig., 2016). LGR5’in Wnt sinyal
yolunun asagi akis hedef geni oldugu da gz 6niinde bulunduruldugunda, MAL’nin 8505C
hiicreleri {izerindeki anti-proliferatif etkisinin LGR5/Wnt ekseni tizerinden gergeklesmesi

muhtemeldir.

Calismamizda 8505C anaplastik tiroid kanser hiicre soyunda GPC5 ekspresyonu ¢ok diisiik
diizeydeyken, MAL uygulanmasi sonrasinda GPC5 ekspresyonunun ¢ok belirgin bir bi¢imde
arttig1 ortaya konmustur. Glipikanlar, plazma zarina bir glikozil fosfatidilinositol (GPI) ¢apasi
ile baglanan membran proteoglikan ailesidir. Proteoglikanlar, glikozaminoglikan (GAG)
zincirlerini tastyan proteinlerdir. Bunlar, genellikle yiiksek oranda siilfatlanmis disakkarit tekrar
polimerleridir. Disakkaritlerin yapisina bagli olarak ¢esitli GAG zincirleri tanimlanmistir (Esko
ve dig., 2009). En yaygin olanlar1 heparan siilfat (HS) ve kondroitin siilfat (CS)’dir. Memeli
genomu alt1 glipikan igerir (GPC1-GPC6) (Filmus ve dig., 2008; Filmus ve Capurro, 2012) ve
ortolog genleri, Drosophila'daki Dally ve Dlp de dahil olmak iizere Metazoanlarda
tanimlanmistir. Glipikanlarin ortak yapisal 6zellikleri, on dort sistein bakiyesinin yani sira, C-
terminaline yakin olan GAG baglanma bolgelerinin bulunmasidir. Glipikanlarin GAG zincirleri
diger hiicre ylizey proteinleri ile etkilesimlerinde rol oynamaktadir (Song ve dig., 2002). Her
glipikandaki GAG baglanma bdlgelerinin sayisi, aileye gore degismekle birlikte bu
varyasyonun fonksiyonel etkileri hala anlagilamamistir. Genel olarak, glipikanlar HS zincirleri
tagir. Ancak rabdomiyosarkom (RMS) hiicreleri tarafindan tiretilen GPCS5 ise CS zincirleri tasir
(Li ve digerleri, 2011). Yardimci reseptor olarak gorev yapan glipikanlar, spesifik sinyal
alicilar1 ve ligandlar1 arasindaki etkilesimi kolaylastirir. Boylece iligkili sinyal yollarinin
islevini diizenler (Yayon ve dig., 1991; Higashiyama ve dig., 1993; Cumberledge ve dig., 1997).
Genetik ve biyokimyasal ¢aligmalar, glipikanlarin, Hedgehogs (Hh), Wnt, kemik morfogenetik
proteinleri ve FGF tarafindan tetiklenen sinyal yollarinin aktivitesini diizenledigini gostermistir

(Filmus ve dig., 2008).
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Hh sinyal yolu embriyonik morfogenezde kritik bir rol tistlenmektedir (Ingham ve dig, 2011;
Briscoe ve Therond, 2013). Bu yolagin hiperaktivasyonunun ¢esitli kanser tiirlerinde arttig
gosterilmistir (Teglund ve Toftgard, 2010; Ng ve Curran, 2011). GPC5'in Hh sinyalini aktive
ederek RMS hiicre ¢ogalmasini uyardigi bildirilmistir (Li ve dig., 2011). Hh sinyalleri
baglaminda GPC5'in, Hh aktivitesini uyaran ve hem Hh hem de Patched (Ptch) ile etkilesime
giren DIp gibi davrandigi belirtilmistir (Yan ve dig., 2010). GAG zincirleri tagimayan bir
mutant kullanilarak yapilan deneyler, GAG zincirlerinin GPC5'in Hh ve Ptch'ye baglanmasi
icin elzem oldugunu gostermistir. Bu ¢alisma ayn1 zamanda Ptch'ye baglanmayan, Hh sinyalini
uyarmayan ve GAG tagimayan GPC5'in Hh i¢in gerekli olan primer sil disinda kaldigini
gdstermistir (Li ve dig., 2011). Ote yandan GPC3’iin Hh’ye baglanmak igin Ptch ile rekabet
ettigi bildirilmistir. GPC3 de GPCS5 gibi GAG zincirleri tasimasia ragmen GPC5’in GAG
zincirleri Ptch’ye baglanirken GPC3’te ayn1 durumun gergeklesmemesinin nedenine dair iki
Ongorii bulunmaktadir. Bunlar; GPC5'in HS zincirlerinin GPC3'tinkinden daha fazla miktarda
stilfat bulundurmast (Li ve dig., 2011) ve siilfat gruplarinin sagladigi negatif yiikiin, HS
zincirlerini i¢eren etkilesimlerin ¢ogundan sorumlu olmasidir (Esko ve Linhardt, 2009). Baska
bir olasilik ise, GPC3 ve GPC5'teki farkli tipteki siilfat modifikasyonlarmin veya GAG
zincirlerinin sayisinin, Ptch ile farkli etkilesimlere neden olmasidir. GPC5'in serebellar graniil
oncil hiicrelerinde de Hh sinyalini dolayisiyla hiicre proliferasyonunu tesvik ettigi rapor
edilmistir (Witt ve dig., 2013). Ek olarak, bu ¢alisma serebellar hiicrelerde GPC5'in sil dibinde
bulundugunu gostermistir. Ozellikle, GPC5'in HS zincirlerinin, Hh-stimiilator aktivite
sergilemek i¢in indirgeyici ucunda 2-O-siilfo-iduronik asit bakiyesi gerektirdigini de ortaya
koymuslardir (Witt ve dig., 2013). Williamson ve dig. (2007) GPCS5'in anlatiminin RMS’de
anlamli olarak arttigini rapor etmislerdir. Ardindan, GPC5'in Hh sinyalini aktive ederek RMS

hiicre cogalmasini uyardig1 gosterilmistir (Li ve dig., 2011).

Yapilan ¢aligmalarda, PCa’da diisiik seviyede eksprese edildigini ve GPCS'in anlatimindaki
artmanin PCa hiicrelerinde proliferasyonu, in vitro invazyonu ve in vivo tiimor biiyiimesini
baskiladig1 rapor edilmis ve bu sonuglar GPC5’i PCa gelisimini baskilamakta temel bir oyuncu
olarak nitelendirmistir (Sun ve dig., 2018). Ek olarak, arastiricilar invazyonla pozitif bir iliski
kurarak kanserin ilerlemesi i¢in ¢ok dnemli bir faktor olan ve epitelyal belirteclerin kaybi,
mezenkimal belirteclerin kazanci ile 6n plana ¢ikan EMT ( Zhau ve dig., 2008) ile GPC5 asir1
ekspresyonu arasindaki korelasyonu degerlendirmislerdir. Bunun sonucunda, GPC5'in asir1

ekspresyonunun  EMT markorlerinin - ekspresyonunu degistirdigini ve bdylece prostat
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kanserinde invazyonu inhibe ettigini bildirmislerdir. GPC5 ekspresyonundaki artisin Wnt/B-
katenin yolagimi baskiladigini, B-katenin protein seviyesini ve bunun kritik hedef genleri olan
c-Myc ile siklin D1'1 6nemli 6lgiide azalttigini da rapor etmislerdir (Sun ve dig., 2018). Zhang
ve dig. (2016), diisiik orta ve yiiksek risk grubu prostat kanseri hastalarindan ve kontrol grubu
olarak kullanilan normal prostat dokularindan yapilan GPC5 proteininin immiinohistokimyasal
analiziyle oOzellikle yiiksek riskli vakalarda GPC5’in en diisiik miktarda bulundugunu
gostermislerdir. GPCS protein seviyesinin prostat kanserinde klinikopatolojik 6nemi arasindaki
iliskiyi degerlendiren Zhang ve dig. (2016) GPC5'in diisiik miktarinin artmis serum prostat
spesifik antijen (PSA), daha yiiksek Gleason skorlari, gelismis timor evresi (T3), pozitif lenf
nodu metastazi ve biyokimyasal rekiirrens (niiks) ile korelasyon gosterdigini ortaya
koymuslardir. Dolayistyla, GPC5’in prostat kanserinin tan1 Ve prognozunun ongdriillmesi i¢in
yeni bir biyobelirte¢ olarak kullanabilecegini ileri siirmigslerdir. Bu veriler dogrultusunda,
GPC5'in yiiksek riskli PCa hastalart i¢in potansiyel bir tiimor baskilayici olabilecegini
belirtmislerdir.

GPC5'in akciger kanserindeki rolii hakkinda tartismali sonuglar mevcuttur. Ornegin, yapilan bir
calisma yliksek GPC5 ekspresyonunun lenf nodu metastazi ve NSCLC hastalarinin koti
prognozu ile iligkili oldugunu gostermistir ve GPC5’in yliksek miktardaki ifadesinin hiicre
goclinii destekledigini dolayistyla, NSCLC'de GPC5 ig¢in bir pro-onkogenik rol énerilmistir (Li
ve dig., 2013). Aksine bir baska ¢alismada ise, diisik GPC5 ekspresyonunun lenf nodu
metastazt ve NSCLC hastalarinin daha kisa sag kalmi ile iligkili oldugunu, NSCLC
hiicrelerinde GPC5'in asir1 ekspresyonunun hiicre dongiisiiniin durmasini tetikledigini ve
metastaz1 baskiladigini bildirmislerdir (Yang ve dig., 2013). Guo ve dig. (2016) tarafindan
yapilan ¢alismada GPC5’in akciger kanserindeki rolii in vivo ve in vitro olarak aydinlatilmigtir
ve sonuglar GPC5'in bir tiimdr baskilayici olarak islev gordiigiinii dogrular niteliktedir. GPC5
ekspresyonunun, ERBB (hiicre biiyiimesi ve hayatta kalma gibi anahtar hiicresel fonksiyonlarda
yer alan bir reseptOr tirozin kinaz) ailesi iiyeleri ERBB2 ve ERBB3 de dahil olmak {izere
akciger kanseri i¢in 6nemli olan birkag reseptdr tirozin kinazi inhibe ettigini bildiren Guo ve
dig. (2016) GPC5'in farkli kanser tiirlerinde farkli sinyal yollarini diizenleyebilecegini ileri
stirmistiir. Bu baglamda, GPC5'i hedeflemenin farkli sonuglara yol acabilecegini; 6rnegin
GPCS5 antagonistlerinin, RMS veya mide kanseri (GC)’yi tedavi etmek i¢in faydali olabilirken,
GPC5'1 aktive eden molekiillerin NSCLC hastalarini tedavi etmek icin yararli olabilecegini

Oonermislerdir.
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HS proteoglikanin iiyelerinden biri olan GPC5'in, Wnt3a'ya rekabetci bir sekilde baglanarak
Wnt/B-katenin sinyalini etkisizlestirmesiyle akciger kanserinde bir anti-tiimor etki gésterdigi
rapor edilmistir. GPC5'in yiiksek ekspresyonunun, in vitro akciger kanseri hiicrelerinde
EMT’yi uyardig1 gosterilmistir. RNA dizileme verilerinin biyoinformatik analizi, GPC5'in
EMT ile iligkili belirte¢ler (E-kaderin ve vimentin) ile birlikte ifade edildigi bildirilmistir.
GPC5'in asir1 eksprese edilmesinin, B-kateninin sitoplazmadan niikleusa translokasyonunu
bloke edebilecegini ve dolayisiyla Wnt3a'ya rekabetci sekilde baglanarak Wnt/B-katenin sinyal
yolunu baskilayabilecegini gostermistir (Wang ve dig., 2016).

