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OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Larinks Kanserinde KRAS-3’UTR-LCS6 Varyanti (rs61764370) ile IL-
6/JAK2/STATS3 Sinyal Yolagi Arasindaki iligkisinin Incelenmesi

Muhammed Burak KAPLAN
Tibbi Genetik Anabilim Dali

DOKTORA TEZi / KONYA-2023

Bas-Boyun Kanserleri (BBK) diinya genelinde en sik goriilen 7. kanser tiiriidiir. BBK’lar
arasinda ikinci sirada yer alan larinks kanseri, tiim kanser olimlerinin %1,57’sinden sorumludur.
Larinks kanserinde bir¢ok farkli gende mutasyonlar tanimlanmistir. Bunlardan en 6nemlilerinde biri
KRAS gen mutasyonlaridir. Bir onkogen olan KRAS geninin 3’UTR bolgesinde miRNA let-7’nin
baglanma bolgesi olan LCS6 (let-7 complementary site 6)’daki T>G niikleotid degisikliginin
(rs61764370), klinik ¢alismalarda birgok kanserde; kanser gelisimini, tedaviye direngliligi ve metastazi
arttirdig1, bunun yaninda hastalarda yasam stiresini (survival) azalttig1 yoniinde bulgular elde edilmistir.
Onceki projemizde, bu varyantin metastatik etkisi in vitro ve in vivo (xenograft fare deneyleri) deneyler
ile aragtirilmistir. LCS6 varyantinin larinks kanserinde tiimor gelisimi ve metastazi arttirdigi, ancak bu
etkiyi RAF/MEK/ERK ve PI3K/AKT/mTOR yolaklar1 iizerinden yapmadigi saptanmistir. LCS6
varyantinin bu etkisini hangi hiicre i¢i yolak lizerinden gergeklestirdigi halen bilinmemektedir.

Bu caligmada ise larinks kanserinde, KRAS-3’UTR-LCS6 varyantinin, bir diger kanser
metastaz yolagi olan IL-6/JAK2/STAT3 sinyal yolag: iizerine etkisi arastirildi. Bunun i¢in 6ncelikle
KRAS-CDS-G12V mutasyonu ve KRAS-3’UTR-LCS6 varyantini igeren KRAS genleri, lentiviral
yontemle HEp2 hiicrelerine transfekte edildi. Daha sonra bu hiicrelerde IL-6/JAK2/STAT3 sinyal
yolag1 genleri RT-qPZR ile mRNA diizeyinde ve ELISA analizi ile protein diizeyinde ekspresyon analiz
edildi. Elde edilen bulgulara gore; LCS6 varyantinin NF-xB, IL-6, STAT3 ekspresyonunu azaltti31,
JAK?2 ve AKT ekspresyonunu ise degistirmedigi tespit edildi. IL-6 proteini agisindan ise LCS6 varyant,
total hiicre proteininde IL-6 seviyesini azaltirken, hiicre kiiltiirii siipernatantinda IL-6 seviyesini
arttirdig1 gézlendi. Bu durum, IL-6’nin pleiotropik etkisiyle uyumludur.

Sonug olarak, LCS6 varyantinin, metastatik etkisini olustururken IL-6/JAK2/STAT3 sinyal
yolagini baskiladigi, PI3K/AKT/mTOR yolagini ise etkilemedigi sonucuna ulasildu.

Anahtar Sozciikler: IL-6/JAK2/STAT3 sinyal yolagi; KRAS-3"UTR-LCS6 varyant; larinks
kanseri; metastaz; rs61764370.
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Investigation of the Relationship Between KRAS-3’UTR-LCS6 Variant
(rs61764370) and IL-6/JAK2/STAT3 Signaling Pathway in Laryngeal
Carcinoma

Muhammed Burak KAPLAN
Department of Medical Genetics

PhD THESIS / KONYA-2023

Head and neck cancer (HNC) is the seventh most common cancer worldwide. Laryngeal
carcinoma, which is the second most common type of HNC, causes 1.57% of all cancer deaths.
Numerous mutations have been identified in various genes in laryngeal carcinoma, and one of the most
important ones is KRAS gene mutations. The T>G nucleotide change (rs61764370) in the let-7
complementary site 6 (LCS6) of the 3' untranslated region (UTR) of the KRAS gene, which is an
oncogene, has been identified as a critical mutation in many cancers. It has been shown in clinical
studies to promote cancer development, treatment resistance, and metastasis, while also reducing patient
survival.

In our previous project, the metastatic effect of this variant has been investigated through in
vitro and in vivo (xenograft mouse models) experiments. It has been found that the LCS6 variant
increases tumor development and metastasis in laryngeal carcinoma, but this effect is not mediated
through the RAF/MEK/ERK and PI3K/AKT/mTOR pathways. The intracellular pathway through
which the LCS6 variant exerts its metastatic effect is still unknown.

In this study, the effect of the KRAS-3'"UTR-LCS6 variant on the IL-6/JAK2/STAT3 signaling
pathway, another cancer metastasis pathway, was investigated in laryngeal carcinoma. For this purpose,
KRAS genes containing the KRAS-CDS-G12V mutation and the KRAS-3'UTR-LCS6 variant were
transfected into HEp2 cells using lentiviral methods. Then, expression analyses of IL-6/JAK2/STAT3
signaling pathway genes were performed at the mRNA level using RT-qPCR and at the protein level
using ELISA analysis in these transfected cells. According to the results, the LCS6 variant was found
to decrease the expression of NF-«xB, IL-6, and STAT3, but did not affect the expression of JAK2 and
AKT. In terms of IL-6 protein, while the LCS6 variant decreased the level of IL-6 in total cell protein,
it increased the level of IL-6 in the cell culture supernatant. This is also consistent with the pleiotropic
effect of IL-6.

In conclusion, it was found that the LCS6 variant suppressed the IL-6/JAK2/STAT3 signaling
pathway while creating its metastatic effect, but did not affect the PI3K/AKT/mTOR pathway.

Keywords: IL-6/JAK2/STAT3 signaling pathway; KRAS-3'UTR-LCS6 variant; laryngeal
carcinoma; metastasis; rs61764370.
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Untersuchung der Beziehung zwischen der KRAS-3'UTR-LCS6-Variante
(rs61764370) und dem IL-6/JAK2/STAT3-Signalweg beim Kehlkopfkrebs

Muhammed Burak KAPLAN
Abteilung fiir Medizinische Genetik

DOKTORARBEIT / KONYA-2023

Kopf-Hals-Karzinome (HNC) sind weltweit die siebthdufigste Krebsart. Das Kehlkopfkrebs,
das zu den héufigsten HNC-Typen zihlt, ist fiir 1,57% aller Krebstodesfille verantwortlich. Im
Kehlkoptkrebs wurden Mutationen in verschiedenen Genen identifiziert, wobei eine der wichtigsten
Mutationen im KRAS-Gen auftritt. Die T>G-Nukleotidverdnderung (rs61764370) in der let-7-
komplementéren Bindungsstelle 6 (LCS6) im 3'-untranslatierten Bereich (3'UTR) des KRAS-Gens, das
ein Onkogen ist, wurde in klinischen Studien mit einer erhohten Krebsentwicklung, Resistenz
gegeniiber Behandlungen und Metastasierung sowie einer verkiirzten Uberlebenszeit der Patienten in
Verbindung gebracht.

In unserer vorherigen Studie wurde der metastatische Effekt dieser Variante in vitro und in
vivo (Xenograft-Mausmodelle) untersucht. Es wurde festgestellt, dass die LCS6-Variante die
Tumorentwicklung und Metastasierung im Kehlkopfkrebs erhoht, jedoch nicht iiber die
RAF/MEK/ERK- und PI3K/AKT/mTOR-Signalwege vermittelt wird. Der intrazelluldre Signalweg,
iiber den die LCS6-Variante ihren metastatischen Effekt erzeugt, ist noch unbekannt.

In dieser Studie wurde der Einfluss der KRAS-3'UTR-LCS6-Variante auf den IL-
6/JAK2/STAT3-Signalweg, einen weiteren metastatischen Signalweg bei Krebs, im Kehlkopfkrebs
untersucht. Dazu wurden zunidchst KRAS-Gene, die die KRAS-CDS-G12V-Mutation und die KRAS-
3'UTR-LCS6-Variante enthalten, mithilfe von lentiviralen Methoden in HEp2-Zellen transfiziert.
Anschlieend wurde die Expression der Gene des IL-6/JAK2/STAT3-Signalwegs auf mRNA-Ebene
mittels RT-qPCR und auf Proteinebene mittels ELISA-Analyse in den transfizierten Zellen analysiert.
Die Ergebnisse zeigten, dass die LCS6-Variante die Expression von NF-kB, IL-6 und STAT3
verringerte, wahrend sie die Expression von J4K2 und AKT nicht beeinflusste. Hinsichtlich des IL-6-
Proteins wurde festgestellt, dass die LCS6-Variante den IL-6-Spiegel im gesamten Zellprotein
verringerte, jedoch im Zellkulturiiberstand erhdhte. Dies steht im Einklang mit der pleiotropen Wirkung
von IL-6.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass die LCS6-Variante den IL-6/JAK2/STATS3-
Signalweg unterdriickt, widhrend sie ihre metastatische Wirkung entfaltet, jedoch den

PI3K/AKT/mTOR-Weg nicht beeinflusst hat.

Schliisselworter: 1L-6/JAK2/STAT3-Signalweg; Kehlkopfkrebs; KRAS-3'UTR-LCS6-
Variante; Metastasen; rs61764370.
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1. GIRIS

En yaygin anlamiyla kontrolsiiz hiicre boliinmesini ifade eden kanser, binlerce
yildir insanligin en 6nemli saglik problemlerinden biri olagelmistir (Hajdu 2011).
Ancak gecmis ylizyillarda bulasict hastaliklarin ciddi sayida geng Oliimlere sebep
olmas: dolayisiyla bunun gélgesinde kalmistir (Wild ve ark 2020). Ozellikle son
yiizyilda bulasict hastaliklarla miicadelenin belli bir seviyeye gelmesinin yani sira
beklenen yasam siiresinin belirgin bir sekilde uzamasi (World Health Organization
2020) ve karsinojen maruziyetinin artmasi neticesinde kanser, halk saglig1 nezdinde
daha biiyiik bir problem haline gelmistir. Glinlimiizde kanser, 61iim nedenleri arasinda
kardiyovaskiiler sistem hastaliklarinin ardindan ikinci sirada gelmektedir (Siegel ve
ark 2021). Ferlay ve ark (2021) yaptig1 ¢alismada, 2020 yilinda, tiim diinyada 19,3
milyon yeni kanser vakasi goriildiigii ve 10 milyon kanser kaynakli 6lim gerceklestigi
tahmin edilmektedir. Bu rakamlarin 2040 yilinda 28 milyon yeni kanser vakasi ve 16
milyon kanser kaynakli 6liime ulasacagi ongoriilmektedir. Yine aynmi ¢alismada, bir
bireyin 75 yasina kadar kanserle karsilasma riski %20 ve kanser nedeniyle hayatini

kaybetme olasilig1 ise %10 olarak hesaplanmistir (Ferlay ve ark 2021).
1.1. Kanser
1.1.1. Kanser ve Tarihcesi

Kanser, hiicredeki DNA hasar1 sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
biliylimesi ve ¢ogalmasi ile giden genetik bir hastaliktir (Sekil 1.1). Yaygin anlayisin
aksine kanser tek bir hastalik degildir. Ortaya ¢iktig1 organ ve doku tipine gore farklilik

gosteren 200°den fazla kanser tiirii mevcuttur (Committee 2022).

DNA
hasar
Conetle N . (@ A | oL@
Degisiklik Proliferasyon ;W Proliferasyon 5% 1
> o ————————— N > . .
L ‘wr‘\ ,Ll \i
Normal Etkilenmig
hiicre hiicre Pre-kanser

Kanser

Sekil 1.1. Kanser gelisimi (BioRender.com araciligiyla olusturulmustur).

Etimolojik olarak Grekce yenge¢ anlamima gelen karkinos kelimesinden

tireyen kanser kelimesinin izini Antik Yunanli hekim Hipokrat (MO 460-370)’a



kadar siirmek miimkiindiir. Hipokrat, kiskaclariyla tuttugunu sikica kavrayan yengec
ile baz1 tiimdrler arasindaki benzerlige dikkat ¢ekmis ve iilser olusturmayan ve iilser
olusturan tlimorler icin sirasiyla karkinos ve karkinoma terimlerini kullanmistir. Daha
sonra Romali hekim Celsus (MO 25-MS 50) bu kelimeyi Latince yine yengec
anlamina gelen cancer sozciigiiyle ifade etmistir (Hajdu 2011, American Cancer

Society 2018).

Kanser kelimesini ilk kullanan kisi Hipokrat olmasina ragmen hastaligin
bilinirligi ¢ok daha eski donemlere dayanmaktadir. Ornegin Antik Misir'daki
mumyalarda ve MO 1600 yillarma tarihlenen eski el yazmalarinda insan kemik
kanserine dair kanitlar bulunmustur (Sudhakar 2009). Diinyanin kaydedilen en eski
meme kanseri vakasi ise MO 3000'lerde yine Antik Misir'a dayanmaktadir (Breasted

1930).