MikroRNA'lar (miRNA) post-transkripsiyonel seviyede gen ekspresyonunu negatif olarak
diizenleyerek bir¢cok kanser tiirlinlin patogenezinde onemli roller oynar. Ancak, ATC’de
miRNA'larin rolii belirsiz kalmistir. miRNA-4295'in hedef gen CDKN1A'y1 negatif olarak
diizenleyerek ATC hiicre ¢ogalmasini destekledigi ortaya koyulmustur. miRNA-4295'in asir
ekspresyonunun, ATC hiicrelerinin proliferasyonunu ve invazyonunu destekledigi, ancak
MiRNA-4295'in inhibisyonunun zit bir etki gosterdigi bildirilmistir (Shao ve dig., 2015). Yuan
ve dig. (2018) tarafindan yapilan g¢alismada GPC5 ekspresyonunun pankreatik duktal
adenokarsinoma (PDAC) hiicre hatlarinda azaldigi gosterilmistir. GPC5'i onkogenik bir
mIiRNA olan miR-4295'in potansiyel hedef geni olarak tanimlayan Yuan ve dig. (2018)
GPC5'in asir1 ekspresyonunun anti-timor etki gosterdigini bildirmistir. miRNA-4295'in
baskilanmasiin, GPCS5 ekspresyonunu diizenledigi ve Wnt/B-katenin sinyallesmesinin
aktivasyonu sonucunda PDAC hiicrelerinin ¢ogalmasini ve invazyonunu azalttigi rapor
edilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda, miRNA-4295/GPC5/Wnt/B-katenin ekseninin PDAC
patogenezinde dnemli bir rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ote yandan Wang ve dig. (2015)
yaptiklar1 ¢alismada, GPC5 ekspresyonunun ve protein seviyesinin mide kanseri hiicre
hatlarinda normal mide hiicre hattina gore daha yiiksek oldugunu gostermislerdir. Diisiik
ifadesinin, daha yiiksek timor derecesi ve evresi ile iligkili oldugu bilinen miRNA-217’nin
potansiyel hedefinin GPC5 oldugunu ortaya koyan Wang ve dig. (2015), miRNA-217’nin mide
kanserinde tiimor baskilayici etkisini GPCS {izerinden gosterdigini bildirmislerdir. Dolayisiyla,
bu bulgular 151831nda miRNA-217"nin bir tiimor baskilayici olarak islev gordiigiinii ve sonug
olarak GC hastalar i¢in terap6tik bir hedef olarak hizmet edebilecek olan GPC5'i hedefleyerek

GC hiicrelerinin ¢ogalmasini ve invazyonunu inhibe ettigini ortaya koymuslardir.
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Simdiye kadar, GPC5'in kanserle ilgili rolii net degildir. Ozellikle, GPC5'in rolii farkli kanser
tipleri arasinda degisim gostermektedir. Ornegin, GPC5, RMS’deki hiicre proliferasyonunu
uyarabilir; bu, GPC5'in bir onkogen olarak etki ettiginin bir kanitidir (Li ve dig., 2011).
GPC5'in, tiikiiriik adenoid kistik karsinomun (SACC) akciger metastazinda 6nemli 6l¢iide
artt1g1 bildirmistir; bunun sonucunda, GPC5'in SACC'de akciger metastazini tesvik edebilecegi
onerilmistir (Zhang ve dig., 2014). Bununla birlikte, meme kanserinde, kotii huylu meme
timorlerinde GPC5 ekspresyonu, baslangigtaki tiimorlere kiyasla daha da azalmistir, bu sonug
GPC5'in tliimor baskilayict rol oynadigimi gosterir (Zhang ve dig., 2011). ATC’de asir1
ekspresyonu proliferasyon ve invazyonla sonuglanan miRNA-4295’in (Shao ve dig., 2015)
hedef geninin GPC5 olabilecegi goz 6niinde bulunduruldugunda GPC5 artisinin miR-4295
inhibisyonu ile gergeklesebilecegi muhtemeldir. Bu baglamda miRNA-4295/GPC5/Wnt/B-
katenin ekseni vasitasiyla MAL’nin anaplastik tiroid kanseri iizerindeki anti-timor etkisi
(Kaptan ve dig., 2018) aciklanabilir. Ote yandan, GPC5’in farkli kanser tiplerindeki etkisinin
degisiklik gosterme sebebi 6rnegin RMS’de bulunan GPC5’in HS zinciri yerine CS zincirine
sahip olmasi (Li ve dig., 2011) olabilir. Bununla birlikte kanser hiicrelerinin kdkenlerinin farki
da etkilerin farkli olmasina neden olabilir. MAL’nin anaplastik tiroid kanserindeki etkileri goz

ontinde bulunduruldugunda GPC5’in tiiméral 6zellikleri geriletmeye katki sagladig: agiktir.

8505C anaplastik tiroid kanser hiicre hattina MAL uygulanmasi sonrasinda elde edilen
transkriptom analiz sonuglart PTGFR’nin kontrol grubuna kiyasla anlaml sekilde azaldiginm
gostermektedir. Anjiyogenez olarak bilinen damar olusum siireci, timor ilerlemesi ve metastazi
icin gereklidir (Folkman, 1995); ¢linkii tiimor kan damarlar, timdr hiicrelerine besin ve oksijen
saglayarak tiimor ilerlemesini tesvik etmektedir (Folkman, 2002). Bu mekanizmay1 hedef alan
anti-anjiyogenik tedavinin, kanser i¢in 6nemli bir terapotik potansiyeli oldugu diisiiniilmektedir
(Folkman, 1971). Tiimor endotel hiicreleri (TEC'ler) normal endotel hiicrelerine (NEC'ler)
kiyasla farkli fenotipler gostermektedir (Matsuda ve dig., 2010). Fare TEC'lerinin ve
NEC'lerinin mikroarray analizleri incelendiginde bu genler arasinda, PTGFR’yi kodlayan
PTGFR mRNA ekspresyon seviyelerinin TEC'lerde NEC'lerden daha yiiksek oldugu
bildirilmistir. Siklooksigenaz-2 (COX-2, PTGS2, prostaglandin endoperoksit sentaz-2)
tarafindan sentezlenen PGF2a i¢in bir reseptor olan PTGFR'nin bobrek hiicre karsinomada
(RCC) tiimor kan damarlarinda ekspresyonunun fazla oldugunu gosteren Akiyama ve dig.

(2013) RCC'de PTGFR’nin spesifik olarak tiimdr kan damarlarint hedefleyebilen, anti-
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anjiyogenik tedavi amaciyla kullanilabilecek yeni bir hedef molekiil olabilecegini ileri

siirmiislerdir.

Mutasyon veya proteinlerin asir1 ekspresyonu kanserli hastalarin serumlarinda otoantikor
(AADb) gelismesine yol agabilir (Anderson ve dig., 2005). Hastaligin erken evreleri dahil olmak
izere kanserli hastalarin serumlarinda tiimor antijenine 6zgii AAb tanimlanmistir (Gagnon ve
dig., 2008). pS3 mutasyonu ve sonucta ortaya ¢ikan protein stabilizasyonu ile iliskili p53'e 6zgl
AAD erken evre yumurtalik kanserinde tespit edilmistir (Goodell ve dig., 2006). Yeni AAb
biyobelirteglerinin tanimlanmasinin, yumurtalik kanseri tespitinin hassasiyetini artiracagini
varsayan Anderson ve dig. (2014) yaptiklar analizlerle p53'e ek olarak, iki yeni yumurtalik
otoantijeni olan PTGFR ve protein tirozin fosfataz reseptorii tip A (PTPRA)'y1 tespit
etmiglerdir. Yumurtalik kanserinde, PTGFR'nin asir1 ekspresyonunun, kanserli hastalarin
serum numunelerinde tespit edilmesinin yani sira, otoantikorlarin kendiliginden gelismesini ve
salgilanmasini uyardig1 gosterilmistir. Sonug olarak Anderson ve dig. (2014) kansere bagh
hedef antijenlerle doldurulmusg 6zel protein mikroarray kullanarak yumurtalik kanserinin erken

tespiti i¢in potansiyel ii¢ otoantikor biyolojik belirte¢ panelini tanimlamiglardir.

Endometrial adenokarsinomda PGF2a-FP kompleksi ile artan sinyal, PTGS2 (Jabbour ve dig.,
2005) gibi tiimorijenik genlerin ve damar fonksiyonunu parakrin olarak diizenleyen FGF2
(Sales ve dig., 2007) ve VEGF (Sales ve dig., 2005) gibi anjiyojenik genlerin ifadesinde artis
bildirilmistir (Keightley ve dig., 2010a). FP reseptorii, endometrial adenokarsinom hiicrelerinin
aktin hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi ve fokal adezyon kinazin aktivasyonu yoluyla
ECM adezyonunu da diizenleyebilir (Sales ve dig., 2004; Sales ve dig., 2008). Bu bulgular,
PGF2a-FP kompleks sinyalinin, endometrial adenokarsinomun diizenlenmesinde ¢ok faktorlii
bir rol oynadigin1 gostermektedir (Keightley ve dig., 2010a). FP reseptorii yoluyla PGF2a'nin
endometrial adenokarsinom hiicrelerinin hareketliligini in vitro’da arttirdig1 rapor edilmistir
(Sales ve dig., 2008). Keightley ve dig. (2010b) bir disintegrin ve metalloproteinazin
trombospondin tekrart (ADAMTS1)'in epitelyal hiicrelerde PGF2a-FP kompleksi araciligiyla
diizenlendigini bildirmislerdir. Sonug¢ olarak, PGF2a-FP kompleksinin olusturdugu sinyal ile
uyarilan ADAMTS1'in endometrial adenokarsinomda tiimor hiicresi invazyonunu ve endotel
hiicre proliferasyonunu diizenleyen bir mekanizma agiga ¢ikarilmistir. Alkhateeb ve dig. (2019)
RNA-dizileme yontemini kullanarak yaptiklar ¢caligmada prostat kanseri ilerlemesini, 6zellikle

evre II ve hastaligin sonraki agsamalarin1 tahmin etmek i¢in potansiyel biyobelirtegler arasinda
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PTGFR’nin de oldugu bildirilmistir. Bu durum ATC hiicre soyunda MAL uygulanmasi
sonucunda azalan PTGFR ekspresyonu, MAL’nin anti-anjiogenik etkinligin bir gdstergesi
olarak degerlendirilebilir. Fakat bu etkiyi net bir sekilde ortaya koymak i¢in ATC hiicre
soylarinda yapilacak anjiyogenez assaylerine ihtiyag¢ vardir. Ayrica, PGF2a-FP kompleksinin
FGF2 artisina neden oldugu (Keightley ve dig., 2010a) ve FGF2’nin azalmasinin Wnt/p-katenin
yolaginin baskilanmasiyla sonuglandigi rapor edilmistir (Zhang ve dig., 2016). Dolayisiyla
bulgularimizda saptadigimiz PTGFR ekspresyonundaki azalis, FGF2’nin azalmasina yol agarak
Wnt/B-katenin yolaginin baskilanmasiyla sonuglanan anti-proliferatif etkinin bir sebebi olarak

gosterilebilir.

Yapilan transkriptom analiz sonuglart CLEC6A (Dektin-2) nin kontrol grubuna kiyasla anlamli
sekilde arttigini1 gdstermektedir. C tipi lektin benzeri reseptorler (CTLR'ler), zara bagl veya
¢oOziinebilir formlarda bulunan 1000'den fazla reseptdr grubunu olusturur (Zelensky ve Gready,
2005). Baslangicta, ligand etkilesiminin Ca*? bagimli olmasindan dolayr C-tip olarak
adlandirldigi, daha sonra tiim CTLR'lerin Ca*?'ye bagimli olmadig1 ve bu reseptdrlerin daha
cesitli ligandlar taniyabildigi kesfedilmistir (Kerscher ve dig., 2013). Bu reseptorler, en az bir
CRD veya daha genis anlamda, yiiksek oranda korunan sistein bakiyeleri arasindaki distilfit
baglar1 ile olusturulan C tipi lektin benzeri domain (CTLD)’ nin varligi ile karakterize edilir
(Zelensky ve Gready, 2005). Bu aile, CRD'lerinin organizasyonuna gore 17 gruba ayrilmistir
ve islevsel olarak klasik veya klasik olmayan C tip lektinler olarak tanimlanabilir (Drickamer
ve Fadden, 2002; Zelensky ve Gready, 2005). Klasik C tip lektinler, CRD'lerinde Ca*
baglanma bolgelerinin olusturulmasindan sorumlu korunmus bakiyeler ve genel olarak, tipik
karbohidrat ligandlarin1 baglayan korunmus motifler (6rnegin mannoz tipi karbohidratlar
baglayan EPN amino asit tgliisii (Glu-Pro-Asn) veya galaktoz tipi karbonhidratlar1 baglayan
QPD dgliisii (GIn-Pro-Asp motif) icermektedir. Klasik olmayan C tip lektinler veya lektin
benzeri reseptdrler bu motifleri igermezler (Drickamer ve Fadden, 2002). C tipi lektinler hem
immiin hem de immiin olmayan fonksiyonlar1 yerine getirirler. Bazilari, hiicre-hiicre ve hiicre-
ECM adezyonunu kolaylastirmak i¢in endojen ligandlari tanirken bir kismi ise patojen tanima
reseptoric (PRR) gibi davranmaktadir (Graham ve Brown, 2009). Dektin-2 baslangicta
Langerhans hiicresine 6zgii CTLR olarak tanimlanmistir; ancak daha sonra doku makrofajlari,
notrofiller ve birka¢ dendritik hiicre (DC) alt kiimesi dahil olmak iizere c¢esitli miyeloid
hiicrelerde eksprese edildigi gosterilmistir (Ariizumi ve dig., 2000). Dektin-2, mannoz baglayan
(McGreal ve dig. 2006) EPN motifini barindiran "klasik" bir CTLD igerir ve PRR olmas1 6nem



58

tasimaktadir. Bu ailedeki diger CTLR'ler gibi, Dektin-2 kisa bir sitoplazmik kuyruga sahiptir
ve FcRy ile birlesir. lging bir sekilde, bu etkilesime Dektin-2'nin transmembran arjinin bakiyesi
yerine kisa sitoplazmik kuyrugunun bir membran-proksimal kismi aracilik eder (Sato ve dig.,
2006). Makrofajlar ve dogal immiin sistemin diger hiicrelerinde bulunan C tipi bir lektin olan
Dektin-2, patojenlere 6zellikle de mantarlara cevap olarak islev gormektedir. C tipi lektin
reseptoriic (CLR) ailesinin bir iiyesi olan Dektin-2'nin Kupffer hiicreleri olarak bilinen
karacigerdeki makrofajlarda kanser hiicrelerinin alimini ve temizlenmesini saglamak i¢in iglev
gordiigii dolayisiyla Dektin-2’nin kanser hiicrelerinin karaciger metastazinin baskilanmasi igin
kritik oldugu ileri siiriilmiistiir. Ayni1 zamanda, Dektin-2'nin uyarilmasinin, Fc resept6r y zinciri
tarafindan sinyal olusturularak fagositoza neden oldugu bildirilmistir. Son zamanlarda
makrofajlarin kanser hiicrelerini fagosite ettigi ve timor gelisimini baskiladigr (Feng ve dig.,
2015) bilinmesine ragmen molekiiler mekanizma heniiz aydinlatilamamistir (Kimura ve dig.,
2016). Yapilan bu ¢alismada, Dektin-2 ve MCL disindaki CLR aile iiyelerinin bu anti-timor
yanitlarina katkilarini incelemek 6nemli goriilmektedir. Bu nedenle, bulgular karacigerde ve
diger organlarda metastazi kontrol etmek igin Dektin-2 ve/veya diger CLR ailesi iiyeleri i¢in
bir agonist gelistirerek makrofajlarin fagositotik aktivitesini arttirmanin bir yolunu ortaya
cikarabilmesi agisindan 6nem tagimaktadir (Kimura ve dig., 2016). Kanser hiicrelerinde,
Dektin-2 ekspresyonu ile alakali herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. MAL uygulanmasi
sonucunda anaplastik tiroid kanser hiicrelerinde artan Dektin-2’nin bu hiicrelerde hangi

siireclerde rol aldigin1 anlamak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

8505C anaplastik tiroid kanseri hiicre hattina MAL uygulanmasi1 sonrasinda elde edilen
transkriptom analiz sonuglar1 VIM’in kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde arttigim
gostermektedir. VIM geni tarafindan kodlanan ve ara filament (IF) protein ailesinin ana bileseni
olan vimentin, normal mezenkimal hiicrelerde bulunmaktadir (Satelli ve Li, 2011). Bir hiicre
iskeleti yapisal proteini olan vimentinin, hiicrelerin sitozolik kismi ile sinirlandirilmasi
beklenirken; hiicre yiizeyinde ve niikleusta da bulundugu gosterilmistir (Traub ve Shoeman,
1994). Vimentinin hiicresel biitiinliigli korumanin yani sira strese karsi direng sagladigi
bilinmektedir (Satelli ve Li, 2011). Prostat kanseri (Zhao ve dig., 2008), gastrointestinal
tiimorler (Takemura ve dig., 1994), meme kanseri (Gilles ve dig., 2003), malign melanoma
(Chu ve dig., 1996), akciger kanseri (Upton ve dig., 1986), PTC (Yamamoto ve dig., 1992) ve
diger kanser tiirleri dahil olmak tiizere gesitli epiteliyal kanserlerde artan vimentin ekspresyonu

bildirilmistir. Vimentinin kanserdeki asir1 ekspresyonu artan timor biiylimesi, invazyon ve kotii
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prognoz ile iliskilidir. Bununla birlikte, vimentinin kanser ilerlemesindeki rolii belirsizligini
korumaktadir. Vimentin, epitel hiicrelerin sekillerini carpici bir sekilde degistirmelerini ve
artmis hareketlilik sergilemelerini saglayan bir mezenkimal fenotip elde ettigi hiicresel yeniden
programlama islemi olan EMT'nin markori olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Dolayisiyla EMT'nin
meme kanseri de dahil olmak {izere epiteliyal kanserlerde metastaz i¢in kanser hiicrelerine
hareketlilik saglayan onemli bir olay oldugu agiktir. Vimentinin ¢ok islevli bir protein olmasi
ve ¢ok sayida proteinle etkilesime girebilme yetenegi, onu birgok farkli fizyolojik fonksiyonun
potansiyel bir diizenleyicisi haline getirmektedir (Satelli ve Li, 2011). Ornegin, vimentinin bir
MAP kinaz olan fosforillenmis Erk (pErk) ile etkilesime girdigi ve onu defosforilasyondan
korudugu gosterilmistir (Perlson ve dig., 2006). AKT1 kinazin, fosforillenmis vimentini
bagladigi ve onu hiicre hareketliliginin artmasina ve yumusak doku sarkoma (STS) hiicrelerinin
invazyonuna yol acan kaspaz kaynakli proteolizden korudugu gosterilmistir (Zhu ve dig.,
2011). 14-3-3 proteinleri ¢ok sayida hiicre sinyallesme ve hiicre dongiisii islemine katilir.
Fosforilenmis vimentinin, 14-3-3 proteini ile etkilesime girdigi, Raf-14-3-3 ve diger bu tiir
komplekslerin  birlestirilmesini  6nledigi, bdylece vimentinin, 14-3-3 komplekslerini
diizenleyerek cesitli hiicre i¢i sinyal ve hiicre dongiisii kontrol yollarimi diizenledigini 6ne
stirmiislerdir (Tzivion ve dig., 2000). Hiicre gociinde rol alan bir protein olan Scrib, vimentin
ile etkilesime girdiginde proteozomal bozulmaya karsi korunmaktadir. Bu durum, EMT
sirasinda  vimentindeki artisin, hiicrelerin invaziv kapasitesini arttirmak amaciyla
yonlendirilmis hiicre gociinii tesvik etmek i¢in Scrib'in stabilizasyonunu sagladig: ihtimalini
ortaya koymaktadir (Phua ve dig., 2009). Vimentinin, reseptdr tirozin kinaz olan Axl 'in bir
regiilatorii olarak gorev yaptifi ve Axl'i indiikleyerek hiicre gd¢ilinti arttirdigi gosterilmistir
(Vuoriluoto ve dig., 2011). Biitiin bu bilgiler dogrultusunda, vimentinin bir iskele proteini

olmasinin yaninda ¢esitli sinyal yollarina ve hiicresel islemlere de aracilik ettigi ortadadir.

Kanserde fazla eksprese edilen sitoplazmik poliadenilasyon element baglama proteini 4
(CPEB4)’iin meme kanserindeki metastaz ve kanser ilerlemesi iizerindeki etkilerini ortaya
koymay1 hedefleyen Lu ve dig. (2017), CPEBA4'in asir1 ekspresyonunun EMT’yi dolayisiyla
meme kanseri hiicrelerinin go¢linii ve invazyonunu énemli 6l¢iide arttirdigini rapor etmislerdir.
CPEB4’i susturmanin ise bu olaylart ve vimentin ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide azalttigini
boylelikle metastatik ilerlemedeki ilk basamaklari diizenleyen 6nemli bir mekanizma olan EMT
ile CPEB4 arasinda potansiyel bir baglanti oldugunu bildirmislerdir. CPEB4’tin vimentin

ekspresyonunu diizenleyerek meme kanserinde EMT ve metastazi destekledigi gosterilmistir.
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Knockdown vimentin’in, meme kanseri hiicrelerinde CPEB4 kaynakli go¢ ve invazyonu garpici
bir sekilde tersine ¢evirdigi ortaya konmustur. Bu baglamda CPEB4’iin meme kanseri tedavisi
ve prognoz Ongoriisii i¢in potansiyel bir molekiiler belirte¢ olarak gorev yapabilecegi
onerilmistir. Ek olarak biitiin bu bulgular 15181nda, CPEB4 ve vimentin arasindaki etkilesimi

hedeflemenin meme kanseri icin etkili bir kanser terapisi olabilecegi de ileri stiriilmiistiir.

EMT geciren hiicreler, epitel hiicre-hiicre temas kaybi1 (E-kaderin), MMP indiiksiyonu ve
metastatik ilerlemeyi tesvik ederek hareketlilige neden olan ara filamentlerin (vimentin) artisi
ile tarif edilir (Kalluri, 2009). Yaygin olarak mezenkimal dokularda eksprese edilen ve EMT
markorii olan vimetini hedeflemek i¢in FiVel’i kullanan Bollong ve dig. (2017) bu yolla
yapilan tedavinin mezenkimal hiicrelerin epitel benzeri duruma doniisiinii tesvik eden, ubikitin
(Ub)-proteozom bagimli bir mekanizma yoluyla vimentin bozulmasini destekledigini
gostermislerdir. Yapilan bu calismada EMT sonrasi hiicrelerde vimentin yikiminin, hiicresel
morfolojiyi yeniden diizenledigi ve gd¢ kapasitesini inhibe ettigi, vimentini hedeflemenin
EMT'nin neden oldugu CSC o6zelliklerini antagonize edebilecegi fikri vurgulanmistir. Tiim
hiicrelerde bulunan filamentli proteinleri hedef alan diger mitoz inhibe edici ilaglarin (6rnegin
taksol) aksine, FiVel’in sadece vimentin eksprese eden hiicrelerde mitotik kusurlar
indiiklemesi FiVel’i diger tedavi yontemlerinden ayirdigi 6n plana ¢ikarilmistir. Bunun
yaninda vimentinin mezenkimal dokularda sinirli kalmasi, vimentin hedeflemesinin, geleneksel
kemoterapilerden daha az yan etki yaratacagini ileri siirmiislerdir. FiVel tedavisinin, farkli
histolojik orijinli alt1 STS hiicre hattinin biiyiimesini inhibe ettigini ortaya koyan Bollong ve
dig. (2017), vimentin hedeflemesinin EMT sonras1 CSC'lerin biiyiimesini inhibe etmesinin yani

sira mezenkimal kanserlerin biiylimesini de biiyiik 6l¢iide engellediginin altin1 ¢izmislerdir.