Antik Misir’dan Antik Yunan’a, oradan Roma’ya, Roma’dan da Razi (860-
932) ve Ibni Sina (980-1037) gibi bilim insanlar1 araciligiyla Islam cografyasina
yayilan tibbi bilgi daha sonra bir duraksama yasamis ve kanserin taninmasi agisinda
Ronesans donemine kadar bilimsel anlamda ciddi gelismeler kaydedilememistir.
Ancak Ronesans’la birlikte bilimsel yontemin kullanima girmesi ve akabinde bunun
insan viicudu ve hastaliklarinin anlasilmasinda kullanilmaya baslanmasi bir dizi

gelismenin de Onilinii agmustir.

1761'de Giovanni Morgagni hastaliklar1 arastirmak icin otopsiler yaparak bir
anlamda bilimsel onkolojinin temellerini atti. Ayn1 donemlerde iskogyali cerrah John
Hunter (1728-1793) baz1 kanserlerde ameliyatla tedavinin miimkiin olabilecegini 6ne
sirdii ve bununla ilgili birtakim Onerilerde bulundu. Takip eden ddnemlerde
anestezideki gelismeler kanser cerrahisinin de hiz kazanmasini1 sagladi (American

Cancer Society 2018).

19. ylizyi1lda mikroskobun kesfi ile kanser patolojisinin temelleri atildi. Bu
gelisme 1yi huylu ve kotii huylu tiimorlerin ayrimimi daha kolay hale getirdi (Hajdu
2012). 1838 yilinda tip tarihi agisindan ¢ok 6nemli bir gelisme yasandi. Berlin Patoloji
Enstitlistinde doktor olan Theodor Schwann (1810-1882), hayvan ve insan dokularinin
hiicre ad1 verilen mikroskobik yapilardan olustugunu ifade eden hiicre teorisini ortaya

att1 (Schwann 1838). Bunu bir dizi kanser mikroskobisi ¢alismasi takip etti.



20. yiizyilin baglarinda karsinojenlerin tanimlanmasi, ilk kez laboratuvar
hayvanlarinda kanser olusturulmas: (Yamagiwa 1915), tiimér dokusunun in vitro
olarak {iretilebilmesi (Carrel ve Burrows 1910), radyasyonun kansere neden
oldugunun gosterilmesi (Marie 1910) ve mikroorganizmalarin da kanser etkeni
olabilecegi gibi bilgiler kanser calismalarina ciddi bir ivme kazandirdi (Hajdu ve
Darvishian 2013). 20. yiizyilin ikinci yarisinda ise onkojen ve tiimor siipresor genlerin
kesfi, radyolojik goriintiileme yontemleri ve laboratuvar testlerindeki gelismeler ile
cerrahi ve medikal kanser tedavilerindeki ilerlemeler bu ivmeyi daha da hizlandird:

(Hajdu ve Vadmal 2013).

Gilintimiizde kanser hakkinda dnceki donemlere kiyasla ¢ok daha fazla bilgiye
sahibiz. Bu bilgiler esliginde kanser insidansinin diisiiriilmesi, kanser nedenli
Oliimlerin azaltilmasi ve en nihayetinde kanserin eradike edilmesi ¢aligmalar1 hizla

devam etmektedir.
1.1.2. Diinyada ve Ulkemizde Kanser

Kanser tarih boyunca insanlig1 etkilemis bir hastaliktir. Ancak yakin zamana
kadar kanserin kiiresel etkilerini 6l¢ebilecek verilerden yoksunduk. Son birka¢ on
yilda saglik istatistiklerinin daha diizenli tutulmasi ve bunlarin dijital ortamda kayda

alinmasi, kanser konusunda da kapsamli analizler yapmaya olanak saglamistir.

Diinya Saglk Orgiiti (DSO) verilerine gére kanser, tim diinyada &liim
nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Yaklasik her 6 olimden biri kanser
kaynaklidir. 183 iilkenin 134’{inde (%73) erken Sliimlerin (30-69 yas arasi dliimler)
ilk ve ikinci 6nde gelen nedenidir. Diger 45 iilkede (%25) ise ligiincii ve dordiincii

sirada yer almaktadir (Sekil 1.2) (Wild ve ark 2020).
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Sekil 1.2. Kiiresel kanser haritasi (Rakamlar siralamayi, parantez i¢indeki degerler
iilke say1sin1 gosterir.) (Wild ve ark 2020).

Kanser insidans ve mortalitesi {ilkeden iilkeye ve kanser tipine gore degisiklik
gostermektedir. Insani Gelisme Endeksi (IGE) yiikseldikge o iilkede kanser goriilme
siklig1 artarken kanserin oldiiriiciiliigli azalmaktadir (Sekil 1.3) (Wild ve ark 2020).
Diger yandan diinya genelinde tiim kanserler ele alindiginda kanser mortalitesi giin

gectikce azalmaktadir (Committee 2022).



DUSUK iGE

ORTA IGE

YUKSEK IGE

COK YUKSEK iGE

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

= Oliim (bin) = Yeni Vaka (bin)

DUSUK iGE

ORTA IGE

YUKSEK IGE

COK YUKSEK iGE

0 50 100 150 200 250 300

= Mortalite m insidans

Sekil 1.3. 2018 yilinda, insani gelismislik endeksine (IGE) gére toplam yeni kanser
yiikii ve kanser dliimleri (iist) ve yasa gore standardize edilmis 100 000 kisi basina
insidans ve mortalite (alt) (Wild ve ark 2020).

Kanser diinya genelinde oldugu gibi iilkemizde de 6liim nedenleri arasinda
ikinci sirada gelmektedir. Kanser siklig1 ise erkeklerde kadinlara gore daha yiiksektir.
Saglik Bakanligi’nin yayinlanmis en giincel verilerine gore 2017 yilinda yasa gore
standardize edilmis kanser insidansi, erkeklerde yiiz binde 259,2 iken kadinlarda bu
rakam 187,0’dir. Toplum ortalamasi alindiginda bu deger yiiz binde 223,1’e tekabiil
etmektedir. 2017 y1l1 i¢erisinde Tiirkiye’de toplam 180 288 kisi kanser tanis1 almistir.
2013-2017 aras1 veriler incelendiginde, kanser insidans ve mortalitesinde istatistiksel

olarak anlamli bir degisme goriillmemektedir (Sekil 1.4) (TCSBHSK 2021).
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Sekil 1.4. Tirkiye’de 2013-2017 yillar1 arasinda goriilen tiim kanser vakalarinin
cinsiyete gore dagilimi (yasa gore standardize edilmis, 100 000 kiside) (TCSBHSK
2021).

Ulkemizde goriilen kanser tiirleri de cinsiyete gore farklilik gdstermektedir.
Erkeklerde en sik goriilen kanserler sirasiyla akciger kanseri, prostat kanseri ve
kolorektal kanserler iken kadmnlarda bu siralama meme kanseri, tiroid kanseri ve

kolorektal kanserler olarak degismektedir (Sekil 1.5 ve Sekil 1.6) (TCSBHSK 2021).
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Sekil 1.5. Tiirkiye’de 2017 yilinda erkeklerde en sik goriilen 10 kanser insidansi (Yasa
gore standardize edilmis, 100 000 kiside) (TCSBHSK 2021).
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Sekil 1.6. Tiirkiye’de 2017 yilinda kadinlarda en sik goriilen 10 kanser insidansi (Yasa
gore standardize edilmis, 100 000 kiside) (TCSBHSK 2021).

1.1.3. Kanserin Bashca Nedenleri

Kanser hem genetik hem de ¢evresel faktorlerin etkili oldugu multifaktoriyel
bir hastaliktir. Kanser gelisiminde genetik yapinin etkisi %5-10 dolaylarinda
bulunurken ¢evrenin etkisi %90-95°1 bulmaktadir (Sekil 1.7) (Anand ve ark 2008). Bu
cevresel etmenler arasinda bir¢cok nedeni saymak miimkiindiir. Bunlar kanser tipine
gore cesitlilik gostermektedir. Her 10 kanserden dordiiniin onlenebilir nedenlerden
kaynaklantyor olmasi (Committee 2022), bu risk faktorlerinin bilinmesini daha da

Oonemli kilmaktadir. Burada en sik goriilen kanser nedenlerine kisaca deginecegiz.
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Sekil 1.7. Kanserde risk faktorleri (Anand ve ark 2008).



Sigara ve diger tiitiin iirlinleri kanser etmenlerinin en basinda gelir. Sigara,
icerdigi 70’1 askin karsinojenle (Hecht ve Szabo 2014) sadece akciger kanserinin en
stk nedeni olmakla kalmaz ayn1 zamanda 17 farkli kanser tiiriiyle de direkt iliskilidir.
Larinks kanseri de sigarayla iligkili kanserlerden birisidir ve larinks kanserinin en sik

nedeni %70-95 ile sigara kullanimidir (Hashibe ve ark 2007, Aupérin 2020).

Obezite ve sedanter yagam kanserle direkt iligkilidir. Obezite gerek hormonal
dengeyi bozarak gerekse hiperlipidemi, hiperglisemi gibi tablolara yol agarak kanser
olusumunu tetiklemektedir. Ayni zamanda IGF/insulin/AKT sinyal yolagi,
leptin/JAK2/STAT3 yolagt ve diger inflamatuar kaskadlart olumsuz etkilemesi
obezite ile kanseri iligkilendirmistir. Bunun tam aksine fiziksel aktivitenin ise bir¢ok

kanser tiiriinde riski azalttig1 bilinmektedir (Wild ve ark 2020).

Enfeksiyoz ajanlar 6zellikle diisiik ve orta gelir seviyeli iilkeler i¢in 6nemli
bir kanser nedenidir. Biri bakteri (H. pylori), yedisi viriis (HPV, HIV, HBV, HCV,
EBV, KSHV, HTLV-1) ve ii¢cli makroparazit (Schistosoma, Opisthorchis viverrini,
Clonorchis sinensis) olmak lizere 11 enfeksiydz ajanin insanlar i¢in karsinojen oldugu

bilinmektedir (Wild ve ark 2020).

Alkol, kendisi karsinojen olmamakla birlikte kokarsinojen bir kimyasaldir.
Etanoliin yikimiyla olusan asetaldehit ve serbest radikaller kanser olusumuyla iliskili
gorlilmektedir. Kronik alkol tiiketimi iclerinde larinks kanserinin de oldugu 10’dan

fazla kanserle iligkili bulunmustur (Anand ve ark 2008, Wild ve ark 2020).

Ultraviyole radyasyon (UVR), direkt ya da serbest radikaller olusturarak
dolayli yoldan DNA hasar1 olusturmaktadir. Bu DNA hasarlar1 da hayati bolgelerde
olmasi ve hiicre onarim kapasitesini agmasi1 durumunda kansere neden olabilmektedir.
Ana kaynagi giines 15181 olan UVR, bazal hiicreli karsinom ve melanoma gibi cilt

kanserlerinin en sik nedenidir (Goding Sauer ve ark 2019, Wild ve ark 2020).

Diyet, kanser gelisiminde biiyiik bir éneme sahiptir. Ozellikle gastrointestinal
sistem kanserlerinden biiyiik 6lgiide diyet sorumlu tutulmaktadir. Gidalara konulan
katki maddeleri ve islemden gegirilirken agiga ¢ikan karsinojenler ve sebze/meyveden
fakir beslenme bunda etken olarak goriilmektedir. Ayrica diyet, kanser sagkalimiyla

da iliskili bulunmustur (Wild ve ark 2020).



Karsinojenler, kanserle iliskili ¢ok sayida ajandan olusan genis bir gruptur.
Bugiine kadar International Agency for Research on Cancer (IARC) tarafindan 122
ajan insanlar icin kesin karsinojen (grup 1) olarak tanimlanirken, 412 ajan da
muhtemel ya da olasi1 karsinojen (grup 2A ve 2B) olarak tanimlanmistir (IARC 2022).
Bu karsinojenlere maruziyet, kanser olusumunu direkt ya da dolayli yollardan

tetiklemektedir.

Meslek-kanser iligkisi ise ¢ok eski yillardan beri bilinmektedir (Hajdu 2011).
Bugiine kadar ¢ok sayida mesleki ajan ve mesleki maruziyet durumu insanlar i¢in
karsinojenik olarak tanimlanmistir. Ve bu etmenlerin pek cogundan kagimmanin

miimkiin oldugu bilinmektedir (Wild ve ark 2020).

Cevresel etmenler baslica hava, su, toprak ve gidalardaki kirlilikleri igerir.
Cogu insan goreceli olarak diisiik diizeylerde olsa da adet olarak ¢ok fazla
diyebilecegimiz cevresel karsinojenlere maruz kalir. Bu karsinojenlerin ¢oklugu
kanser ylikiinii 6nemli 6l¢iide arttirmaktadir. Hava kirliligi ¢evresel etmenler arasinda
en dnemli olanlardandir. 2017 yilinda diinya genelinde sadece hava kirliligi nedeniyle
yasamint yitiren akciger kanseri vakalarinin 350 167 oldugu tahmin edilmektedir

(Wild ve ark 2020).
1.1.4. Kanser ve Metastaz

Grekce ‘bir sonraki’ anlamina gelen meta sozcigi ile ‘yer degistirme’
anlamina gelen stasis sozcliklerinin birlesiminden olusan metastaz sozciigi, ilk kez
1829'da bir Fransiz jinekolog Joseph Recamier (1774-1852) tarafindan kullanildi.
Recamier 1800’lerde yaptig1 ¢alismayla, kanserlerin biiyiime ve yayilmasini ¢iplak

gozle izleyerek, kan damarlarina invazyonunu tanimlamay1 basarmistir (Hajdu 2012).