Ara filamentlerin fonksiyonunun post-translasyonel modifikasyonlardan ¢esitli sekillerde
etkilendigi ortaya konmustur (Leduc ve Etienne-Manneville, 2015). Bunun yani sira,
fosforilasyon siireci vimentinin polimerizasyon dinamiklerinin diizenlenmesinde 6nemli bir
role sahiptir (Inagaki ve dig., 1996). Vimentin gibi IF proteinleri, birka¢ kinaz i¢in iyi
substratlardir ve vimentinin bir¢ok Protein Kinaz C (PKC) bélgesi tanimlanmistir (Ku ve dig.,
1998; Yasui ve dig., 2001). Vimentinin PKC aracili fosforilasyonunun hiicre igerisindeki
integrin trafiginde kilit bir iglem oldugu rapor edilmistir (Ivaska ve dig., 2005). Vimentin’in
asirt ekspresyonunun, hiicre hareketliligini arttirirken, PKCe-/- hiicrelerde bunun aksine

ektopik vimentin etkisi gézlenmemistir. Bu bulgular, vimentinin hiicrelerin goclinii PKCe
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bagiml sekilde gergeklestirdigine kanit saglamaktadir. Ozetle, burada sunulan kanitlar, p1-
integrinlerin plazma membranina geri doniisiimii i¢in vimentin iizerindeki amino terminal
bolgelerin PKCe tarafindan fosforillenmesi gerektigini gostermektedir. Bu bolgelerde meydana
gelen mutasyonlar neticesinde olusan inhibisyona paralel olarak hiicre hareketliligi
azalmaktadir. Ek olarak, filaminin vimentinin PKC tarafindan fosforilasyonunu
kolaylastirdigini ve integrinin plazma zarina doniisiimiinii tesvik ettigi gosterilmistir. Boylece,
integrinin hiicre yiizeyi ekspresyonu dolayisiyla hiicre yapismasi ve yayilmasi artarken, filamin
A'nin yoklugunda ise vimentinin PKC tarafindan fosforilasyonunun meydana gelmedigi
bildirilmistir (Macpherson ve Fagerholm, 2010). Yukaridaki caligmalardan da anlasilacagi
izere, vimentin fonksiyonu fosforilasyon siireci ile direkt olarak baglantilidir. Dolayisiyla
vimentin ekspresyonundaki artis her zaman malign karakterle iliskili olmayabilir. Daha 6nce
Kaptan ve dig. (2018) tarafindan MAL uygulamasi1 sonrasinda hiicre hareketliliginde meydana
gelen azalmaya karsin, bizim ¢alismamizda MAL uygulamasiyla artan vimentin
ekspresyonunu, vimentinin fosforilasyon silirecinde rol alan enzimler {izerinden

degerlendirmenin daha saglikli bir yaklagim olacagi kanaatindeyiz.

8505C anaplastik tiroid kanseri hiicre hattina MAL uygulanmasi sonrasinda elde edilen
transkriptom analiz sonuglari CHFR (checkpoint with forkhead associated and ring finger
domains)’nin kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde arttigimi gostermektedir. CHFR geni,
12924.33 kromozomunda bulunur. Kiff22 (Maddika ve dig., 2009), PLK1 (Polo benzeri kinaz)
(Shtivelman, 2003) ve Aurora A (Yu ve dig., 2005) gibi mitozla iliskili onkoproteinlerin
ubikitinasyona bagli bozulmasini tesvik etmek igin bir E3 Ub ligazini kodlar. CHFR bir niiklear
proteindir ve mikrotiibiil inhibitorlerinin neden oldugu mitotik strese yanit olarak profazdan
metafaza gecisi geciktiren erken bir mitotik kontrol noktasi islevi goriir (Scolnick ve
Halazonetis, 2000). CHFR, tiim normal dokularin sitoplazmasinda eksprese edilir ve
mikrotiibiil bozunmasi ya da radyasyona bagl hasar stresine cevap olarak nukleusta birikir
(Shtivelman, 2003). CHFR'nin mitotik kontrol noktasinda nasil davrandig1 veya mitotik strese
cevap olarak nasil diizenlendigi tam olarak anlagilmamistir. CHFR bir N-terminal FHA
domaini, merkezi bir “RING finger” domaini ve C-terminalinde sistein bakimindan zengin
(CR) bir bolge icerir. Mitotik kontrol noktast icin FHA domain gereklidir (Scolnick ve
Halazonetis, 2000). Ek olarak, FHA domaininin, Niiklear faktor kB (NF- kB) sinyallesmesinin
engellenmesi i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (Kashima ve dig., 2009). CHFR'nin RING finger

domaini, E3 Ub ligaz olarak islevine aracilik eder ve CHFR, sirasiyla hedef protein yikimini ve
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degistirici protein fonksiyonunu destekleyen lizin 48 (Lys-48)-bagli ve lizin 63 (Lys-63)-bagl
poli-ubikitinasyon zincirlerinin sentezini katalizler (Chaturvedi ve dig., 2002; Bothos ve dig.,
2003). Daha sonralari, CHFR'nin CR bélgesinde yeni bir poli ADP-riboz baglayan ¢inko finger
(PBZ) motifi tanimlanmistir (Ahel ve dig., 2008).

CHEFR eksikligi olan fareler, kansere yatkindir (Yu ve dig., 2005), bu da CHFR proteininin bir
tiimor baskilayici olarak islev gordiigiinii gosterir (Toyota ve dig., 2003; Privette ve Petty,
2008). Kromozomal biitiinliigiin kontroliinde anahtar bir oyuncu olarak tanimlanan CHFR
(Scolnick ve Halazonetis, 2000) diger mitotik kontrol noktasi1 genleriyle karsilastirildiginda,
CHFR’nin kanser hiicrelerinde daha sik inaktive edildigi bilinmektedir (Scolnick ve
Halazonetis, 2000). Kanserlerde CHFR inaktivasyonunun, promotér CpG ada metilasyonunun
bir sonucu olabilecegi ileri siiriilmiistiir ve bazi kanserlerde CHFR hipermetilasyonu oldugu
bildirilmistir (Derks ve dig., 2014). Ornegin, CHFR mRNA'sinin ekspresyonu mide kanserinde
%353 azalmistir ve bu azalmanin %16'sinin DNA metilasyonundan kaynaklandigi bulunmugtur
(Privette ve Petty, 2008). CHFR inaktivasyonu ile kanser prognozu arasindaki iliski yaygin
olarak incelenmistir. Yapilan immiinohistokimyasal analizler, azalmis CHFR protein
seviyesinin akcigerde sigara ile iligkili skuamoz hiicreli karsinomun kotii prognozu ile iligkili
oldugunu gostermistir (Takeshita ve dig., 2008). Arastirmalar, CHFR'nin kanser hiicrelerinde
biiyiime hizi, invazyon, hareketlilik ve genomik stabilitenin diizenlenmesi gibi bir¢ok olayda

rol oynayabilecegini rapor etmistir (Privette ve dig., 2007; Privette ve dig., 2008).

Dai ve dig. (2019) tarafindan yapilan ¢alisma CHFR promotorlerinin metilasyonunun mide
kanseri ile iliskili oldugunu ve mide kanseri siirecinde koruyucu bir rol oynadigini1 géstermistir.
Profazdan metafaza hizli gecise neden olan CHFR inaktivasyonunun, hiicrelerin mikrotiibiil
inhibitorlerine duyarliliginin bir nedeni olabilecegi ileri siirtilmiistiir (Satoh ve dig., 2003; Koga
ve dig., 2006). Bir mikrotiibiil inhibitérii olan docetaxel ile tedavi edilen gastrik kanser
hastalarinin sag kaliminin CHFR metillenmis grupta metillenmemis gruba gore daha uzun
olmasi sonucundan yola ¢ikan Dai ve dig. (2019) gastrik kanserde CHFR metilasyonunun
koruyucu roliiniin, mikrotiibiil inhibitorlerinin duyarliliginin degismesinin bir sonucu
olabilecegini varsaymistir. Bunun yaninda baska bir mikrotiibiil inhibit6rii olan oksaliplatin ile
tedavi edilen gastrik kanser hastalarinin sag kalimimin metillenmis ve metillenmemis CHFR
gruplar1 arasinda anlamli bir fark ortaya koymadig: bildirilmistir. Bu ¢alismanin aksine Yang

ve dig. (2019) yaptiklar1 ¢alisjmada CHFR'nin insan mide kanserinde hiicre gogiinii
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destekledigini bildirmislerdir. Kesfedildiginden beri bir timor baskilayici olarak kabul edilen
CHFR’nin mide kanseri hastalarinin genel sag kalimi ile negatif iliskili oldugunu ve metastatik
mide kanseri dokularinda asir1 eksprese edildigini belirtmiglerdir. Ek olarak CHFR'nin mide
kanser hiicrelerinde Histon deasetilaz 1 (HDAC1)'in inhibisyonuyla EMT'yi indiikleyerek
hiicre gociinii tesvik eden bir onkogen olarak islev gordiigiinti agiklamislardir. Bu nedenle,
CHFR/HDACI1/EMT eksenini, mide kanserinin, 6zellikle metastatik timorlerin tedavisi igin
yeni bir molekiiler terapdtik hedef olarak onermislerdir. Zhang ve dig. (2017a) tarafindan
yapilan ¢aligma pankreatik kanser hiicrelerinde CHFR’nin asir1  ekspresyonunun,
proliferasyonun, hiicre gog¢iiniin ve invazyonun azalmasina yol actigi rapor edilmistir. Ayrica
CHFR'yi asir1 eksprese eden pankreas kanser hiicreleri ¢ogalmanin Gy fazinda tutuklu
kalmiglardir. CHFR'nin pankreas kanserinde bir timor baskilayici olarak islev gordiigiinii
bildiren Zhang ve dig. (2017a) CHFR’nin pankreas kanseri hiicrelerinin hiicre dongiistini
kontrol etmedeki potansiyel roliinii de vurgulamislardir. Kashima ve dig. (2012) yaptiklar
calisgmada CHFR ve poli (ADP-riboz) polimeraz 1 (PARP-1) ekspresyonu arasinda negatif bir
iliski oldugunu rapor etmislerdir. CHFR knockout farelerden ve CHFR susturulmus primer
mide kanseri dokularindan alinan hiicrelerin, yiiksek PARP-1 protein seviyesinin, CHFR ve
PARP-1 arasindaki etkilesimin hiicre dongiisiiniin diizenlemesinde ve kanser ile ilgili tedavi
yaklagimlarinda 6nemli bir rol oynadigina dair veriler ortaya koymuslardir. CHFR ile ilgili
ortaya konulan bu bilgiler 1s18inda, anaplastik tiroid kanser hiicre soyu olan 8505C hiicrelerine
MAL uygulanmasi sonucu CHFR transkriptlerindeki artis anti-proliferatif etkinin sebebi olarak
diistintilebilir. Soyle ki; hiicre dongiisiiniin kontrol geni olan CHFR ’nin ekspresyonundaki artis

kontrolsiiz hiicre bolinmesini engelleyerek anti-proliferatif etkiyi desteklemis olabilir.

8505C anaplastik tiroid kanseri hiicre hattina MAL uygulanmas: sonrasinda elde edilen
transkriptom analiz sonuglart S100A6’nin kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde arttiginm
gostermektedir. S100 gen ailesi, EF-hand (helix—loop—helix) tipi kalsiyum baglayici
proteinlerin en biiylik alt ailesidir (Donato, 2001). Simdiye kadar bu alt grubun en az 25 ayr
tiyesi tantmlanmistir (Chen ve dig., 2014) ve S100 proteinleri birbirleriyle homodimerik veya
heterodimerik kompleksler olustururlar (Donato, 1999). Kalsiyum baglanmasi sonucunda, ¢cogu
S100 proteini konformasyonel bir degisime ugrar, bdylece proteinin farkli protein hedefleriyle
etkilesime girmesine izin vererek bir dizi hiicre i¢i ve hiicre dis1 islev gosterir. Hiicre igi
fonksiyonlart arasinda kalsiyum homeostazinin diizenlenmesi, hiicre dongiisii, hiicre biiylimesi

ve gocl, fosforilasyon, hiicre iskeleti bilesenleri ve transkripsiyonel faktorlerin diizenlenmesi
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bulunur. Hiicre i¢i fonksiyonun aksine, hiicre dis1 S100 proteinleri, gelismis glikasyon son
tirtinleri (RAGE) ve Toll-like reseptorler (TLRs) gibi hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanarak
sitokin benzeri etki olustururlar (Heizmann ve dig., 2002; Donato, 2003). S100A6 geni,
neoplazide kromozomal anormalliklerin sikca meydana geldigi insan kromozomu 1q21'de
bulunur (Heizmann ve dig., 2002). S100 kalsiyum baglayic1 protein ailesinin bir {iyesi olan
S100A6; hiicre i¢i bir protein olarak proliferasyon, apoptoz, hiicre iskeleti dinamikleri ve farkl
stres faktorlerine hiicresel cevap gibi cesitli hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol
almaktadir (Donato ve dig., 2017). Calismalar, SI00A6'nin, karsinogenez ve kanser ilerlemesi
ile iliskili oldugunu gdstermistir. Ornegin, S100A6'n1n kolorektal kanser hiicrelerinde (Duan
ve dig., 2014), pankreas kanseri hiicrelerinde (Nedjadi ve dig., 2007; Nedjadi ve dig., 2009) ve
diger malign tiimor hiicrelerinde (Li ve dig., 2014; Li ve dig., 2015) proliferasyon ve gocii
destekledigine dair kanitlar mevcuttur. Ayrica, SI00A6’nin mide kanser hastalarinin kotii
prognozuyla iligkili oldugu bildirilmistir (Wang ve dig., 2010). Benzer sekilde S100A6'nin
osteosarkom  hiicrelerinin PI3K/Akt sinyal yoluyla proliferasyonunu ve gdcilinil
destekleyebilecegi gosterilmistir (Wang ve dig., 2013). S100A6'nin PI3K/Akt (Li ve dig.,
2014), Wnt/p-katenin (Kilanczyk ve dig., 2012; Chen ve dig., 2015), p38 MAPK (Li ve
dig.,2017) ve NF-kB (Joo ve dig.,2003) sinyali gibi bir dizi sinyallesme yolunda yer aldig

gosterilmistir.

Li ve dig. (2018) , S100A6'in servikal kanser hiicrelerinin proliferasyon ve gogii ile iliskili
molekiiler mekanizmalar {izerindeki etkisini arastirmay1 hedeflemistir. Bu amac¢ dogrultusunda;
S100A6'nin asir1 ekspresyonunun, servikal kanser hiicrelerinde N-kaderin, vimentin, snail ve
twist seviyelerini arttirdigi ve PI3K/Akt sinyal yolunu aktive ettigini bildirmislerdir. Sonug
olarak S100A6'n1in servikal kanser hiicrelerinin malign potansiyelini, 6zellikle PI3K/Akt sinyal
yolunu aktive ederek metastatik yetenegi ve EMT’yi kolaylastirdigini gdstermislerdir. Li ve
dig. (2018) S100A6’nin servikal kanser hiicrelerindeki proliferasyonu destekleyici etkisini
kolorektal kanser (Duan ve dig., 2014), hepatoseliilar karsinoma (HCC) (Hua ve dig., 2011; Li
ve dig.,2014) ve osteosarkomda (Li ve dig., 2015) S100A6’nin etkilerini gosteren dnceki
calismalarla uyumlu sekilde bulmuslardir. Calismada, SI00A 6’ nin servikal kanser tedavisi i¢in
potansiyel bir hedef olabilecegi ileri stiriilmiistiir. S100A6; meme, mide, pankreas, kolon
kanserinde ve melanomda asir1 eksprese edilirken prostat ve oral kanserde ekspresyonu azdir
(Chen ve dig., 2014). Ote yandan, S100A6'in p53 ile kalsiyum bagimli bir sekilde etkilesime
girdigi ve p53 transkripsiyonel aktivitesini arttirdigi boylece p53'in apoptotik etkisini
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kolaylastirdig1 bildirilmistir (Slomnicki ve dig., 2009). S100A6’nin, RAGE'ye baghh JNK
aktivitesini arttirarak hiicre apoptozunu tetikledigi gosterilmistir (Leclerc ve dig., 2007).
Ayrica, S100A6 artisinin karaciger kanseri hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesini etkileyerek
apoptozu arttirdigr boylelikle hiicre canliligini azalttig1 rapor edilmistir (Joo ve dig., 2008).
CacyBP/SIP; S100A6, S100A1, S100A12, S100B ve S100P'ye Ca*? bagimli bir sekilde
baglanan yeni bir hedeftir (Filipek ve dig., 2002). Ning ve dig. (2007) yaptiklar1 ¢calismada,
kalsiyum-baglayict S100 protein ailesi i¢in bir hedef olan CacyBP/SIP'nin asir1 ekspresyonunun
mide kanserinde invaziv yetenegin azalmasina yol a¢tigin1 bildirmistir. Tersine, siRNA aracilt
CacyBP/SIP susturulmasi, hiicrelerin artan invaziv potansiyeli ile karakterize edilmistir. Bu
nedenle, CacyBP/SIP'nin mide kanserinde invazyon ve metastaz ile iliskili oldugu ileri
striilmiistir. Li ve dig. (2017) SI00A6'min nazofarinks karsinomunun (NPC) gelisimindeki
roliiniin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmayr hedeflemislerdir. Bu amacla
yapilan; S100A6'nin susturulmasi, NPC hiicre ¢ogalmasini, p38/MAPK aktivitesini in vitro
olarak 6nemli 6l¢iide azalttigin1 ve NPC ksenograft fare modelinde tiimor biiylimesini inhibe
ettigini gostermislerdir. Buna karsilik, S100A6'nin plazmid transfeksiyonu yoluyla asiri
eksprese edilmesinin, artan NPC hiicre proliferasyonu ve p38/MAPK aktivasyonu ile
sonuglandigini bildirmislerdir. Bu bulgular sonucunda Li ve dig (2017), NPC i¢in potansiyel
bir terapotik hedef olarak S100A6/p38/MAPK sinyalini isaret etmislerdir. Tiroid
karsinomasinda asir1 eksprese edilen S100A6’nin (Ito ve dig., 2005) papiller tiroid
karsinomunun ilerlemesinde ve gelisiminde anahtar rol oynadig1 onerilmektedir (Zhao ve dig.,
2016). Ayrica, S100A6 ekspresyonunun ATC, PTC ile karsilastirildiginda anlamli bir sekilde
azaldig1 rapor edilmistir ve S100A6’nin bu karsinomun ilerlemesi i¢in gerekli olmadigi
belirtilmistir (Ito ve dig., 2005). Dolayisiyla ¢calismamizda MAL lektin uygulamasiyla ATC
hiicrelerinde S100A6 transkriptlerinde meydana gelen artig, anti tiimoral etkinin olugsmasinda
Oonemsiz gibi goriinmektedir. Ancak, S100A6 ekspresyonunun ATC hiicrelerindeki rolii ile

ilgili kesin bir yargiya varmak i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiyac vardir.

8505C anaplastik tiroid kanseri hiicre hattina MAL uygulanmasi sonrasinda elde edilen
transkriptom analiz sonuglarinda DLG2 (Disks Large Homolog 2)’nin kontrol grubuna kiyasla
anlamli sekilde arttig1 saptanmigtir. DLG, membran guanilat kinazlar veya MAGUK lar olarak
bilinen molekiiler iskele proteinleri ailesine ait multi-PDZ domaini igeren bir proteindir
(Roberts ve dig., 2012). Drosophila'daki DLG'nin genetik analizleri, epitel hiicrelerin apiko-

bazal polaritesinin yani sira asimetrik hiicre boliinmesi ve invazyon gibi diger polarite
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islemlerinin diizenlenmesi de dahil olmak iizere bir¢ok biyolojik islemde DLG’ye rol
tanimlamaktadir (Oliva ve dig., 2012). DLG fonksiyonunun bozulmasi kontrolsiiz epitel hiicre
proliferasyonuna ve neoplastik transformasyona yol acar (Woods ve Bryant, 1989), bu durum
DLG'nin potansiyel bir timdr baskilayici olarak islev gordiigiinii ortaya koyar (Bilder ve
Perrimon, 2000). Drosophila’da bulunan tek DLG geninin aksine, memelilerde DLG1-4 olmak
tizere dort adet DLG tanimlanmistir (Roberts ve dig., 2012). DLG1, DLG4 ve GPCR'ler gibi
PDZ alani igeren proteinler arasindaki fonksiyonel etkilesimler, kanser dahil bir¢cok hastalikla
iligkilidir (Dunn ve Ferguson, 2015). Bu bilgi 1518inda, “Multi-species Prediction” (IMP) veri
tabanini kullanarak DLG2'nin de GPCR sinyal yolunda bulundugunu géstermislerdir (Shao ve
dig., 2019). Bu nedenle, DLG2'nin tiimor baskilayict fonksiyonuna, kismen GTPaz sinyal
yolunu modiile ederek aracilik etmesinin, muhtemel oldugu ileri siiriilmiistiir. DLG2’yi kemik
timori baskilayicisi olarak tanimlayan Shao ve dig. (2019) DLG2’nin GTPaz sinyalinin ve 3D
doku Kkiiltiirii modelinde proliferasyon ve hiicre dongiisiiniin diizenleyicisi oldugunu
bildirmislerdir. Retinoik Asit Reseptor Yanitlayici 1 (RARRES1), kanserde ve yaslanan normal
hiicrelerde siklikla susturulmus olan bir karboksipeptidaz inhibitorii ve tiimor baskilayicisidir
(Wu ve dig., 2006). Prostat epitel hiicresi olan PWR-1E’de RARRES1 knockdown, hiicre-hiicre
baglantilarinda iskele gorevi goren bir neoplastik tiimor baskilayici olan DLG2’nin artis ile

sonuclanmistir (Sahab ve dig., 2010).

DLG2 homologunun, bobregin iyi huylu bir tiimdrii olan onkositomda arttig1 gosterilmistir ve
bu nedenle onkogen olarak kabul edilmistir (Zubakov ve dig., 2006). DLG2’nin yeni izoformu
Renal onkositom (RO)'da yiiksek oranda ifade edilirken diger bobrek tiimérlerinde ve normal
bobrek dokularinda diisiik ekspresyon seviyesi gostermektedir. Zubakov ve dig. (2006)
DLG2'nin yeni izoformunun RO’da molekiiler bir belirteg olarak umut verici aday bir gen
oldugunu ileri siirmiislerdir. Ortak kirilgan bolgeler (“Common Fragile Sites”, CFS), 6nemli
timor baskilayicilart oldugu bilinen son derece biiylik genleri kapsayan, siddetli genomik
kararsizligt olan biiylik bolgelerdir. Bu bolgelerin  farkli  kanserlerde delesyonlar,
translokasyonlar ve diger degisiklikler i¢in sicak noktalar oldugu bulunmustur. Gao ve dig.
(2014) orofaringeal skuamoz hiicre karsinomunda (OPSCC) alt1 bilyiik CFS geninin (PARK2,
DLG2, NBEA, CTNNA3, DMD ve FHIT) ekspresyonlarinin azalmasinin tiimor niiksiiyle
iligkili oldugunu ve bu genlerin, OPSCC'de tiimor niiksiinii 6ngérmede potansiyel prognostik

belirtecler olabilecegini 6nermislerdir. Bu farkli fonksiyonel bulgulara ragmen, ¢aligmamizda
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ortaya ¢ikan anti-timoral etki, anaplastik tiroid kanserinde DLG2’nin tiimor baskilayict

fonksiyonuna atfedilebilir.