Gilinlimiizde ise metastaz sdzcligli kanserin, orijin aldig1 bolgenin disinda farkl
bir doku veya organa yayilmasi anlaminda kullanilir ve ¢ogu kanserde kansere baglh

Oliimlerin ana nedenidir (Committee 2022).

Metastaz bir¢ok molekiiler mekanizmanin rol aldig1, ¢ok kompleks bir siiregtir
(Ha ve ark 2013, Alizadeh ve ark 2014). Metastaz olusum siireci ‘invazyon-metastaz
kaskadr’ olarak adlandirilan 7 asama ile aciklanabilir (Sekil 1.8) (Valastyan ve
Weinberg 2011).



i.  Lokal invazyon; primer timor hiicreleri (TH) ekstraseliiler matriks
yoluyla etrafa invaze olur.
ii.  Intravazasyon; TH kan ve lenf damarlarina gecer.
iii.  Dolagimda sagkalim; TH’nin ¢ok az bir kismi dolagimda hayatta
kalarak metastaz olusturabilir.
iv.  Uzak organda durma; dolasimdaki TH belirli dokulara afinite gosterir
ve o dokularda kalirlar.
v.  Ekstravazasyon; dolasimdaki TH damar endotelini asarak ilgili organa
ulagir.
vi.  Mikrometastaz olusumu; TH bu yabanci organda mikrometastazlar
olusturarak hayatta kalir.
vii.  Metastatik kolonizasyon; TH metastatik bolgede proliferatif
programini yeniden baglatir ve klinik olarak saptanabilir makroskobik

metastaz olusturur.

Primary tumor formation Local invasion Intravasation

Arrest at a
distant organ site Survival in the circulation

— WY

X . Clinically detectable
Micrometastasis . N macroscopic metastases
formation Metastatic colonization .

Sekil 1.8. Metastaz olusum asamalar1 (Valastyan ve Weinberg 2011).

Kanser hastalarinin yaklagik %50’sinde mikroskobik metastazlar goriiliir ve bu
metastazlar, kanser kaynakli 6liimlerin yaklasik %90’ 1ndan sorumlu tutulmaktadir. Bu
nedenle, metastaz mekanizmalarinin aydinlatilmasi son derece 6nemlidir. Ancak buna
ragmen metastaz hakkindaki bilgimiz halen olduk¢a siirlidir (Chaffer ve Weinberg

2011, Alizadeh ve ark 2014).
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1.1.5. Metastaz Sinyal Yolaklar1

Metastaz olusumu yiizlerce genin ve onlarca yolagin dahil oldugu karmasik bir
stiregtir. Bu karmasik siirecin asamalarini1 gegmek i¢in farkli molekiiler yolaklar biiyiik
onem tasir. Bu yolaklarda en énemlileri RAF/MEK/ERK yolagi, PI3K/AKT/mTOR
yolagi ve IL-6/JAK2/STATS3 yolagidir (Sekil 1.9).

Hiicre Membrani Reseptor
Sitoplazma } -

(" MAPK Yolag ][ PIFK Yolag ] (" JAK/STAT Yolag |

JAK2

v v C)

o~

|—> Gen ekspresyonu

Proliferasyon

Migrasyon Survival Diferansiyasyon
Sekil 1.9. Ana metastaz yolaklar1 (BioRender.com araciliiyla olusturulmustur).

RAF/MEK/ERK sinyal yolag:

MAPK sinyal yolag1 olarak da bilinen bu yolak hem normal hiicrelerde hem de
birgok kanser hiicresinde, hiicre proliferasyonu i¢in gerekli olan RAF, MEK ve ERK
proteinlerini icermektedir. Sitokinler tarafindan uyarilan RAS proteini RAF’a
baglanarak onu aktive eder. RAF da MEK ve ERK iizerinden gen transkripsiyonunun

aktivasyonunu saglar.

Bir¢ok hiicresel siireci diizenleyen MAPK'lar, hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi,
farklilagmasi, sagkalim ve apoptoz dahil bir dizi iglevde etkindir. Tlimor hiicrelerinde

ise MAPK yolag1 genellikle diizensizdir. Tiimor hiicrelerinde MAPK yolag: aktive
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olarak tiimdr gelisimi, ilerlemesi ve metastaz gelisimine katkida bulunur (Mendelsohn

ve ark 2014).
PI3K/AKT/mTOR sinyal yolag:

PI3K yolagi hiicresel metabolizmanin ve hiicre bilylimesinin diizenlenmesinde,
protein biyosentezinde ve apoptozun dnlenmesinde dnemli rol oynayan bir hiicre ici
sinyal yolagidir. Bu yolak bir¢ok hiicresel uyaran tarafindan aktive edilebilir ve hiicre
dis1 sinyallerin etkisiyle transkripsiyon, translasyon, proliferasyon, biiylime ve hayatta
kalma, apoptoz gibi temel hiicresel fonksiyonlar: diizenler. Bu yolagin aktivasyonu

timor hiicresinin biiyiimesi ve hayatta kalmasinin ana belirleyicisidir.

Heterodimerik bir protein kompleksi olan PI3K (fosfatidil inositol 3.,4,5
trifosfat kinaz), RAS proteinleri ve reseptor tirozin kinazlar ile aktive olur ve PIP2’yi
PIP3’e doniistiirtir. PIP3 de AKT’yi fosforiller. Aktive olan AKT ise mTOR’u aktive
eder (Alizadeh ve ark 2014).

Bu yolak siklikla kanserde bozulur ve tiimdr hiicrelerinin patogenezinde biiyiik

onem tasir.
IL-6/JAK2/STAT3 sinyal yolagi

Bir sitokin-reseptdr yolagi olan IL-6/JAK2/STATS3 sinyal yolagi, kontrolsiiz
hiicre biiyiimesi ve kanserle yakindan iligkilidir. Bir sitokin olan IL-6’nin reseptoriine
baglanmasiyla aktive olan bu yolak, bircok viicut fonksiyonunda ve hiicre
farklilagmasi, immiin diizenleme, apoptoz, kanser gelisimi, hematopoez gibi bazi

onemli biyolojik siireclerde gorev alir.

NF-«B tarafindan uyarilarak transkripte olan interldkin-6 (IL-6) (Libermann ve
Baltimore 1990) mRNA’s1 c¢ekirdek zarini asarak sitoplazmaya gelir. Burada
ribozomlar aracilifiyla translasyona ugrayarak protein doniistiiriiliir. Proteine
doniistiiriilen IL-6, hiicre membranini geger ve yolak su basamaklari izler; (1) ligand
(IL-6) reseptore baglanir, (2) JAK?2 fosforile olur, (3) STAT3 fosforile olur, (4) STAT3
dimerize olur, (5) dimerize STAT3 niikleusa gegerek DNA’ya baglanir ve (6) gen
ekspresyonu ger ¢eklesir (Sekil 1.10) (Mengie Ayele ve ark 2022).
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Sekil 1.10. IL-6/JAK2/STAT3 sinyal yolagimin sematik gosterimi (BioRender
aracilifiyla olusturulmustur).

NF-kB

Niiklear Faktor Kappa B (NF-«B); hiicre proliferasyonu, hiicre sagkalimi,
inflamasyon, yaslanma ve immiin yanit gibi farkli hiicresel siire¢lerde rol oynayan
bir¢cok genin ekspresyonunu kontrol eden bir protein kompleksidir. Hizli etkili bir
transkripsiyon faktorii olan NF-kB, tiim hiicre tiplerinde bulunur. Sitoplazma i¢inde
inaktif halde iken aktive olunca c¢ekirdege gegerek TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi
sitokinlerin iiretimini kontrol eder (Gerondakis ve ark 2006, Hoffmann ve Baltimore

2006).
IL-6

Sitokinler, hiicreler arasi sinyal iletimini gergeklestiren diizenleyici
molekiillerdir. Belirli bir uyaran sonrasinda iiretilerek hiicre digina salinir ve dolagimda

kaldiklar1 kisa siire boyunca etki gosterirler (Gandhi ve ark 2016).

Cok farkli fonksiyonlar1 olan pleiotropik bir sitokin olan interlokin-6 (IL-6),
hem pro-inflamatuar hem de anti-inflamatuar etki gdsterir. immiin yanit, inflamasyon,
onkogenez, hematopoez gibi bir¢ok alanda diizenleyici etki gosterir. Ayrica IL-6’nin

metastaz dahil, kanser gelisiminin hemen her evresiyle iliskili oldugu da bilinmektedir
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(Kabel 2014, Kumari ve ark 2016). IL-6, kanserde hem tiimorii uyarict hem de inhibe
edici etki gostermektedir (Kniipfer ve Preif3 2007).

IL-6, ilk kez 1986 yilinda tanimlanan (Hirano ve ark 1986), 20 kDa agirliginda,
185 aminoasit igeren, dortlii alfa heliks yapisinda, kiigiik bir polipeptittir (Sekil 1.11).
Insan /L-6 geni, 7. kromozom iizerinde yerlesmis, yaklasik 5 kilobaz uzunlugunda, 5

ekzon ve 4 introndan olugmaktadir (Song ve Kellum 2005).

Sekil 1.11. IL-6 proteininin ti¢ boyutlu yapisi (PDB ID: 1IL6) (Protein Data Bank
2023).

IL-6 proteini icerdigi disiilfit baglar1 sayesinde yapisal stabilizasyon saglar.
Hiicre membraninda yerlesen IL-6 reseptdriine (IL-6R) veya ¢oziiniir sekildeki soluble

IL-6 reseptoriine (sIL-6R) baglanarak etki gosterir.

Reseptoriine (IL-6R) baglanan IL-6, tiim insan hiicrelerinde eksprese edilen bir
protein olan glikoprotein 130 kDa (gp130) ile bir kompleks olusturarak gp130’un
dimerizasyonunu indiikler ve hiicre i¢ine sinyal iletimi gerceklestirir (Sekil 1.12)

(Rose-John 2018).

B IL-6

IL-6R {l gp130 { e &% (’
£33 — #%

Sekil 1.12. IL-6 reseptdr kompleksinin molekiiler kurulumu (Rose-John 2018).

14



JAK?2

IL-6 reseptor kompleksi hiicre i¢i sinyal iletimini, hiicre membraninda lokalize
olan Janus Kinaz (JAK) proteinleri araciligiryla JAK2/STAT3 yolagini aktive ederek
gergeklestirir. JAK, 4 iiyeden (JAKI, 2, 3 ve tirozin kinaz 2) olusan bir gen ailesidir.
Bu yolakta STAT molekiilii JAK enzimi tarafindan fosforilize edilerek dimerlesir.
Ardindan dimerlesen STAT molekiilleri hiicre ¢ekirdegine ulasir ve ¢ekirdekte ilgili
genlerin ekspresyonunu diizenler (Sekil 1.13) (Song ve Kellum 2005).

Classic Signalling Trans-Signalling

Gene Transcription

Sekil 1.13. IL-6 sinyal yolag: (Segiet ve ark 2019).
STAT3

STAT3 geni, STAT (signal transducer and activator of transcription) genleri
olarak bilinen ve 7 genden (STAT I, 2, 3, 4, 5a, 5b ve 6) olusan ailenin bir tiyesidir.
STAT3 bunlarin igerisinde en aktif olamidir ve hiicre i¢i sinyal iletiminin
diizenlenmesinde O6nemli rol oynar. STAT proteinleri aktive edildiginde hiicre
cekirdegine gecer ve DNA’nin belirli bdlgelerine baglanarak transkripsiyonu uyarir

(Mendelsohn ve ark 2014).
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STAT3 proteini, gen aktivitesini diizenleyerek hiicre proliferasyonu,
migrasyonu, apoptoz, immiin sistem hiicrelerinin olgunlasmasi gibi bir¢ok hiicresel
fonksiyonda gorev alir. STAT3’iin onkojenik etkisi bilinmekle birlikte, bunun aksine
gorece az sayida ¢aligmada, STAT3 iin tiimdr siipresor etkisinden de bahsedilmektedir

(Zhang ve Lai 2014).
1.2.  Larinks

Larinks (girtlak); boyun bolgesinde, iist solunum yolu ile sindirim yolunun
ikiye ayrildig1 yerde bulunan; nefes alma, yutkunma ve konusmada énemli gorevler
iistlenen; kikirdak, ligament, kas ve membranlardan olusan; icinde ses tellerini

barindiran hayati bir organdir.

Larinks, anatomik olarak boynun 6n orta boliimiinde, farinks (yutak) ile trakea
arasinda yer alir ve ses tellerinin konumuna gore yukaridan asagiya dogru 3 boliime

ayrilarak incelenir (Sekil 1.14):

e Supraglottik bolge, farinksin bitiminden ses tellerinin iistiine kadar olan
kisimdir.
e Glottik bolge, ses tellerinin bulundugu orta kisimdir.

e Subglottik bolge, ses tellerinin altindan trakeaya kadar uzanan kisimdir.