8505C anaplastik tiroid kanseri hiicre hattina MAL uygulanmasi sonrasinda elde edilen
transkriptom analiz sonuglari SLC35F2 (Solute Carrier Family Member 35 F2)’nin kontrol
grubuna kiyasla anlamli sekilde arttigimi ortaya koymaktadir. SLC35F2 geni, Ras onkogen
ailesinin bir iiyesi olan RAB39'a yakin olan 11q22.3 kromozomu iizerinde bulunur (Bu ve dig.,
2011). Niikleotid seker tasiyici proteinini kodlayan SLC35 geni, 320-400 amino asit bakiyeden
olusan bir hidrofobindir. SLC35A-F olmak {iizere 6 iiyesi vardir. SLC35F2, metabolitler,
kofaktorler, vitaminler, besinler, iyonlar ve ilaglar gibi her tiir substratin tasinmasinda yer alan
membran bagli tasiyicilarin bir iist ailesi olan ¢6ziinen tasiyici ailesine aittir (He ve dig., 2018).
SLC35F2'min NSCLC dokularinda yiliksek oranda eksprese edildigini ve patolojik evre ile
iligkili oldugunu ortaya koyan Bu ve dig. (2011) SLC35F2’nin NSCLC i¢in yeni bir terapotik
hedef olabilecegini ortaya koymuslardir. Li ve dig. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada
SLC35F2 susturulmasi sonucunda akciger kanseri H1299 hiicre hattinda proliferasyon hizinin
azaldig1 bildirilmistir. Bunun nedenini, hiicrelerin i¢inde niikleotid sekerinin ters taginmasi
sonucunda ¢ogalma i¢in gerekli materyallerin sentezinin kisitlanmasi olabilecegi yoniinde
aciklamiglardir. SLC35F2 geninin inhibe edilmesinden sonra hiicrelerin gé¢ ve invazyon
kapasitelerinin azaldigi; bu sebeple SLC35F2'nin, akciger kanseri hiicrelerinin periferik
dokulara go¢iinde ve invazyonunda Onemli bir rol oynadigimi belirtmislerdir. YM155
(sepantronyum bromid), NSCLC, metastatik meme kanseri ve Hodgkin olmayan lenfoma dahil
olmak tizere gesitli maligniteler i¢in klinik olarak degerlendirilen in vitro ve in vivo anti-timor
aktivitesine sahip kiigiik molekiillii bir ajandir (Tolcher ve dig., 2008). YM155’in, SLC35F2'nin
ekspresyonuna ve ilag alma aktivitesine bagl olarak interkalasyon yoluyla DNA hasarina yol
actigr bildirilmistir (Winter ve dig, 2014). Bu gen-ila¢ etkilesiminin, yliksek seviyelerde
SLC35F2 ekspresyonu olan tiimor hiicrelerine giivenli ve spesifik bir DNA hasar1 hedefleme

stratejisi saglayabilecegini onermislerdir (Winter ve dig., 2014).

SLC35F2'nin, PTC dokularinda hem protein hem de mRNA ekspresyon seviyesinin bitisik
normal dokularla karsilastirildiginda belirgin sekilde fazla oldugu bildirilmistir. SLC35F2'nin
yiiksek ekspresyonunun PTC'li hastalarda lenf nodu metastazi ile iliskili oldugu ¢alismanin bir
diger sonucudur. CRISPR/Cas9 aracili SLC35F2 knockout, hiicre cogalmasi, gé¢ ve invazyon

dahil olmak iizere PTC'nin tiimdrijenik Ozelliklerini zayiflatmistir. SLC35F2, transforme
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biiyiime faktorii B tip I reseptoriinii (TGFBR1) ve apoptoz sinyal diizenleyicisinin (pASK-1)
fosforilasyonunu hedef alarak, PTC hiicrelerinin ¢ogalmasin1i ve go¢iinii hizlandirdigi,
boylelikle MAPK sinyal yolunu aktive ettigi rapor edilmistir. Yapilan bu calisma, yeni
tanimlanan SLC35F2/TGFBR1/ASK-1 eksenininin insan PTC hiicrelerinde MAPK yolu
aktivasyonuna aracilik eden hiicresel mekanizmalar hakkinda yeni bir bakis agis1 saglamakla
birlikte PTC igin yeni, potansiyel bir terapotik hedefi temsil etmektedir (He ve dig., 2018).
Sodyum iyodiir simporter1 olan SLC5A, tiroid hormonu biyosentezini kolaylastirmak igin iyot
anyonunun (I7) tiroid folikiiler hiicrelere tasinmasina aracilik eder (Smanik ve dig., 1996).
SLC5A'n1in gen polimorfizmi, farklilasmis tiroid kanseri riskini ortaya koymustur (Al-Rasheed
ve dig., 2015). Hu ve dig. (2006), SLC5A8'in hipermetilasyonunun, PTC'de tiimdrlerin ileri
evresi ile iliskili oldugunu bulmuglardir. Ayrica, SLC5A8'in metilasyonu, PTC gelisimi
sirasinda en sik goriilen genetik olay olan BRAF V600E mutasyonuyla iligkilidir (Porra ve dig.,
2005). Tiroid kanserinin farkl tiirlerinde yapilan ¢aligsmalar, ele alinan ayn1 molekiiliin PTC ve
ATC’de farkl etkilere neden oldugu bilinmektedir (Ito ve dig., 2005). Her ne kadar, MAL
uygulanmasi sonucu ATC hiicrelerinde SLC35F2’nin artis1 anti-timoral etkiyi desteklemiyor
gibi dursa da, SLC35F2’nin ATC hiicrelerindeki rolii ile ilgili arastirmalarin detayli olarak

yapilmas1 gerekmektedir.

8505C anaplastik tiroid kanseri hiicre hattina MAL uygulanmasi1 sonrasinda elde edilen
transkriptom analiz sonuglart ATP1AL (AL136376.1)’in kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde
arttigin1 gostermektedir. Na/K-ATPaz (NKA), ti¢ tip polipeptit (o ve B alt birimleri ve FXYD
proteinleri) igeren P tipi ATPaz ailesinin en belirgin iyesidir. Insanlarda dért farkli o izoformu
(ATP1A1-1A4) ve i¢ farkli B izoformu (ATP1BI1-1B3) tanimlanmistir (Mijatovic ve dig.,
2007a; Mijatovic ve dig., 2007b). Spesifik olarak, hidrolize edilmis ATP molekiilii basina bir
hiicreye ii¢ Na iyonu ve iki K iyonu pompalayarak plazma zarinda bir elektrokimyasal gradient
olusturur. Ek olarak, NKA, hiicre baglantilarinda, adezyonda, hareketlilikte ve sinyal iletiminde
rol oynayan ¢ok islevli bir proteindir (Xie ve Askari, 2002; Rajasekaran ve Rajasekaran, 2003).
Na*/K*-ATPaz ayrica bir sinyal iletici reseptorii olarak da islev gorebilir ve bu sinyal iletiminin
islevi ¢cogunlukla al alt linitesine (ATP1A1) atfedilir (Li ve dig., 2011; Lan ve dig., 2019).
NKA’nin, ¢esitli insan kanserlerinde anormal ifadesi ve etkinligi goz oniine alindiginda, anti-
kanser tedavisinde yeni bir hedef olarak diisiiniilebilir (Shen ve dig., 1978; Yang ve dig., 2014).
Bununla birlikte, NKA alt birimlerinin diizenlenmesi kanserler arasinda degismektedir; bu

nedenle, tiimor gelisimindeki rolii belirsizligini korumaktadir.
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Zhuang ve dig. (2015), insan HCC o6rneklerinde NKA a alt birimlerinin ekspresyon Oriintiisiinii
tanimlamay1 ve bu alt birimleri HCC tedavisi i¢in potansiyel hedefler olarak degerlendirmeyi
amaclamislardir. Oncelikle, ATP1A1 gen ekspresyonunun HCC &rneklerinde bitisik normal
dokulara gore daha fazla oldugunu gostermislerdir. Bunun yaninda, ATP1Al ekspresyonunun
azaltilmasinin, insan HCC hiicrelerinde proliferasyonu ve gocii belirgin sekilde diisiirdiigli ve
tiimoral 6zellikleri baskiladig1 ortaya koyulmustur. p53'iin aktivasyonunun oksidatif strese bir
cevap niteligi tasidigi ve hiicre dongiisii kontrol noktasi diizenlemesi i¢in kritik oldugu
bilinmektedir (Pflaum ve dig., 2014). ATP1A1 azalmasinin hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin
birikmesine neden oldugunu bdylece, artan ROS iiretiminin, p53 aktivasyonunun ATP1A1l
susturulmus hiicrelerde proliferasyondaki azalmanin mekanizmalarindan biri olabilecegi
sonucuna varilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, Zhuang ve dig. (2015) ATP1Al'in HCC
gelisiminde 6nemli bir rol oynadigin1 ve HCC tedavisi i¢in potansiyel bir hedef oldugunu
onermislerdir. ATP1A1 ekspresyonu farklt tiimor tiplerinde degismektedir. ATP1A1l
ekspresyonu genellikle akciger, karaciger kanseri, glioblastoma ve melanom gibi kanser
tiirlerinde artmaktadir (Mijatovic ve dig., 2007; Lefranc ve dig., 2008; Mathieu ve dig., 2009;
Zhuang ve dig., 2015). Ote yandan ATP1A1'in ekspresyonu, prostat karsinomunda, normal ve
hiperplazi gosteren prostat bezlerinden énemli 6lgiide diistiktiir. ATP1AL'in azalmasi, prostat
karsinomunda NKA aktivitesinde bir azalmaya yol agmaktadir (Mobasheri ve dig., 2003). Ek
olarak kolorektal kanserde (Sakai ve dig., 2004) ve renal karsinomada (Zhang ve dig., 2017b)
da ATP1A ekspresyonu diisiiktiir.

Lan ve dig. (2019) tarafindan yapilan ¢caligmada anti-kanser ajan olarak bilinen bufalinin (Takai
ve dig., 2012) potansiyel hedefinin ATP1A1 olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bufalin tarafindan
diizenlenen ATP1A1 ve p53 sinyal aracili mitokondriyal apoptotik yolaklar: hedef alan
tedavilerin, insan glioblastoma malignitesi i¢in potansiyel tedavi yaklasimi olabilecegi
vurgulanmistir. Benzer sekilde baska bir calismada, perilil alkoliin glioblastoma hiicre hattinda
NKA ve Src aktivasyonunun baskilanmasiyla ATP1A1l hedefli bir anti-tiimor etki
mekanizmasina sahip oldugu agiklanmistir (Garcia ve dig., 2015). Zhang ve dig. (2017b)
tarafindan yapilan bir ¢calisma ATP1A1 mRNA'sinin RCC'de azaldigin1 ve ATP1A1'in azalmasi
ile yiiksek RCC tiimor dereceleri ve hastanin kotii prognozu ile iliskili oldugunu ortaya
koymustur. Bu baglamda, ATP1A1 pozitif olan RCC hastalarinin, ATP1A1 negatif hastalardan
daha uzun sag kalim siiresine sahip oldugu gosterilmistir. ATP1A1'in ylikselisinin, muhtemelen

ROS iiretimini artirarak RCC hiicre ¢ogalmasini ve hiicre gociinii inhibe ettigi, ATP1A1 aracili
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Raf/MEK/ERK sinyal yolunu baskilayarak hiicre apoptozunu indiikledigi gdsterilmistir. Bu
bulgular ATP1A1’in RCC'de tiimor baskilayicit olarak rol istlendiginin dogrudan kaniti
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu nedenle, ATP1A1’i anti-tiimdr ilact gelistirmek veya terapi
verimliligini izlemek icin umut verici bir timor belirteci olabilecegini ileri siirmiislerdir.
Yukaridaki bilgiler, ATP1A1’in farkli kanser tiirleri i¢in farkli fonksiyonlarina atfetmektedir.
ATC hiicrelerine MAL uygulanmasiyla artan ATP1A1’in Seviyesi ve saptanan anti-tiimoral etki
g0z Ontine alindiginda, ATP1A1’in bu hiicrelerde de malign karakterlerin baskilanmasinda rolii
olabilecegi diisiiniilebilir. Ancak daha kapsamli c¢alismalarla etki mekanizmasi

aydinlatilmalidir.

8505C anaplastik tiroid kanseri hiicre hattina MAL uygulanmasi sonrasinda elde edilen
transkriptom analiz sonuglart CTNNAS3’lin kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde arttigini
ortaya koymaktadir. Alfa-kateninler, polarize olmus hiicrelerin (6rn., Epitelyal hiicrelerin),
zonula aderens baglantilarinda bulunan bir transmembran hiicre adezyon molekiil ailesi olan
klasik kaderinlerin sitoplazmik domaini ile iliskili proteinlerdir. Fare ve insanda eksprese edilen
ic a-katenin izoformu vardir: aE-katenin (CTNNAL), aN-katenin (CTNNA2) ve aT-katenin
(CTNNAZ3). Alfa-kateninler, ii¢ vinkulin homoloji domaini, N-terminal B-katenin baglama
bolgesi ve F-aktin ile etkilesime giren bir C-terminal domaini igerir ve kaderin/B-katenin
kompleksinin aktin hiicre iskeleti ile baglantisin1 kolaylastirir (Kobielak ve Fuchs, 2004).
Normal epitelde bol miktarda bulunan ve kanserlerde azalan (Kobielak ve Fuchs, 2004)
adezyon-baglant1 proteinlerinin karsinogeneze ve birgok kanser tiirliniin metastazina katki
sagladigi bilinmektedir (Perez-Moreno ve dig., 2003). Zonula aderens, transmembran E-
kaderin, B-katenin ve a-katenin tarafindan olusturulur (Kobielak ve Fuchs, 2004). Alfa-katenin,
aktin hiicre iskeleti ile yapisma baglantilarini biitlinlestirir ve hiicreler arasi yapismayi tesvik
edebilir (Kobielak ve Fuchs, 2004). Alfa-kateninin, miyeloid 16semi (Liu ve dig, 2007),
glioblastoma (Ji ve dig., 2011), deri kanseri (Schlegelmilch ve dig., 2011) ve meme kanserinde
(Piao ve dig., 2014) timor baskilayici olarak iglev gordiigii rapor edilmistir. Alfa-kateninin
izoformlarindan biri olan CTNNAS ise siklikla laringeal karsinomlarda (Fanjul-Fernandez ve
dig., 2013) mutasyona ugrar ve mesanenin iirotelyal karsinomunda diisiik miktarda eksprese
edilir (Meehan ve dig., 2007). He ve dig. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada CTNNA3 iin,
HCC hiicre hatlarimin ¢ogalmasini, gogiinii ve invazyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu
hiicrelerde, CTNNA3, Akt sinyalini inhibe etmistir, proliferatif hiicre niiklear antijenini

(PCNA) ve bir matriks metalloproteinazi olan MMP-9'u azaltmistir ve hiicre dongiisii inhibitorii
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olan p21Cipl/Wafl'i arttirmistir. Hiicre disi matriksin ve bazal membranlarin proteolitik
yikiminda 6nemli bir rol oynayan MMP-9, Akt sinyal yollariyla artirilabilir (Chen ve dig.,
2012). Bu nedenle, CTNNA3’lin, Akt sinyal yoluyla MMP-9'u inhibe ederek invazyonu
Onledigi ortaya konmustur. Calismanin bir diger sonucu ise CTNNA3’iin miRNA-425
tarafindan inhibe edildigidir. CTNNA3"in tiimor baskilayici islevi ve miRNA-425'in onkogenik
islevi, nude farelerde HCC hiicre ksenografinda dogrulanmistir. Dolayisiyla miRNA-
425/CTNNA3 ekseninin, HCC'nin altinda yatan mekanizmalar hakkinda fikir vermesi ve

HCC'nin potansiyel terapdtik stratejisine katkist agisindan énemli oldugu vurgulanmistir.

Fanjul-Fernandez ve dig. (2013) CTNNA2 ve CTNNAS3'in larinks karsinomlarda siklikla
mutasyona ugramis tiimor baskilayici genler oldugunu bildirmistir. Larinks kanseri hastalarinda
bu genlerdeki mutasyonlarin, her iki a-katenin proteininde de fonksiyon kaybina neden olarak,
goc ve invazyon kabiliyetinin artmasina neden oldugunu gostermislerdir. Bu nedenle, o-
kateninler ve bunlarla iliskili yollar, larinks karsinomlarinin gelecekteki tedavisine katkida
bulunabilecek stratejilerin gelistirilmesi i¢in yeni aday hedefler olarak gosterilmistir. Ayrica,
CTNNABS periferik sinir kilifi timorlerinde de yeni bir tiimdr siipresor gen olarak tanimlanmistir
(Stahn ve dig., 2016). Bu bulgular dogrultusunda, ATC hiicrelerine MAL uygulanmasi sonucu
olusan anti-proliferatif etkinin artan CTNNA3’den kaynaklandig1 sonucuna varilabilir. Bununla
birlikte, yapilan ¢aligmalarda ATC hiicrelerinde MMP-9 varligina isaret edilmektedir (Kaptan
ve dig., 2017) ve MAL uygulanmasi sonucu ATC hiicrelerinde arttigini tespit ettigimiz
CTNNA3, muhtemelen MMP-9’u baskilayarak daha onceki ¢aligmalarda ortaya konan anti-

invaziv etkinin sebebi olarak gosterilebilir.

Sonuglarimiz, 24 saat stireyle MAL’ye maruz kalan anaplastik tiroid hiicre hattinda MTRNR2L1
(humanin like-1)’in anlaml olarak arttigin1 gostermektedir. Bu gen, insan proteinini kodlayan
mitokondriyal MTRNRZ2 geninin sayisiz niiklear kopyasindan biridir (Bodzioch ve dig., 2009).
Bu niiklear kopyalar hakkinda ¢ok az sey bilinmesine ragmen, bazi arastiricilar mitokondriyal
humaninin insiilin direnci ile baglantili oldugunu bildirmistir (Kuliawat ve dig., 2013). Bu gen
ailesi, olduk¢a benzer kii¢iik salgilayict 21-24 amino asitlik peptidleri kodlar. Baslangigta
Alzheimer hastalig1 baglaminda hayatta kalma faktorleri olarak tanimlanirken (Hashimoto ve
dig., 2001), hiicreleri oksidatif stres, aclik ve hipoksiden korudugunu gosteren caligmalar da
mevcuttur (Yen ve dig., 2013). Baska bir ¢alisma pro-oksidan (6rn. Fe/Asc) ve pro-inflamatuar
(6rn. LPS) wuyaricilarimin  Caco-2/15 hiicrelerinde  MTRNR2L1 mRNA ekspresyonunu
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indiikledigini gostermistir. Bu nedenle, hiicredeki potansiyel humanin benzeri 1’in rolii,
oksidatif stresin enterositler tizerindeki olumsuz etkilerini hafifletme girisimini temsil edebilir
(Veilleux ve dig., 2015). MTRNR2L1in islevi hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur ve yumurtalik
kanserinin bir tipi olan yiiksek derece serdz kanser (HGSC) ile iligkisi simdiye kadar
saptanmamistir. Ancak, MTRNR2L1’in ekspresyonu yumurtalik kanserinde 2-5 yil ve 5-10 yil
hayatta kalma siirelerine sahip gruplarda uzun siireli hayatta kalan gruplara gére 6nemli 6l¢iide
azaldig1 gosterilmistir (Engqvist ve dig., 2018). Veilleux ve dig. (2015) tarafindan yapilan
calisma, siddetli obez deneklerinin bagirsaklarinda insiilin direnci ile diizenlenen genleri tespit
etmeyi hedeflemistir. Humanin-benzeri 1 proteini kodlayan MTRNR2L1 geninin mRNA'sinin,
insiiline direngli deneklerin bagirsaklarinda insiiline duyarli deneklerin bagirsaklarina kiyasla
arttigr gosterilmistir. Quan ve dig. (2015), Kaposi’nin sarkoma herpes viriisii (KSHV) ile
enfekte lenfoma hiicrelerinde KSHV miRNA'lar1 tarafindan diizenlenen hedef genleri
tanimlamay1 amaclamistir. Bu calismada, IPO5, EDA, NT5C3, WSB1, KCNS1, PRAM1 ve
MTRNR2L6 dahil olmak tizere KSHV miRNA'larin toplam 7 potansiyel hedef geni
tanimlanmustir. Bunlar arasinda, EDA, IPO5 ve MTRNR2L6, bircok KSHV miRNA tarafindan
diizenlenmistir. Bu sonuglari, KSHV ile enfekte lenfoma hiicrelerinin patogenezinin detayl
anlagilmasimi gelistirmesi ve ilerideki deneysel calismalar icin teorik bir temel saglamasi
acisindan onem tasidig belirtilmistir. Bu genin islevselligi ile ilgili bilgi olduk¢a smirlidir.
Dolayisiyla calismamizda MAL uygulanmis 8505C hiicrelerinde bu genin transkriptlerindeki
artis, MAL uygulamasinin yarattig1 strese hiicrenin verdigi tepki olarak diistiniilebilir. Ancak,
MAL uygulamasi sonucu pek ¢ok hiicresel siirecin etkilenmesi sonucu MTRNR2L6’deki artis

yine de anti-proliferatif etkinin oniine gegemedigi seklinde agiklanabilir.

Yapilan transkriptom analiz sonuglar1 24 saat siireyle MAL’ye maruz kalan anaplastik tiroid
hatt1 hiicrelerinde ACTG-1 (y-actin-1) ekspresyonunda anlamli bir artis oldugunu
gostermektedir. Aktinler, diger fonksiyonlarinin yani sira hiicre hareketliliginde ve hiicre
iskeletinin korunmasinda rol oynayan yiiksek oranda korunmus proteinlerdir (Herman, 1993).
Omurgalilarda a,  ve y olmak iizere ii¢ ana aktin izoformu tanimlanmustir. Alfa-aktinler kas
dokularinda bulunur ve kasilma biriminin ana bilesenidir. Ote yandan B- ve y-aktinler ise hiicre
tiplerinin ¢cogunda bulunurlar, hiicre iskeletinin bilesenleri ve hiicre hareketliliginin aracilari
olarak gorev alirlar. ACTG1'in ekspresyonundaki degisimlerin isitme kaybi ve kanser gibi
hastaliklarla olan iliskisini ortaya koyan calismalar bulunmaktadir (Chou ve dig., 1987). Isitsel

hiicrelerde, ACTG1'deki ¢oklu mutasyonlarin dominant ilerleyici sagirlikla iligkili oldugu
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gosterilmistir (Zhu ve dig., 2003; Kruth ve dig., 2012). ACTGI1 null farelerde yapilan bir
arastirma, ACTG]1 eksikliginin biiylime bozukluguna ve hiicre canliliginin azalmasina yol
actigint gostermistir (Bunnell ve dig., 2010). Bunun yan1 sira, Shum ve dig. (2011), SH-EP
noroblastom hiicrelerinde ACTG1 knockdown, yara iyilesmesinde ve transwell gogiinde
belirgin bir diisiise yol a¢tigin1 gostermistir. Ek olarak, arastiricilar, Rho ile iliskili kinaz
(ROCK) inhibitorii olan Y-27632 ile ACTG1 knockdown hiicrelere uygulanmasi, gog¢ etme
kabiliyetini eski haline getirdigi, boylece ACTG1'in ROCK aracili hiicre gogiiniin bir yukari
akis regiilatorii oldugunu ileri siirmiiglerdir. Ayrica, ACTG1'in asir1 ekspresyonunun H1299 ve
HepG2 hiicrelerinde kanser hiicresi gogiinii arttirdigini gostermistir. Luo ve dig. (2014)
tarafindan yapilan bir ¢alisma, hiicre go¢iinde ¢ok 6nemli oldugu bilinen ankirin tekrar ve PH
domain 3 (ASAP3)’lin (Ha ve dig., 2008) kaybinin, ACTG1 ’in stabilizasyonunu bozarak hiicre
goclinli/invazyonunu baskiladigint bildirmistir. ASAP3'in hiicre gogiinii ACTG]1 {izerinden
kontrol ettigini gosteren bu ¢alisma, kanser hiicresi gocii ve invazyonunu hedefleyen ilaglarin

gelecekteki gelisimine yardimci olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Luo ve dig., 2014).