Burun boglugu

Agiz Boslugu S | Farinks
Dil — ST

Epiglottis — /

Glottis Larinks

Ozefagus

Trakea

Sekil 1.14. Larinks anatomisi (BioRender.com araciligiyla olusturulmustur).

Larinks bulundugu konum itibariyle ¢cok hayati fonksiyonlar iistlenir. Baglica

fonksiyonlar1 sunlardir:
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e Alt solunum yolarinin korunmasi (Proteksiyon)
e  Solunum (Respirasyon)

e  Sesin iiretimi (Fonasyon)

e Konusma

e  Yutmaya yardim etme

e  Oksiiriige ve balgamin disar1 atilmasina (ekspektorasyon) yardim etme.

1.2.1. Larinks Kanseri

Bas-Boyun Kanserleri (BBK) dudak, oral kavite, nazofarinks, orofarinks,
hipofarinks ve larinks bolgelerini iceren kanser grubudur. Bunlar arasinda oral kavite
kanserlerinden sonra en sik goriilen kanser tiirii larinks kanseridir. 2017 yilinda 890
000 yeni vaka ile en sik goriilen 7. kanser tiirti olan BBK insidans1 giderek artmaktadir
(Sung ve ark 2021). Aym1 yil larinks kanseri insidansi ise 211 000 olarak tespit
edilmistir (Aupérin 2020). Mortalite agisindan bakildiginda ise BBK 507 000 6liimle
tiim kanser 6liimlerinin %6,3’{inii olustururken, larinks kanseri 126 000 ile tiim kanser

oliimleri %1,57’sine sebep olmaktadir (Tablo 1.1) (Aupérin 2020).

Tablo 1.1. 2017'de diinya genelinde BBK igin insidans ve mortalite tahminleri
(Aupérin 2020).

Dudak ve Oral ~ Nazofarinks Diger Farinks Larinks
Kavite Kanserleri Kanseri Kanserleri Kanseri
Mortalite
Oliim say1s1 x10° 194 70 117 126
ASDR Erkek 3,31 1,32 2,17 2,80
ASDR Kadin 1,61 0,44 0,79 0,49
ASDR Tiumii 2,42 0,86 1,45 1,57
Insidans
Yeni vaka sayis1 x10° 390 110 179 211
ASIR Erkek 6,24 2,05 3,34 4,63
ASIR Kadin 3,60 0,69 1,13 0,77
ASIR Tiimii 4,84 1,35 2,19 2,59

ASDR, yasa gore standardize edilmis 100 000’de 6liim orani; ASIR, yasa gore standardize edilmis 100 000’de insidans orani.

Larinks kanserinin en 6nemli nedeni sigara kullanimidir. Tiim vakalarin %70-
95’inin sigarayla iliskili oldugu tahmin edilmektedir. Bunun disinda baslica nedenleri
arasinda alkol tliketimi, HPV enfeksiyonu, mesleki karsinojenlere maruziyet (boya,
asbest, benzin dumani gibi), kotii agiz hijyeni, sebze ve meyveden fakir beslenme

gosterilmektedir (Hashibe ve ark 2007, Bhattacharyya ve ark 2015, Aupérin 2020).
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Larinks kanserlerinin biiyiik cogunlugunu (~%90) epitel hiicrelerinden gelisen
skuamoz hiicreli karsinom olusturur. Bununla birlikte, nadiren adnokarsinomlar,
sarkomlar, lenfoma ve ndroendokrin tiimdrler goriilebilir (Koroulakis ve Agarwal
2022). Larinks kanserinin goriilme siklig1 erkeklerde kadinlara oranla 6 kat daha

fazladir (Aupérin 2020).

Larinksin anatomik bolgeleri dikkate alindiginda kanserlerin %98’
supraglottik ve glottik bolgede olusmaktadir. Larinks kanserlerinin ancak %2’si
subglottik bolgede gelismektedir. Glottik kanserler ise supraglottik kanserlerden
yaklasik 3 kat daha sik goriilmektedir (Koroulakis ve Agarwal 2022).

Larinks kanserinin en sik belirtisi uzun siiren ve nedeni agiklanamayan ses
kisikligidir. Kanser ilerledikge buna ge¢meyen bogaz agrisi, nefes darligi, yutma
giicligii, boyunda kitle, kulak agrisi, Oksiiriik, agza kan gelmesi, kilo kayb1 gibi
bulgular eklenir (Steuer ve ark 2017).

Larinks kanseri hizli ilerleyen bir kanserdir. Bu nedenle hastalarin ¢coguna
ancak ileri evrede tan1 koyulabilmektedir (Steuer ve ark 2017). Larinks kanseri ileri
evrelerde metastaz yapar ve en sik metastaz yaptigi bolgeler akciger, kemik, 6zefagus,

karaciger ve beyindir (Pan ve ark 2019).

Larinks kanserinde bir¢ok farklt mutasyon tanimlanmistir. Bunlardan en
onemlilerinde biri KRAS gen mutasyonlaridir. KRAS mutasyonlarinin larinks
kanserinde goriilme oram1 %4,8 ila %11,5 arasinda degigmektedir (Bissada ve ark

2013, Kodaz ve ark 2017).
1.3. KRAS Geni

Ik olarak Kirsten sarcoma viriis (Ki-SV)’de tanmimlanan KRAS geni, 21,6
kDa’luk bir protein (p21) kodlayan ve insanda ilk kesfedilen proto-onkogendir
(Tsuchida ve Uesugi 1981, Tsuchida ve ark 1982). RAS proteini, plazma membraninin
sitoplazmik yiiziinde lokalizedir ve hiicre disindan gelen sinyalleri ¢ekirdege ileterek
hiicre biiylime ve boliinmesinde gorev alir (Janc¢ik ve ark 2010, Zimmermann ve ark
2013). HRAS ve NRAS ile birlikte RAS gen ailesi olarak bilinen GTP baglayic1 protein

grubunun bir iiyesidir (Gremer ve ark 2011).
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Insan KRAS geni kromozom 12p12.1°de lokalize olup 45 684 niikleotid
uzunlugundadir (McBride ve ark 1983, Popescu ve ark 1985, Jancik ve ark 2010) ve
ikisi (KRAS4A ve KRAS4B) en sik ifade edilen izoformlar olan dort splice varyantina
sahip alti ekzondan olusur (Résé 2020). Bunlardan KRAS4A 188 aminoasitten
olusurken KRAS4B’nin aminoasit sayist1 189’dur (Garcia-Robledo ve ark 2022).
Membran iligkili GTPaz sinyal proteinleri olan RAS proteinleri hiicre biiyiimesi ve
farklilagmasini diizenler ve insan kanserlerinde hayati 6neme sahiptir. Bu proteinler,
en basta RAF/MEK/ERK, PI3K/AKT/mTOR ve JAK2/STAT3 olmak iizere farkl
sinyal yolaklarii regiile eder (Sekil 1.15). Aym sekilde KRAS mutasyonlar1 da bu

yolaklar tizerinden onkojenik etki gdsterir (Janc¢ik ve ark 2010).

Bugiine kadar 736 gen kanserle iligkili bulunmustur (COSMIC 2023). Bu
genlerin en onemlilerinden biri olan KRAS geni genellikle somatik mutasyonlarla
aktive olur ve farkli timorlerin patogenezinde kritik rol oynar. Tiim insan kanserlerinin
yaklasik %30'unda RAS geni tutulumu vardir. Bunlarin yaklagsik %85'ini KRAS
mutasyonlari, %11 ila %15'ini NRAS mutasyonlar1 ve yaklasik %1'ini de HRAS

mutasyonlar1 olusturur (Kodaz ve ark 2017).

NF-kB

7

IL-6 —mm miRNA Let-7

KRAS
JAK2
RAF PI3K
STAT3 MEK AKT

inhibisyon ——
indiiksiyon ——>

TUMOROGENEZ & METASTAZ

Sekil 1.15. KRAS, Let-7, NF-xB, IL-6 ve STAT3’iin birbirleriyle ve
timorogenez/metastaz ile iliskisi.
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1.3.1. KRAS Gen Mutasyonlari

KRAS geni iizerinde ¢ok sayida mutasyon tanimlanmistir. Bu mutasyonlar
kolorektal kanser, kiigiik hiicreli dig1 akciger kanseri ve pankreas kanseri basta olmak
iizere birgok kanser tiirii ile iliskili bulunmustur (Ren ve ark 2012, Karachaliou ve ark
2013, Dobre ve ark 2015, Keerthana ve ark 2018, Luo 2021). Larinks kanseri de KRAS
gen mutasyonlariyla yakindan iliskili bir kanserdir (Kodaz ve ark 2017). Ozellikle
kodlanan bolge (coding sequence, CDS) igerisinde kalan 12, 13 ve 61. kodon
mutasyonlarinin birgok kanserin gelisiminde rol oynadigi bilinmektedir. 2. ve 3.
ekzonda lokalize olan bu mutasyonlar GTP baglanma bolgesinin yakininda bulunur ve

GTPaz fonksiyonunu bozarak patolojik etki gosterir.

Bunlardan 2. ekzon, 12. kodon tizerinde goriilen G12V mutasyonu (¢.35G>T),
KRAS mutasyonlari arasinda en sik goriilenlerden birisidir ve birgok kanserde prediktif
oneme sahiptir (Garcia-Robledo ve ark 2022). 12. kodondaki mutasyonlar KRAS
proteininin daha uzun siire aktif halde kalmasina neden olarak kanser olusumuna

katkida bulunur (Sekil 1.16) (Jancik ve ark 2010).

Kodlanan bolge haricinde, KRAS geni 3’UTR (untranslated region)
mutasyonlarinin da klinik 6neme sahip oldugu bilinmektedir (Christensen ve ark 2009,
Dai ve ark 2015, Ustinova ve ark 2015). Genlerin 3°’UTR bélgeleri mikroRNA’larin
(miRNA) hedef dizileri (Didiano ve Hobert 2008) oldugu i¢in bu bolgedeki

mutasyonlar miRNA’larin baglanmasini1 bozarak kanser gelisimini tetiklemektedir.

Kromozom 12
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| Ekzon 1}—{Ekzon 2}{Ekzon 3}{ Ekzon 4}—{ Ekzon 5}—{ Ekzon 6
T

|
¢.35T>G LCS6
(G12V) (rs61764370)

Sekil 1.16. KRAS geni G12V ve LCS6 varyantlarinin sematik gosterimi.
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1.3.2. KRAS-3'UTR-LCS6 Varyant1 (rs61764370)

UTR (untranslated region)’ler, genlerin transkripte olan ancak translasyona
ugramayan boliimleridir. Bir genin her iki ucunda birer UTR bulunur. Bunlar 5° veya
3’ ucunda bulunmalarma gore sirastyla S’UTR ve 3’UTR olarak adlandirilir (Sekil
1.17).

KRAS Geni mRNA

S5cap 5UTR Kodlama Bélgesi (CDS) 3'UTR Poli-A
5 3
Baslama Kodonu Sonlanma Kodonu

Sekil 1.17. KRAS geni mRNA yapisi.

miRNA’larin baglanma bolgesi olmasi, 3’UTR mutasyonlarin1 da 6nemli
kilmaktadir. KRAS geninin 3’UTR bolgesinde “let-7 complementary sites (LCSs)”
olarak adlandirilan, 10 adet, let-7 miRNA’sinin baglanma bolgeleri bulunmaktadir. Bu
baglanma bolgelerinden LCS6’daki T>G niikleotid degisikliginin (rs61764370)
miRNA let-7 baglanmasini1 zayiflattigr ve bunun sonucunda KRAS ekspresyonunun
arttigl, KRAS mRNA’sinin hiicre i¢inde kalma siiresinin uzadigi, let-7 seviyesinin ise
azaldig1 gosterilmistir (Chin ve ark 2008, Paranjape ve ark 2011). KRAS
ekspresyonunun artmasi ise larinks kanserinin daha agresif seyretmesine sebep

olmaktadir (Papanikolaou ve ark 2021).

KRAS-3’UTR-LCS6’daki bu varyant, basta over kanseri (Ratner ve ark 2010,
Ghazi Jumaa 2022), meme kanseri (Paranjape ve ark 2011, Ustinova ve ark 2015,
Mohthash ve ark 2020, Gallegos-Arreola ve ark 2021), akciger kanseri (Nelson ve ark
2010, Farokhzad ve ark 2020), kolorektal kanser (Dai ve ark 2016) ve BBK
(Christensen ve ark 2009, Cipollini ve Gemignani 2014) olmak iizere bir¢ok kanserle

iligkili bulunmustur (Cipollini ve Gemignani 2014).

Rs61764370 varyantinin farkli toplumlarda goriilme sikhigr farklilik
gostermekle birlikte, tim caligmalar birlikte degerlendirildiginde, allel sikligr %7
dolaylarinda gézlenmektedir (NCBI 2023).
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1.4. miRNA Let-7

Ik defa 1993 yilinda kesfedilen mikroRNA (miRNA)’lar, normal hiicre
biliylimesi, gen ekspresyonlarinin diizenlenmesi gibi bir¢ok fizyolojik siirecte yer alan
17-24 niikleotid uzunlugunda, endojen, tek zincirli, kodlanmayan RNA molekiilleridir
(Lee ve ark 1993, Bartel 2004). Bu diizenleyici etkilerini genellikle hedef genlerin
3’UTR bolgelerine baglanarak gergeklestirirler (Didiano ve Hobert 2008). miRNA
dizilerindeki veya o0zellikle hedef DNA dizilerindeki mutasyonlar ve miRNA
ekspresyon seviyesi degisimleri kanserin gelisim ve ilerlemesi ile iliskilendirilmistir

(Dahiya ve ark 2008, Ustinova ve ark 2015).

Kanserle iligkili miRNA’lar1 iki ana gruba aymrmak miimkiindir. (i)
Oncomirler, kanserde upregiile edilen ve onkojen gibi davranan miRNA’lar iken; (ii)
anti-oncomirler, hiicre dongiislinii ve kanser hiicrelerinin bdliinmesini baskilayarak
timor siipresor gibi aktivite gosteren miRNA’lardir (Janéik ve ark 2010). Ornegin
miRNA let-7, RAS protein seviyelerini negatif olarak diizenleyen ve hiicre boliinme

oranlarini azaltan bir antioncomirdir (Takamizawa ve ark 2004, Goga ve Benz 2007).

[Ik tanmimlanan miRNA’lardan biri let-7 ailesi olup, bunlarm timér siipresor

etki gosterdigi bilinmekle birlikte, ¢esitli kanserlerde let-7 ekspresyonunun degistigi
gosterilmistir (Takamizawa ve ark 2004, Dahiya ve ark 2008, O'Hara ve ark 2009).

KRAS geninin baskilanmasinda etkili olan miRNA let-7, bu islevini genin
3'UTR bolgesindeki LCSs (let-7 complementary sites) bdlgelerine baglanarak
gergeklestirmektedir (Johnson ve ark 2005). Chin ve ark (2008), KRAS-3’UTR-LCSs
bolgelerindeki niikleotid degisimlerinin, kanser riskini arttirdigini rapor etmistir (Chin
ve ark 2008). Ayrica, kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri ve meme kanserinde, KRAS-
3’UTR-LCS6°’da T>G niikleotid degisikliginin (rs61764370) miRNA let-7’nin
baglanmasin1 zayiflattifi ve bunun sonucunda KRAS ekspresyonunun arttigi, let-7
seviyesinin ise azaldigi gosterilmistir (Chin ve ark 2008, Paranjape ve ark 2011).
Kolorektal kanser hiicre hattiyla yapilan bir baska ¢alismada ise bu degisikligin KRAS
ekspresyonunu etkilememekle birlikte, let-7 seviyesini diisiirdiigii belirtilmektedir
(Crowley ve ark 2014). Popiilasyon temelli ¢alismalarda ise, LCS6 varyantinin BBK
icin risk faktorii olmadigi (Bueno Santiago ve ark 2014), buna karsin LCS6 varyanti
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olan BBK’li hastalarda surveyin, wild-type ile kiyaslandiginda anlamli oranda azaldig:

(Christensen ve ark 2009) bildirilmistir.
1.5. Hipotez ve Calismanin Amaci

Yukarida da belirtildigi gibi KRAS-3’UTR bolgesinde let-7’nin baglandig:
bolge olan LCS6’daki niikleotid degisikliginin (rs61764370) klinik ¢alismalarla bir¢ok
kanserde; kanser gelisimini, relapsi ve tedavi direngliligini arttirdigi, bunun yaninda
hastalarda yasam siiresini (survival) azalttig1 yoniinde bulgular elde edilmistir. Ancak
bu etkileri hangi mekanizma tizerinden ortaya koydugu, hangi hiicre i¢i sinyal yolagini

ve hangi molekiilleri etkiledigi bilinmemektedir.

Bu mekanizmay1 aragtirmak amaciyla gergeklestirilen onceki projemizde,
LCS6 varyantinin metastatik etkisi in vitro ve in vivo (xenograft fare deneyleri)
deneyler ile aragtirilmistir. Yaptigimiz in vitro deneylerde KRAS G12V mutasyonunun
RAF/MEK/ERK yolagmi aktive ettigi, PI3K/AKT/mTOR yolagini etkilemedigi tespit
edildi. Ayrica LCS6’daki degisikligin etkisini ortaya koymak icin yapilan
calismamizda ise, bu degisikligin metastazi arttirdig1, ancak bu etkiyi RAF/MEK/ERK
ve PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaklar iizerinden yapmadigi saptandi. Bu varyantin
metastaz iizerindeki etkisini hangi yolak iizerinden yaptig1 ve bu yolaktaki etkin

molekiillerin hangileri oldugu halen bilinmemektedir.

Bu nedenle, LCS6 varyantinin mevcut metastatik etkisinin, metastazda etkili
bir diger yolak olan IL-6/JAK2/STAT3 sinyal yolagi iizerinden olusturabilecegi
diisiiniildi. Mevcut ¢alismada, gelistirilen hiicre modelleri ile KRAS-3’UTR-LCS6
varyantinin  (rs61764370) IL-6/JAK2/STAT3 sinyal yolagi iizerine etkisinin

arastirilmasi amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda
gerceklestirilmistir. Calisma igin gerekli olan etik kurul onay1 Selguk Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan alinmigtir (01.11.2022 tarih ve 2022/456 sayili karari)
(Bkz. EK-A).

Mevcut ¢calismanin deney akist Sekil 2.1°de 6zetlenmistir.

HEp2

|lﬁiiiéz&

l

R R Rmsws Resue
Negatif Kontrol KRAS-CDSm-3’UTRm KRAS-CDSm-3’UTRn Bos Plazmid Vektor
(HEp2-0) (HEp2-1) (HEp2-2) (HEp2-3)

2\
W’ '

RNA izolasyonu

Protein izolasyonu

-l

cDNA eldesi

<

,__//L RRC30AE ELISA analizi
RT-qPCR analizi
l T |

iSTATISTIKSEL ANALIZ

Sekil 2.1. Deney akis semast.
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2.1. Hiicre Kiiltiirii

Projede, metastatik larinks kanseri hiicre hatti olan HEp2 (Human Epidermoid
carcinoma-2) hiicreleri ve viral yontem araciligiyla transfeksiyon isleminde viriis elde
etmek icin amfotropik retroviral paketleme hiicre hatti 2A (CRL-12013) hiicreleri
kullanildi. Bu iki hiicre hattt ATCC®den (Ingiltere) temin edildi. Ayrica ¢alismada
kullanilmas: planlanan non-metastatik larinks kanseri UM-SSC-17A hiicre hatt1 ise

Michigan Universitesinden (Professor Thomas E. Carey) temin edildi.

Hiicreler %10 Fetal Bovine Serum (FBS) (Biochrom, Almanya) ve %1
penisilin/streptomisin (100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin) (Biochrom,
Almanya) iceren DMEM (Gibco, ABD) medyumunda T-25 flasklar icerisinde kiiltiire
edildi. Kiiltlire etme asamasinda, her flaska 4 ml medyum eklendi. Flasklar, 37°C’da
%5 CO2’li etiivde, 2 giinde bir medyumu degistirilmek suretiyle kiiltiire edildi.
Hiicreler flask yiizeyinin %80’ini doldurdugunda 1xPBS (phosphate-buffered saline)
(Gibco, ABD) ile yikandiktan sonra %0,25 tripsin (Gibco, ABD) ile kaldirild:. invert
151k mikroskobuyla (Leica, Almanya) 10x biiyiitmede hiicrelerin flask zemininden
kalktiginin goriilmesinin ardindan tripsin inaktivasyonu amactyla flasklara ayni
hacimde kiiltiir medyumu eklendi. O anda ¢alisilmayacak hiicreler, daha sonra
caligmak tizere %10 DMSO’lu (Applichem, Almanya) dondurma medyumu iginde -
86 °C’da stoklandi.

Kiiltiire edilen hiicrelerin sayimu ig¢in, tripsin muamelesi ile flasktan kaldirilan
hiicreler 15 ml’lik falkon tiiplere (Biosorfa, Cin) aktarildiktan sonra 1200 rpm’de 5
dakika siireyle santrifiij edildi. Siipernatant atilarak hiicre peleti tizerine 5 ml kiiltiir
medyumu eklendi ve pipetaj islemiyle hiicreler ¢ozdiiriildii. Bundan alinan 15 pl hiicre
siispansiyonu ayni hacimde %0,04 tripan mavisi boya soliisyonu ile karistirildiktan
sonra karigimin 15 pl’si hemositometri lamina (Hausser-Bright-Line, ABD) aktarild1.
Lam {izerinde mavi ile boyanmayan hiicreler invert 151k mikroskobu altinda (10x
biiylitme) sayildi. 4 farkli bolge sayilarak ortalamasi alindi. Elde edilen degere gore

canlt hiicre sayis1 hesaplandi.
2.2. KRAS Geninin HEp-2 Hiicrelerine Transfeksiyonu

Calismanin bu boliimii, 1128498 numarali TUBITAK 1001 projesi (Proje
yiiriitiiciisii Prof. Dr. Hasan ACAR) kapsaminda gerceklestirilmistir. Ozetle, dnce
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KRAS geni CDS ve 3’UTR boélgeleri mutant ve normal dizilerini igeren plazmid
konstraktlar1 olusturuldu. Ardindan bu konstraktlar ve bos plazmid vektor 2A
hiicrelerine aktarildi. Son olarak da bu iki konstrakt ve bos plazmid vektorii 2A

hiicreleri vasitasiyla HEp2 hiicrelerine transfekte edildi (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. HEp2 hiicrelerine konstrakt transfeksiyonu.

2.2.1. KRAS Plazmid Konstraktlarinin Olusturulmasi

Calismanin bu asamasinda, KRAS geninin kodlanan bolgesi (CDS) ve 3’UTR

dizilerinin beraber klonlanmasi amacglandi (Bkz. EK-B). Bunun i¢in;

i.  KRAS geni CDS-GI12V mutant ve 3'UTR normal olan konstrakt (KRAS-
CDSm-LCS6n) ve

ii. KRAS geni CDS-G12V mutant ve 3'UTR mutant olan konstrakt (KRAS-
CDSm-LCS6m) olusturuldu.

KRAS geni CDS-G12V mutant ve 3’UTR-LCS6 mutant dizileri i¢in ticari
olarak Addgene’den (Addgene, ABD) temin edilen plazmidler (sirasiyla #13544;
#32003) kullanildi. Bu plazmidlerin ¢ogaltilmasiyla hedef diziler elde edildi.
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Bu islem i¢in 6ncelikle ¢ogaltilan plazmidlerden GF-1 Plazmid DNA izolasyon
kiti (Vivantis, Malezya) ile DNA izole edildi. Ardindan KRAS geni i¢in spesifik olarak
dizayn edilen ve enzim kesimi i¢in kuyruklanan primerler aracilifiyla PZR islemi
gerceklestirildi. PZR ile ayr ayr1 ¢ogaltilan KRAS geni CDS ve 3’UTR dizleri ilk
olarak Sall enzimiyle, sonrasinda da Nhel ve Xhol enzimleriyle (NEB, Ingiltere) ¢ift
kesim olarak kesildi. Daha sonra bu iki dizinin ligasyonu gergeklestirilerek lentiviral
vektore aktarilacak olan KRAS dizileri elde edildi. PZR ve ligasyon iiriinleri agaroz jel

elektroforezinde yiiriitiilerek kontrol edildi.

Elde edilen KRAS-CDSm-LCS6n ve KRAS-CDSm-LCS6m dizilerinin
klonlanmasi i¢in pLenti-CMV-GFP-2A-Puro (8950 bp) bi-cistronik lentiviral vektiirii
(Applied Biological Materials Inc., Kanada) (Sekil 2.3) kullanildi. Lentiviral vektorii
kesmek i¢in Nhel, Sall ve BamHI enzimleri kullanildi. Ardindan ligasyon, kiiltiir,
plazmidden DNA izolasyonu basamaklar1 gergeklestirildi. islemler sonucunda pLenti-
KRAS-CDSm-LCS6n ve pLenti-KRAS-CDSm-LCS6m konstraktlar1 elde edilmis
oldu.

Nhel Xmal Clal Mfel Scal
5’-- GCT AGC CCC GGG ATC GAT CAA TTG AGT ACT
SnaB! Kpnl
TAC GTA GGT ACC CCA GTG TGG TGG CCT GCA GGT
Ecorl Spel Agel Sall EcoRV
GAA TTC ACT AGT ACC GGT AGG CCT GTC GAC GAT
Notl BamHi Xbal
ATC GGG CCC GCG GCC GCT GGA TCC TCT AGA --3'

CMV prom.

= pLenti-CMV-GFP-2A-Puro
& 8950bp

FLTR

Sekil 2.3. pLenti-CMV-GFP-2A-Puro bi-cistronik vektdr (www.abmgood.com).