Alkol tiikketimi, HCC gelismesi ic¢in bir risk faktoriidiir, bununla birlikte alkol ve HCC
arasindaki iligki bilinmemektedir. Gao ve dig. (2019) tarafindan yapilan ¢aligma bu hastaligin
patolojisinin mevcut anlayisint gelistirmek ve alkolle iligkili HCC baglantili anahtar genleri
tanimlamay1 amacglamistir. ACTG1 ve TLR3’lin, alkol kaynakli HCC ig¢in biyobelirtegler
olabilecegini gdstermislerdir. Ozellikle, bu calisma DEG (farklilasmis gen ekspresyonu) ile
iliskili miRNA'larin alkol kaynakli HCC tedavisinde potansiyel hedef olarak kabul
edilebilecegini onermistir. ACTG1 ve TLR3'in miRNA-6819-3P ve miRNA-6877-3P hedefleri
oldugu one siirtilmistiir. Ek olarak, miRNA-6819-3P ve miRNA-6877-3P'nin ekspresyon
seviyelerinin alkolle iligkili olmayan HCC dokularina kiyasla alkolle iliskili HCC'de daha
yiiksek oldugu go6zlenmistir, miRNA-6877-3P'nin yiikselisinin, miRNA-6819-3P'nin
yiikselisiyle karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ek olarak, ACTG1 ve
TLR3’iin, VEGF ve VEGFR sinyallesmesini, proteoglikan sindekan aracili sinyallesmeyi, erbB
reseptor sinyallesmesini ve 1 integrin hiicre ylizeyi etkilesimlerini diizenleyebilecegi ayrica
bagisiklik tepkisi ve niikleik asit metabolizmasinda da islev gorebilecegi belirtilmistir. Bu
calismanin sonuglari, miRNA-6819-3P ve mIiRNA-6877-3P'nin ACTG1 ekspresyonunu
arttirdigini ve TLR3'lin baskilandigini gostermistir. Dahasi, ACTG1'in deri kanseri dokusunda
ekspresyonunun yiiksek oldugu rapor edilmistir ve ROCK sinyal yoluyla A431 hiicre
¢ogalmasimi ve gogiinii diizenleyebilecegi bildirilmistir (Dong ve dig., 2018). ACTGL1'in
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NSCLC’de miRNA-145-5P hedef geni oldugu Ongoriilmiistiir (Gan ve dig., 2017). Ayrica
ACTG1 ve MMPI14, kolorektal kanser hiicrelerinde miRNA-10a'nin hedefleri olarak
dogrulanmistir; ACTG1 ve MMP14'iin ektopik ekspresyonu, hiicre yapigmasi ve anoikis direng
aktivitesindeki azalmalar1 geciktirebilir (Liu ve dig., 2017). Ayrica HBx kaynakli HCC'de
ATCG1'in insan karaciger dokularinda ekspresyonunun fazla oldugu bildirilmistir (Sun ve dig.,
2007). Yan ve dig. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada ACTG1’in, HCC hiicre dongiisiinii
diizenleyerek cogalmay1 destekledigi ve apoptozu inhibe ettigi gosterilmistir. RRAD, ACTGl1
down regiilasyonuna yol agarak HCC'de aerobik glikolizi inhibe etmistir ve in vivo timor
bliylimesini geciktirmistir. ACTG1, bitisik normal dokulara kiyasla HCC dokularinda asiri
eksprese edilirken, RRAD ekspresyonu timor dokularinda diisiiktiir. Diisitk RRAD ve yiiksek
ACTGI seviyeleri ileri tiimor evresi ile anlamli olarak iliskilidir. Dolayisiyla yiiksek RRAD ve
diisik ACTG1 ekspresyonu olan HCC hastalarinin daha iyi prognoza sahip olabilecegi
belirtilmistir. RRAD'm, HCC'de glikoz metabolizmasini Glukoz tasiyicist (GLUT1)’1 inhibe
eder, (Warburg etkisini azaltir) ve ACTG1 ekspresyonunu asagi diizenleyerek, hiicre
proliferasyonunu azaltmasi, hiicre dongiisiinii durdurmasi ve apoptozu artirmast RRAD’a
timor baskilayicr bir rol kazandirir. Bu bulgular, potansiyel HCC tedavisi i¢in yeni bir yol
gostermektedir (Yan dig., 2019). Ancak, ¢calismamizda MAL uygulamasiyla ATC hiicrelerinde
tespit ettigimiz anti-proliferatif ve daha 6nceki ¢aligmalarda gosterilen anti-invaziv sonuglar ile
artan ACTGI transkript miktar1 uyumlu goziikmemektedir. Ancak, tartismamizin genel
iceriginde de vurguladigimiz lizere farkli kanser tiirlerinde hatta ayn1 dokudan koken alan farkl
tipteki kanser hiicrelerinde dahi ayn1 gen farkli fonksiyonlara sahip olabilmektedir. Bu genin
8505C hiicrelerindeki etkinligi hakkinda net bir yorum yapabilmek i¢in daha fazla bilgiye ve

deneysel ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Yapilan transkriptom analiz sonuglar1 24 saat siireyle MAL’ye maruz kalan anaplastik tiroid
hatt1 hiicrelerinde Anneksin A2 Pseudogen 3 (ANXA2P3) ekspresyonunda anlamli bir artig
oldugunu gostermektedir. Pseudogenlerin baslangigta “genomik fosil” veya junk genes olarak
goriilmesine ragmen (Proudfoot, 1980; Zhang ve dig., 2003) son zamanlarda yapilan
arastirmalar, pseudogenlerin, 6zellikle insan kanserlerinin ilerlemesinde (Xiao-Jie ve dig.,
2015) rol oynamasinin yani sira patolojik ve fizyolojik siire¢lerde de ¢ok katmanli biyolojik
fonksiyona sahip oldugunu gostermistir (Groen ve dig., 2014). Oyle ki, ¢cok sayida pseudogen
ekspresyonlarinin dokuya ve kansere 6zgii oldugu bildirilmistir (Shi ve dig., 2016). Bu

baglamda pseudogenler, tiimor hiicrelerinin hem transkripsiyonunda hem de post-
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transkripsiyonunda diizenleyici rol oynayabilir. Ornegin, HCC hiicrelerinde diisiikk miktarda
eksprese edilen PTENP1 adi verilen pseudogenlerden birinin, ana geni olan PTEN hiicresel
seviyelerini diizenleme kabiliyetinden dolay1 anti-karsinom 6zelligi gostermistir (Chen ve dig.,
2015). ANXA2 geni, birgok neoplastik siireglerde rol alan kalsiyum bagimli fosfolipid baglayici
bir proteini kodlar. Gliomada ANXA2 ekspresyonu tiimor dokusunda neoplastik olmayan
dokulardan daha yiiksektir, mezenkimal ve metastatik glioblastoma fenotipi ile baglantilidir
(Maule ve dig., 2016). ANXA2 ekspresyonunun, glioma hastalarinin sag kalimi ile pozitif olarak
iliskili oldugu bildirilmistir (Reeves ve dig., 1992; Gao ve dig., 2013). Ek olarak, ANXA2'nin
asir1 ekspresyonu, cogalma ve adezyon yerine (Tatenhorst ve dig., 2006) glioma anjiyogenezi,
in vitro go¢ ve invazyona baglanmistir (Gao ve dig., 2015; Onishi ve dig., 2015; Maule ve dig.,
2016). Kemirgen beynindeki glioma ilerlemesini inceleyen arastirmacilar, ANXA2 knockdown
grubunda tiimor biyiikligliniin azaldigmi ve timor ilerlemesinin yavasladigini rapor
etmislerdir (Zhai ve dig., 2011). Li ve dig. (2017) tarafindan yapilan ¢alisma, diffiiz gliom
hastalarinda tanisal veya terapotik stratejiler icin uygun biyobelirtegler olarak bazi
pseudogenleri bulmay1 hedeflemistir. Bu amag¢ dogrultusunda ilk olarak, gen ekspresyon
profiline dayanarak diferansiyel eksprese edilmis pseudogenler belirlenmis ve diffiiz
gliomalarda belirgin ifadesi olan bazi pseudogenler secilmistir. Ardindan klinik 6nemi ortaya
cikarmak i¢in, bu pseudogenlerin ekspresyonunun glioma hastalarinin genel sag kalim ve
kemoradyoterapi sonucu ile olan iliskisini incelemislerdir. Sonuglar, ANXA2-P1, ANXA2-P2,
ANXA2-P3 ve ANXA2 ekspresyonunun gliomada dnemli dl¢lide arttigini gostermistir. ANXA2-
P1, ANXA2-P2 ve ANXA2-P3 sirastyla 4., 9. ve 10. kromozomlara yerlestirilen tic ANXA2
pseudogenidir. Ek olarak, ANXAZ2'nin ekspresyon seviyesinin, ANXA2 pseudogenlerinin
ekspresyonu ile pozitif bir korelasyon sergiledigi gosterilmistir. Bunun yaninda, yiliksek
derecede eksprese edilmig ANXA2 ve ANXAZ2 pseudogenlerinin, glioma hastalarinin kotii sag
kalim sonuglart ile iliskili oldugu ortaya koyulmustur. ANXA2 ve ANXA2 pseudogenlerinin
diisiik ekspresyonunun, kemoterapi ve radyoterapi alan hastalarda sag kalimin uzatilmasina
katk1 saglayabilecegi belirtilmistir. Bu nedenle ANXA2 pseudogenlerinin ve ANXA2'nin
gliomalarin tani, prognoz ve hedef tedavisi i¢in yeni biyobelirtegler olarak kullanilabilecegi
Onerisi sunulmustur. Hayatta kalma ile iliskili pseudogenleri belirleyen Gao ve dig. (2015)’in
yaptigi siniflandirmada SP3P, ANXA2P3, PTTG3P, LPAL2, CLCA3P ve TDH’yi ortaya
koymustur. ANXA2P3 ekspresyonunun 8505C hiicrelerinde fonksiyonel onemi ile ilgli
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herhangi bir calisma mevcut degildir. Calismamizda MAL uygulamasiyla ANXA2P3
transkriptlerindeki artisin sebebini agiklamak i¢in daha fazla bilgiye ihtiyag¢ vardir.

Sonug olarak, RNA dizileme analizi ile elde edilen fazla miktardaki ¢ikt1 anaplastik tiroid
kanser hiicrelerinde MAL maruziyeti sonucu ortaya ¢ikan etkinin degerlendirilmesi noktasinda
genis bir ¢erceve sunmustur. Elde edilen bu ¢iktilarin degerlendirilmesi bizi hiicrelerde bazi
yasamsal siireglerin etkilendigi sonucuna gétiirmektedir. Istatistiksel agidan anlamlilig yiiksek
ilk elli gen fonksiyonel agidan degerlendirildiginde; gelisim, proliferasyon, kok hiicre kontrolii
ve karsinogenezde dnemli bir sinyal iletim yolagi olan Wnt/B-katenin ile baglantili oldugu tespit
edilmistir. Bunun yani sira, fonksiyonel degerlendirmelerimiz hormonlara, mitojenlere,
norotransmitterlere, iyonlara, fotonlara ve diger uyaranlara cevap olarak cesitli hiicre i¢i sinyal
stireglerini diizenleyen G protein aracili reseptor sinyallesme siirecinin de etkilendigine isaret
etmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda MAL’nin anaplastik tiroid kanser tedavisi i¢in onemli bir
potansiyele sahip oldugu soOylenebilir. Ancak, elde edilen verilerin ve yapilan
degerlendirmelerin  diisitk c¢iktili  geleneksel yontemler kullanilarak teyit edilmesi

gerekmektedir.
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