‘woud OpAS

Puro’ 2A \_ GFP |

2.2.2. Konstraktlarin 2A Hiicrelerine Aktarilmasi

Viral vektorler, istenilen genin hiicre i¢ine transfeksiyonunda kullanilan birer
aragtirlar. Viriisler genomlarini, enfekte ettikleri hiicrelere aktarmak i¢in 6zellesmis
yapilardir. Viral yolla transfeksiyon da virlislerin bu o6zelliginden yararlanilarak
gergeklestirilir. Biz de calismamizda transfeksiyon islemini retroviriislerin bir alt

grubu olan lentiviriisler araciligiyla gerceklestirdik.
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Bu amagla, elde edilen pLenti-KRAS-CDSm-LCS6n ve pLenti-KRAS-CDSm-
LCS6m konstraktlar1 ile bos plazmid vektoér ¢alismada kullanilacak olan HEp2
hiicrelerine kalict olarak aktarilmasi i¢in Oncelikle 2A hiicrelerine aktarilmasi
planlandi. Bu transfeksiyon islemi i¢in 2A hiicreleri -86 °C’den alinarak T25
flasklarda kiiltiire edildi. %80 doluluk oranina ulagan hiicreler yukarida belirtildigi
sekilde tripsin aracilifiyla kaldirilarak sayim yapildi. Sayilan hiicrelerin 6 kuyucuklu
kiiltiir kaplarina 200-500 000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekimi gergeklestirildi. 2A
hiicreleri ekimi yapilan kuyucuklar %80-90 doluluk oranina ulastiginda transfeksiyon

islemine gecildi.

Onceki basamaklarda elde edilen pLenti-KRAS-CDSm-LCS6n ve pLenti-
KRAS-CDSm-LCS6m konstraktlar: ile bos plazmid vektor, her bir kuyucuk i¢in 1
ng/100 pl konsantrasyonda olacak sekilde 125 pl hacimli serum icermeyen besiyerinde
seyreltildi. Es zamanli olarak 6 pl Lipofectamine® 2000 (Invitrogen, ABD)
transfeksiyon ajani da ayn1 hacimde serum icermeyen besiyerinde seyreltildi. 125’er
pl hacimli bu iki tlip 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmesinin ardindan birlestirildi

ve karisim lipid kompleksi olusturmasi i¢in 20 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Bu 250 pl hacimli karigim, 2A hiicresi ekilen ve %80-90 doluluk oranina ulagan
her bir kuyucuga damla damla eklendi ve 37 °C’da CO’li etiivde 24 saat inkiibasyonu
gergeklestirildi. Transfekte olan 2A hiicreleri floresan mikroskobu altinda GFP
belirteci ile incelendi. Yapilan inceleme sonucunda transfeksiyon isleminin basarisi
belirlendikten sonra hiicrelerin iizerindeki besiyeri alinarak HEp2 hiicrelerinin

transfeksiyonu i¢in kullanildi.

2.2.3. Konstraktlarin 2A  Hiicreleri Aracihgiyla HEp2 Hiicrelerine

Transfeksiyonu

2A hiicrelerinin transfeksiyonu sonucunda plazmid konstranktlarimi tagiyan
viriisler elde edildi ve bu viriisler HEp2 hiicrelerini transfekte etmek i¢in kullanildi.
Bunun i¢in 2A hiicreleriyle es zamanli olarak bagka bir 6 kuyucuklu kiiltiir kabina
yukarida anlatildig: sekilde HEp?2 hiicreleri ekildi. Hiicreler, tutunmalari i¢in 37 °C’da
CO2’li etiivde inkiibe edildi. Transfeksiyon islemi gergeklestirilen 2A hiicrelerinin
izerindeki besiyeri alinarak 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant, ¢coken

olii hiicrelere dokunulmadan dikkatlice alind1 ve 6 kuyucuklu kiiltiir kabindaki, 2 kez
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1xPBS ile yikanan HEp2 hiicrelerinin iizerine eklendi. Bu deney 6, 12, 24 ve 48 saat
olmak iizere 4 farkli zaman diliminde gerceklestirildi. Bunlardan en uygun siirenin 24
saat olduguna karar verildi. Transfekte olmayan hiicreleri elimine etmek amaciyla 24
saatin sonunda hiicrelere 4 pg/ml dozdan baslayip yavas yavas dozu azaltmak suretiyle
puromisin antibiyotik (Gibco, ABD) uygulamasi yapildi. Puromisin uygulamasindan
yaklasik 1 ay sonra hiicre 6liimii azalan hiicrelerin floresan mikroskopu altinda GFP
pozitifligi kontrol edildi. %80-90 GFP pozitifligi olan hiicreler, diisiik doz puromisin
(0,2 ng/ul) igeren besiyerlerinde bir siire daha kiiltliire edildikten sonra, ileride es
zamanl yapilacak deneylerde kullanilmak amaciyla -86°C’da yukarida anlatildigi

sekilde stoklandi.
2.2.4. Konstrakt iceren HEp2 Hiicrelerinin isimlendirilmesi

Caligmamizda konstrakt iceren ve igcermeyen HEp2 hiicreleri, kolay takip

edilebilmesi i¢in asagidaki sekilde isimlendirilmistir (Tablo 2.1).

i.  Plazmid transfeksiyonu yapilmayan HEp2 hiicresi (kontrol) = HEp2-0

ii. pLenti-KRAS-CDSm-LCS6m konstraktini iceren HEp2 hiicresi = HEp2-1
iii. pLenti-KRAS-CDSm-LCS6n konstraktini igeren HEp2 hiicresi = HEp2-2
iv. pLenti-CMV-GFP-2A bos vektorii iceren HEp2 hiicresi 2 HEp2-3

Tablo 2.1. HEp2 hiicrelerinin konstrakt durumlarina gore isimlendirilmesi.

HUCRE ISMi KRAS-CDS KRAS-3°UTR
HEp2-0 (kontrol) Higbir konstrakt igermeyen
HEp2-1 G12V mutant T>G mutant
HEp2-2 G12V mutant Normal
HEp2-3 Bos plazmid vektor

2.3.  Gen Ekspresyon Analizi

Hipotez ¢ercevesinde, yukarida bahsedildigi sekilde olusturulan HEp2-0,
HEp2-1, HEp2-2 ve HEp2-3 hiicrelerinde mRNA ve protein seviyesinde ekspresyon
analizleri gergeklestirildi. RNA ve protein analizlerinin optimizasyonu HEp2-0

hiicreleri kullanilarak yapildi.
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2.3.1. RNA izolasyonu

Kiiltiire edilen her bir hiicre yaklasik %80 doluluk oranina ulastiginda
flasklardan tripsin ile kaldirilarak 15 ml’lik falkon tiiplere aktarildi. Ardindan 1200
rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Hiicrelerin tiizerindeki siipernatant
uzaklastirilarak hiicreler 2 kez 1xPBS ile yikandi ve 1000 pul TRIzol® (Invitrogen,
ABD) eklenerek pipetaj yapildi. Oda sicakliginda 5 dakika bekletilen hiicre-TRIzol
stispansiyonu 1,5 ml’lik ependorf tiipe aktarilarak iizerine 200 pl kloroform eklendi.
Tiip 5 kez alt iist edilerek oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Ardindan karigim +4
°C sogutmali santrifiijde 12 000xg devirde 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
isleminden sonra ortaya ¢ikan faz ayriminda, seffaf tist kisim alinarak 1,5 ml’lik yeni
bir niikleaz-free ependorf tiipe aktarildi. Yaklasik 500 ul olan RNA karigimina 500 pl
izopropanol eklendi ve vortekslenerek 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Stirenin
sonunda +4 °C sogutmali santrifiijjde 12 000xg devirde 10 dakika santrifiij edilerek
RNA’nin dibe ¢okmesi saglandi ve siipernatant uzaklastirildi. Ardindan 3 kez
(strastyla %70, %70 ve %95) -20 °C etanol ile yikama islemi gergeklestirildi. Her
yikamadan sonra +4 ‘C sogutmali santrifiijde 7500xg devir hizinda 5’er dakika siire ile
santrifiij edilerek siipernatant tamamen uzaklastirildi. Dogal kurutma yontemi ile

kurutulan RNA peleti, 50 pl steril ddH>O ile ¢ozdiirtildii.
2.3.2. RNA Miktar ve Kalitesi

RNA izolasyonunda sonra her Ornek spektrofotometre cihazi (ACTGene,
ABD) ile dlgiilerek RNA miktar ve kalite tayini yapildi. Olgiimlerde RNA peletinin
¢ozdiiriildiigii ddH»O blank olarak kullanildi. Olgiimler, RNA okuma moduna alinan
spektrofotometre ile, 2 ul RNA &rnegi kullanilarak gerceklestirildi. Olgiimler
esnasinda niikleaz-free pipet uclart kullanildi. RNA miktar1 ng/pl biriminde
kaydedildi. Izolasyon esnasinda olusabilecek genomik DNA ve protein
kontaminasyonlarin belirlenmesi amaciyla A260/A280 ve A260/A230 6l¢iim oranlari
degerlendirildi.

Olgiimleri yapilan RNA &rnekleri, RNA kalitesinin belirlenmesi i¢in 1 pg/5 pl
RNA 06rnegi iizerine 5x yiikleme boyasindan 2 pl eklenerek Etidyum Bromiir eklenen
%0,8’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Jel UV-transliiminatorde goriintiilenerek 18S ve 28S
rRNA (ribozomal RNA) bantlarinin kalitesi degerlendirildi (Sekil 2.4).
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Marker HEp2-0 HEp2-1 HEp2-2 HEp2-3 Marker

Sekil 2.4. Hiicrelere ait total RNA agaroz jel goriintiisii.

Total RNA izolasyonu sirasinda olusabilecek genomik DNA (gDNA)
kontaminasyonu ortadan kaldirmak amaciyla, liretici firma (Thermo Fisher Scientific,
ABD) protokoliine gore, DNase-I enzim reaksiyonu ger¢eklestirildi. Buna gore 1 pg/8
pl total RNA’ya 1 pl DNase-I reaksiyon tamponu ve 1 pl DNase-I enzimi eklenerek
37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Siirenin sonunda reaksiyonun durdurulmasi igin,
reaksiyon karigtmia 1 pl 50 mM EDTA eklendi ve 65 °C’da 10 dakika inkiibe edildi.
Islem sonucunda gDNA kalintilar1 ortadan kaldirilmis oldu.

Izole edilen RNA’lar élgiimleri yapildiktan ve gDNA’dan arindirildiktan sonra
direkt cDNA sentezinde kullanildi ya da hemen kullanilmayacaksa kullanilana kadar

-86 °C’da muhafaza edildi.
2.3.3. ¢DNA Eldesi

cDNA sentezi i¢in ticari RevertAid First Strand cDNA sentez kiti (Thermo
Fisher Scientific, ABD) kullanildi. Bunun i¢in 1 pg/11 ul DNase-I ile gDNA
uzaklagtirllmig total RNA kalip olarak kullanilarak protokole gore revers
transkripsiyon (RT) gerceklestirildi. 1 pg/11 pl total RNA’ya 1 ul oligo dT ve 1 pl
random hekzamer primer karisimi eklenerek primerlerin baglanmasi i¢in 65 °C’da 5
dakika inkiibe edildi. Ardindan 4 pl 5x reaksiyon tamponu, 2 pul dNTP, 1 pl revers

transkriptaz enzimi ve 1pul RNase inhibitorii iceren RT reaksiyon karisimindan 8 pl
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ilave edilerek 25 °C’da 5 dakika, 42 °C’da 1 saat inkiibasyon gerceklestirilerek cDNA
elde edildi. Islemin sonunda karisim, enzim inaktivasyonu igin 70 °C’da 10 dakika

bekletildi. Elde edilen cDNA kullanilincaya kadar -20 °C’da saklandi.
2.3.4. Primer Dizayni ve Sulandirilmasi

Caligmada kullanilan primerler ya literatiirdeki farkli makalelerden alind1 ya
da online araglar kullanilarak dizayn edildi. Dizayn edilen primerler i¢in genlerin

mRNA dizileri Gen Bankasindan (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) temin

edildi. IDT PrimerQuest Tool (https://www.idtdna.com/pages/tools/primerquest) ve

Primer BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) online tasarim

araglar1 kullanilarak bu mRNA dizilerine uygun primerler dizayn edildi (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. RT-qPZR analizinde kullanilan primer dizileri.

Hedef Gen Primer Dizisi
IL-6 F 5’>-TGGCAAAAAGGAGTCACACA-3’
IL-6 R 5’-CCCAAGCCTGGATTATGAAG-3’

STAT3_F 5’-ACCAGCAGTATAGCCGCTTC-3’
STAT3_R 5’-GCCACAATCCGGGCAATCT-3’

JAK2 F 5’- GATGAGAATAGCCAAAGAAAACG-3’
JAK2 R 5’- TTGCTGAATAAATCTGCGAAAT-3’
NF-kB_F 5’-ATGGAGAGTTGCTACAACCCA-3’
NF-kB_R 5’-CTGTTCCACGATCACCAGGTA-3’
GAPDH F  5’-GGAGCGATCCCTCCAAAAT-3’
GAPDH R  5-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3’
AKT_F 5’-TCGTGTGGCAGGATGTGTAT-3’
AKT_R 5’-ACCTGGTGTCAGTCAGAGG-3’

Dizayn isleminden sonra primerler 30 nMol miktarinda siparis edildi
(Macrogen, Giiney Kore). Liyofilize pelet halinde gelen primer tiipleri 3000xg devirde
3 dakika santrifiij edilmesinin ardindan 50 pMol/ul konsantrasyonda olacak sekilde
niikleaz-free ddH>O ile sulandirilarak ana stoklar hazirlandi. Ana stoklardan her bir

gen i¢in forward ve reverse primer alt stoklar1 olusturularak -20 °C’da saklandi.
2.3.5. Referans Gen Sec¢imi

Referans gen secimi i¢in literatiirde siklikla kullanilan GAPDH, ACTB (B-
aktin), B2M (B-2-mikroglobulin) ve HPRTI (hypoksantin fosforiboziltransferaz 1)

genleri aday referans gen olarak belirlendi. Yapilan optimizasyon c¢aligmalari
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sonucunda en stabil olarak Ol¢limledigimiz GAPDH geninin referans gen olarak

kullanilmasina karar verildi.
2.3.6. Seri Sulandirma ve Primer Etkinliginin Hesaplanmasi

Elde edilen cDNA 06rneklerinden 5’er pl alinarak cDNA havuzu olusturuldu.
Olusturulan bu ¢cDNA havuzu her defasinda 1/10 olacak sekilde ddH>O ile seri
sulandirilarak 1X, 0,1X, 0,01X ve 0,001X konsantrasyonlarda cDNA’lar elde edildi.
Bu 4 seri konsantrasyondaki cDNA’lardan gerceklestirilen Real-Time PZR islemi
sonucunda elde edilen C; (cycle of treshold) degerlerinden dagilim grafigi ¢izildi ve
dogru denklemleri elde edildi. Dogru denklemlerinden de egimleri hesaplanarak E=10-

Vegim formiiliinden primer etkinlik degerleri hesaplandi (Sekil 2.5 ve Sekil 2.6).

040
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Sekil 2.5. Primer etkinliginin hesaplanmasi i¢in seri sulandirma qPZR amplifikasyon
egrisi.
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Sekil 2.6. Primer etkinligi dogru denklemi ve grafigi.

2.3.7. Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-qPZR/qPZR)

Konstrakt igeren ve icermeyen hiicrelerde hedeflenen gen ekspresyon
diizeylerini Olcebilmek icin, elde edilmis olan her bir cDNA’dan qPZR islemi
gerceklestirildi. Bu islem i¢in, dizayn edilen spesifik primerler ve interkalasyon ajani
olarak da cift iplikli DNA’ya baglanabilen SyberGreen floresan indikatorii kullanildi.
RT-qPZR deney protokolii; 5 pl 2x SyberGreen karisimi (BioRad, ABD), son hacimde
her biri 250 nM konsantrasyonda olacak sekilde forward ve reverse primerler, 2 pl

cDNA ve toplam hacim ddH:O ile 10 ul’ye tamamlanarak gergeklestirildi.

Reaksiyonlar i¢in Light Cycler 480 II (Roche, Almanya) cihaz1 ve steril,
niikleaz-free 96 kuyucuklu qPZR plateleri kullanildi. qPZR deney profili 1 kez 95
°C’da 30 saniye ve 40 dongii (95 °C’da 15 saniye, 60 °C’da 60 saniye) olarak ayarlandi
(Sekil 2.7).

Step 1 i Step 2 E Step 3

95°C | 95°C i 95 °C
30sn : 15sn '

1dk

40 dongl

30sn

Sekil 2.7. gPZR protokolii.
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Her dongiide 1s1ma yapan SyberGreen miktarinin belirlenmesi i¢in cihazin
hassas kameralari ile her dongiiniin sonunda otomatik 6l¢iimler gergeklestirildi. Bu 40
dongii tamamlandiktan sonra 65 °C’dan 95 °C’a kadar 0,1 °C/saniye hizinda kademeli
sicaklik artis1 gergeklestirilerek her 1 °C sicaklik artisinda optik 6l¢iim yapilarak erime
egrisi (melting curve) grafigi ¢izildi (Sekil 2.8). Deneylerde elde edilen optik analiz
sonuglar1 Cq (Cycle of quantification) olarak kaydedildi. Negatif kontrol olarak her
deneyde cDNA yerine ayn1 hacimde ddH>O eklenerek reaksiyona dahil edildi.
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Sekil 2.8. gPZR erime egrisi (melting curve) grafigi.

2.3.8. Protein Izolasyonu

Calismanin bu asamasinda ELISA analizinde kullanilmak {izere hiicre
kiiltiirlerinden protein izolasyonu gergeklestirildi. Bunun i¢in izolasyondan 48 saat
once yukarida belirtildigi sekilde hiicre sayimi yapilarak 12 kuyucuklu pleyte her
kuyucuga 2x10° hiicre olarak sekilde ekim yapildi. Her kuyucuga 1’er ml medyum
eklendi. 48. saatin sonunda hiicre kiiltiir siipernatant1 buz iizerinde bekletilmis ayr1 bir
soguk ependorf tlipe alinarak ayrildi. Hiicreler ise 2 kez soguk 1xPBS ile yikandi. Son
yikama soliisyonu da uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin tizerine 100 pul RIPA lysis
buffer (Sigma-Aldrich, Almanya) ve uygun oranda proteaz inhibitorleri karigimi
eklenerek hiicreler kaziyarak kaldirildi. Ardindan pleyt mikroskop altinda gozlenerek
kalkmayan bolge olup olmadigi kontrol edildi. Biitiin hiicrelerin kalktigindan emin
olunduktan sonra karisim yine buz iizerinde bekletilmis olan soguk ependorf tiipe
aktarildi. Karisim iyice vortekslendikten sonra buz iizerinde 40 dakika beklemeye
alindi. Bu siire boyunca her 5-10 dakikada bir tekrar vortekslenerek tiip iceriginin

karigsmasi saglandi. 40 dakikanin sonunda +4 °C sogutmali santrifiijde 13 000 rpm’de
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15 dakika boyunca santriflij edildi. Santrifiij islemi sonrasinda siipernatant yeni bir
soguk ependorf tiipe alinarak pelet atildi. Elde edilen proteinler ya hemen calismada
kullanild1 ya da hemen kullanilmayacaksa etiketlenerek daha sonra kullanilmak tizere

-86 °C’da stoklanda.
2.3.9. ELISA Analizi

ELISA analizi i¢in bir 6nceki basamakta tarif edildigi sekilde izole edilip
stoklanan total proteinler kullanildi. IL-6 analizi i¢in Human Interleukin 6 ELISA Kit
(Cook Koon Bio, Cin) ve STAT3 i¢in de Human STAT3 ELISA Kit (FineTest, Cin)
ticari kitleri kullanildi. iki kit de sandvig ELISA yontemini kullanmaktaydi.
Calismanin optimizasyon asamasinda hem hiicre kiiltiir siipernatantindan hem de
RIPA Buffer® yardimiyla hiicre i¢inden elde edilen proteinlerden analizler
gergeklestirildi. Sonuglarda anlamli bir fark olmadig1 goriilen proteinlerde ¢alismanin

geri kalan1 RIPA Buffer® ile izole edilen proteinlerden gercgeklestirildi.

[lk asamada standart ve kontrol kuyucuklar: hazirlandi. Bunun igin standart
kuyucuklarina 50’ser pl standartlar, kontrol kuyucuguna da yine 50 upl kontrol
numunesi eklendi. Ardindan 6rneklerin eklenmesine gegildi. Bunun i¢in her 6érnekten
-86 °C’da stoklanan 6rneklerden 10°ar pl alinarak ddH>O ile 100 pl’ye sulandirildi.
Bu diltie edilen orneklerden kuyucuklara 10’ar pl yiiklendi ve iizerlerine 40’ar pl
sample diluent solution eklendi. Blank kuyucuguna ise bu asamada hicbir sey

eklenmedi.

Daha sonra her kuyucuga 100 pl HRP-conjugate reagent eklenerek
mikropleytin iizeri kapatild1 ve 60 dakika 37 °C sallamal inkiibatérde inkiibasyona
birakildi. inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki sivi uzaklastirilarak yikama soliisyonu
ile kuyucuklar 5 kez yikandi. Ardindan her kuyucuga 50’ser pl 6nce chromogen A
sollisyonu akabinde de chromogen B soliisyonu eklendi. Karisim yavasca ¢alkalanarak
mikropleyt, 151k gegirmez bir kutu i¢inde 15 dakika 37 °C etiivde bekletildi. Siirenin
sonunda kuyucuklara 50’ser pl Stop Solution eklenerek reaksiyon durduruldu. Bu
asamada mavi rengin hizla sariya dondiigii gozlendi. Ve stop solution eklenmesinin
hemen ardindan Clariostar® otomatik mikropleyt okuyucusu (BMG Labtech,
Ingiltere) ile 450 nm dalga boyunda érneklerin dlgiimleri gergeklestirildi. Standartlarin

konsantrasyonuna ve karsilik gelen optik dansite (OD) degerlerine gore, standart
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egrisinin lineer regresyon denklemi ¢ikarildi ve bu denklem kullanilarak dlgiilen OD
degerlerinden Orneklerin konsantrasyonu hesaplandi. Tiim standart ve drnekler en az

ticer kez ¢aligildi.
2.4. Istatistiksel Analizler

Calismada kullanilan mutant geni igceren ve i¢ermeyen hiicreler ile negatif
kontroller arasinda istatistiksel karsilastirma yapildi ve p degeri hesaplanarak
anlamlilik degerlendirildi. Istatistiksel agidan p<0,05 anlamli kabul edildi. Veriler
GraphPad Prism® V.9.5.1 (GraphPad software Inc., ABD) programi ile one-way
ANOVA ve Student’s t testi uygulanarak degerlendirildi.
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3. BULGULAR

Caligmada lentiviral yontemle mutasyonlu ve mutasyonsuz KRAS geni

transfekte edilen HEp2 hiicreleri kullanilmstir.
3.1. Hiicre Kiiltiirii

Caligmada KRAS-3’UTR bolgesinde let-7 miRNA’sinin baglandigi bdlge olan
LCS6 (let-7 complementary site 6)’daki niikleotid degisikliginin (rs61764370) larinks
kanserinde, IL-6/JAK2/STAT3 sinyal yolagi lizerine etkisinin incelenmesi i¢in
metastatik bir larinks kanseri hiicre hatti1 olan HEp2 hiicreleri kullanildi. Ayrica mutant
ve normal geni HEp2 hiicrelerine transfekte etmek amaciyla 2A hiicrelerinden
yararlanildi. Bu hiicreler 37 °C’da %5 CO’li etiivde inkiibe edildi ve yeterli doluluk

oranina ulasip ulasmadiklari invert 151k mikroskobunda goriintiilendi (Sekil 3.1).

ROIK
< ’)", S
PSS

Sekil 3.1. HEp2 hiicre kiiltiirli invert 151k mikroskop goriintiisii (A) diisiik yogunluk,
(B) yiiksek yogunluk (20x biiyiitme).

3.2. KRAS Konstraktlarinin Olusturulmasi

KRAS konstraktlarini elde etmek i¢in yukarida belirtildigi sekilde ticari olarak
temin edilen plazmidler kullanildi. Bu plazmidler ¢cogaltilarak ve PZR ile KRAS geni
CDS-G12V mutant ve 3’UTR-LCS6 mutant dizileri ayr1 ayr1 elde edildi. Elde edilen
iriinler jel elektroforezinde yiiriitiilerek kontrolleri sagland1 (Sekil 3.2).
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1M 2 M
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Sekil 3.2. KRAS konstraktlarinin agaroz jel goriintiisii (1) CDS 613 bp, (2) 3’'UTR
dizisi 2700 bp PZR iiriinleri, (M) marker (TUBITAK 1125498 nolu projeden
alinmustir).

Elde edilen KRAS dizileri ligasyon islemiyle birlestirildikten sonra pLenti-
CMV-GFP-2A-Puro (8950 bp) bi-cistronik lentiviral vektoriine aktarildi. Bunun igin
yukarida belirtildigi sekilde enzim kesimi ve ligasyon islemleri gerceklestirildi.
Sonugta lentiviral pLenti-KRAS-CDSm-LCS6n ve pLenti-KRAS-CDSm-LCS6m

konstraktlar1 elde edilerek stoklandi.
3.3. Konstraktlarin HEp2 Hiicrelerine Transfeksiyonu

Konstraktlar HEp2 hiicrelerine aktarilmadan once bu transfeksiyonda
kullanilmak iizere Lipofectamine® 2000 ile 2A hiicrelerine aktarildi. Bu islem
floresan mikroskobunda kontrol edildi. 2A hiicrelerinde floresan 1s1ma gézlenmesi ile

islem bagarili kabul edildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. 2A hiicrelerinin (A) pLenti-KRAS-CDSm-LCS6m ve (B) pLenti-KRAS-
CDSm-LCS6n plazmidleri ile transfeksiyonu sonrasi floresan mikroskop goriintiisii
(TUBITAK 1128498 nolu projeden alinmistir).

Plazmid konstraktlar1 iceren 2A hiicrelerinden viral partikiiller elde edildi ve
bu viral partikiiller HEp2 hiicrelerine transfekte edildi. Puromisin antibiyotik
seleksiyonu sonucu, transfekte olmayan hiicreler elimine edildi. Ayn1 zamanda kontrol
amagli negatif kontrol konstrakti (pLenti-CMV-GFP-2A-Puro) ayni yontem
kullanilarak HEp2 hiicrelerine aktarildi. Kiiltiire edilmeye devam eden hiicreler

floresan mikroskobu altinda kontrol edildi (Sekil 3.4).

100x GFP 100x dapi
10x GFP 10x dapi

100x merged

100x merged

100x dapi 100x merged

Sekil 3.4. (A) HEp2-1; (B) HEp2-2 ve (C) HEp2-3 hiicrelerinin transfeksiyonun
ardindan puromisin seleksiyonu sonrasi floresan mikroskop gériintiisii (TUBITAK
1125498 nolu projeden alinmustir).
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Transfeksiyon igslemi sonrasinda elde edilen HEp2 hiicreleri kiiltiire edildi ve

%80-90 doluluk oranina geldiklerinde kaldirilarak -86 °C’da stoklandi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Hiicre kiiltiirii invert 151k mikroskop goriintiisii (A) HEp2-0, (B) HEp2-1,
(C) HEp2-2 ve (D) HEp2-3 hiicreleri (20x biiyiitme).

3.4. UM-SCC-17A Hiicre Hatt1 Bulgularn

HEp?2 hiicrelerine gergeklestirilen transfeksiyon islemi, non-metastatik larinks
kanseri hiicre hattt olan UM-SCC-17A hiicrelerinde de ayni sekilde gerceklestirildi.
Ancak pLenti-KRAS-CDSm-LCS6n ve bos plazmid vektor konstraktlarini igeren
hiicreler basariyla elde edilirken, pLenti-KRAS-CDSm-LCS6m plazmid konstraktini
iceren UM-SSC-17A hiicrelerinin puromisin antibiyotik seleksiyonu sirasinda toplu
olarak apoptoza gittigi gozlenmistir. Bu durumun puromisin seleksiyonundan
kaynaklantyor olabilecegi diisliniilmesinin ardindan GFP pozitif hiicrelerin

seleksiyonunun puromisin yerine flow-sitometri ile yapilmasina karar verildi.

pLenti-KRAS-CDSm-LCS6ém  plazmid  konstraktinin ~ UM-SSC-17A
hiicrelerine transfeksiyonu sonrasi elde edilen hiicreler, flow-sitometri yontemi ile
izole edildi. Izole edilen GFP pozitif hiicreler yukarida anlatildig gibi kiiltiire edildi.

Kiiltiire edilen hiicrelerin yine dnceki yontemlerden elde edilen hiicreler gibi 6ldiikleri
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tespit edildi. Her iki yontemden elde edilen bulgular birbirine benzer sonuglar alindigi
icin pLenti-KRAS-CDSm-LCS6m konstraktinin UM-SSC-17A hiicresi i¢in limciil
etkisi olabilecegi diisiiniildii ve UM-SSC-17A hiicreleri ¢calismadan ¢ikarildi.

3.5. Hedef Genlerin Ekspresyon Analizleri

KRAS geninin 3’UTR-LCS6 varyantinin (rs61764370) IL-6/JAK2/STAT3
yolag: iizerindeki etkisinin incelenmesi i¢in hedef genlerin mRNA seviyesindeki
ekspresyonlar real-time qPZR analizi ile ve protein seviyesindeki ekspresyonlar1 da

ELISA analizi ile incelendi.
3.5.1. Real-Time qPZR Analizi

qPZR analizi i¢in Oncelikler higbir plazmid konstrakti icermeyen HEp2-0
hiicresi kullanilarak optimizasyon islemleri yapildi. Referans gen se¢imi i¢in yapilan
optimizasyon sonucunda GAPDH, ACTB (B-aktin), B2M (B-2-mikroglobulin) ve
HPRTI (hypoksantin fosforiboziltransferaz 1) genleri arasindan en uygun referans
kontrol genin GAPDH oldugu kararlastirildi. Daha sonra ise tiim hiicre gruplarinda /L-
6, STAT3, JAK2, NF-kB ve AKT genlerinin analizi ger¢eklestirildi (Sekil 3.6). Hedef
genler referans gen ile kiyaslanarak 242t yontemi kullanmilarak rolatif kat
degisiklikleri belirlendi. Veriler GraphPad Prism® V.9.5.1 (GraphPad software Inc.,
ABD) programi ile one-way ANOVA ve Student’s t testi uygulanarak degerlendirildi.
P<0,05 istatistiksel agidan anlamli kabul edildi.
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Sekil 3.6. Hedef genlerin real-time qPZR amplifikasyon egrileri.
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NF-kB gen ekspresyon sonuclar1 degerlendirildiginde; 4 hiicre grubu
birlikte kiyaslandiginda, yalmizca HEp2-1 hiicresi ile kontrol hiicresi (HEp2-0)
arasinda anlamli bir farklilik oldugu tespit edildi (p=0,0217) (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Tiim hiicre gruplar i¢in NF-xB geni qPZR rolatif ekspresyon seviyeleri (*
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Konstrakt i¢eren hiicre gruplari kendi aralarinda degerlendirildiginde ise NF-
kB seviyesi HEp2-1 hiicresinde HEp2-2 hiicresine gore anlamli oranda diigiik bulundu

(p=0,039) (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Konstrakt igeren hiicre gruplari i¢in NF-xB geni qPZR rélatif ekspresyon
seviyeleri (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
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IL-6 gen ekspresyon sonu¢lar: degerlendirildiginde; 4 hiicre grubu birlikte

kiyaslandiginda, konstrakt iceren tiim hiicre gruplarinda, kontrol hiicre grubuna

(HEp2-0) gore istatistiksel agidan anlamli bir azalma saptandi (F(3,4)=134,1 p<0,001)

(Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Tiim hiicre gruplart i¢in /L-6 geni qPZR rdlatif ekspresyon seviyeleri (*

p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
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Konstrakt igeren hiicre gruplari kendi aralarinda degerlendirildiginde ise /L-6

gen ekspresyon seviyesi HEp2-1 hiicresinde, HEp2-2 ve HEp2-3 hiicrelerine kiyasla
anlamli oranda diigiik bulunurken (sirastyla p=0,0184 ve p=0,0062); HEp2-2 ile HEp2-
3 arasindaki farklilik istatistiksel agidan anlamli degildi (p>0,05) (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Konstrakt igeren hiicre gruplari i¢in /L-6 geni qPZR rolatif ekspresyon
seviyeleri (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
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JAK? gen ekspresyon sonuclari degerlendirildiginde; 4 hiicre grubu birlikte
kiyaslandiginda, konstrakt iceren tiim hiicre gruplarinda, kontrol hiicre grubuna
(HEp2-0) gore istatistiksel agidan anlamli bir azalma saptandi (F(3,4)=74,11 p<0,001)
(Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Tiim hiicre gruplar i¢in JAK2 geni qPZR rolatif ekspresyon seviyeleri (*
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Konstrakt iceren hiicre gruplar1 kendi aralarinda degerlendirildiginde ise JAK2
gen ekspresyon seviyesi HEp2-1 ve HEp2-2 hiicrelerinde HEp2-3 hiicresine gore
diisiik bulunurken bu farklilik istatistiksel agidan anlamli degildi (p>0,05) (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Konstrakt iceren hiicre gruplari i¢in JAK2 geni qPZR rélatif ekspresyon
seviyeleri (p>0,05).
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STAT3 gen ekspresyon sonuclar: degerlendirildiginde; HEp2-0 kontrol
hiicresiyle kiyaslandiginda HEp2-2 hiicresinde anlamli bir artig saptand1 (p=0,0278).
HEp2-1 ve HEp2-3 hiicrelerindeki STAT3 gen ekspresyon degisikligi ise istatistiksel
acidan anlaml degildi (p>0,05).

Bunun yaninda, HEp2-1 hiicresi ise HEp2-2 ve HEp2-3 hiicrelerine gore daha
diisiik seviyede STAT3 eksprese ediyordu (sirastyla p=0,0045 ve p=0,0109) (Sekil
3.13).
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Sekil 3.13. Tiim hiicre gruplari i¢in STAT3 geni qPZR rolatif ekspresyon seviyeleri (*
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
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AKT gen ekspresyon sonuclar1 degerlendirildiginde; konstrakt iceren
hiicrelerde bir miktar artig gozlenirken, bu degisim istatistiksel olarak anlaml degildi

(F(3,4)=1,589 p=0,3247) (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Tim hiicre gruplan i¢in AKT geni qPZR rolatif ekspresyon seviyeleri
(p>0,05).

3.5.2. ELISA Analizi

IL-6 ve STAT3 genlerinin ekspresyonunu protein seviyesinde ortaya koymak
icin ELISA yontemi kullanildi. IL-6 seviyesi hem hiicre kiiltiir siipernatantindan hem
de hiicrelerden elde edilen total proteinden Olgiilirken, STAT3 seviyesi total
proteinden Olciildi. Kit icerisinde gelen ve konsantrasyonu bilinen standart

soliisyonlar1 kullanilarak her ¢alisma i¢in standart egrileri elde edildi (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. IL-6 standart egri grafigi.

ELISA analizi sonucunda elde edilen absorbans degerleri standart egri
denkleminde yerine konularak karsilik geldigi konsantrasyonlar hesaplandi. Elde
edilen verilere gore, hiicre gruplarinin IL-6 seviyeleri one-way ANOVA yontemiyle
kiyaslandiginda, hem hiicre Kkiiltlirii total proteininden hem de hiicre kiiltiirii
siipernatantindan elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel agidan anlamli farklilik
gozlendi (sirastyla F(3,4)=113,0 p<0,001 ve F(3,4)=79,31 p<0,001) (Sekil 3.16, Sekil
3.17).
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Sekil 3.16. Hiicre kiiltiirii total proteininden ELISA Analizi ile IL-6 konsantrasyonlar1
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Hiicre kiiltiirii total proteininden yapilan IL-6 analizine gore; konstrakt iceren
tim gruplarda (HEp2-1, HEp2-2, HEp2-3), kontrol grubu (HEp2-0) ile
kiyaslandiginda anlamli oranda artis tespit edildi (sirastyla p=0,01; p=0,0008;
p=0,0002).

Ancak internal kontrol olarak ¢alismaya dahil edilen ve bos plazmid vektor
iceren HEp2-3 hiicrelerinden elde edilen sonuclar ile kiyaslandiginda HEp2-1 ve
HEp2-2 anlamli oranda diisiik bulundu (sirastyla p=0,0015; p=0,0324).

HEp2-1 ve HEp2-2 kendi aralarinda kiyaslandiginda ise HEp2-1 seviyesi
HEp2-2 seviyesinden anlaml1 oranda diisiik oldugu tespit edildi (p=0,012) (Sekil 3.16).
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Sekil 3.17. Hiucre kiiltlirii siipernatantindan ELISA Analizi ile IL-6 protein
konsantrasyonlar1 (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Hiicre kiiltiirii siipernatantindan yapilan IL-6 analizine gére; HEp2-1 ve HEp2-
3 ile kontrol grubu (HEp2-0) arasinda anlaml1 bir farklilik (artis) gdzlenirken (sirasiyla
p=0,04; p=0,0008), HEp2-2 ile kontrol grubu arasinda anlaml1 bir farklilik gézlenmedi
(p>0,05).

Internal kontrol olarak ¢alismaya dahil edilen ve bos plazmid vektdr iceren
HEp2-3 hiicrelerinden elde edilen sonuglar ile kiyaslandiginda HEp2-1 ve HEp2-2
anlaml1 oranda diisiik bulundu (sirasiyla p=0,004; p=0,0005).

HEp2-1 ve HEp2-2 kendi aralarinda kiyaslandiginda ise HEp2-1 hiicre
siipernatantinda IL-6 protein seviyesi HEp2-2 hiicresinden anlamli oranda ytiksekti

(p=0,0154) (Sekil 3.17).
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STAT3 proteini ELISA analizi sonucunda, konsantrasyonu bilinen standart

sollisyonlar1 kullanilarak standart egrisi olusturuldu (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18. STAT3 standart egri grafigi.

Olgiim sonucunda elde edilen absorbans degerleri standart egri denkleminde
yerine konularak karsilik geldigi konsantrasyonlar hesaplandi. Elde edilen verilere
gore, hiicre gruplarinin STAT3 seviyeleri one-way ANOVA yontemiyle
kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlendi (F(3,4)=227,0 p<0,001)
(Sekil 3.19).
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Sekil 3.19. Hiicre kiiltiirii total proteininden ELISA Analizi ile STAT3 protein
konsantrasyonlar1 (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).

Hiicre kiiltiirii total proteininden yapilan STAT3 analizine gore ise; kontrol
grubu (HEp2-0) ile kiyaslandiginda HEp2-1 ve HEp2-3 anlamli oranda azalmisti
(swrastyla p=0,0017; p=0,0001). Ancak kontrol grubu ile HEp2-2 hiicresinden elde

edilen veriler arasinda anlamli fark gozlenmedi (p>0,05).

Internal kontrol olarak ¢alismaya dahil edilen ve bos plazmid vektdr iceren
HEp2-3 hiicrelerinden elde edilen sonuglar ile kiyaslandiginda HEp2-1 ve HEp2-2
anlamli oranda yiiksek bulundu (sirastyla p=0,0014; p<0,0001).

HEp2-1 ve HEp2-2 hiicrelerinden elde edilen sonuglar kendi aralarinda
kiyaslandiginda ise HEp2-1 hiicresinde STAT3 protein seviyesi, HEp2-2 hiicresinden
anlaml1 oranda diisiik oldugu tespit edildi (p=0,0009).
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Calisma sonucunda elde edilen veriler su sekilde 6zetlenebilir (Tablo 3.1);

NF-kB acisindan bakildiginda; KRAS-CDS-G12V mutasyonunun NF-xB
seviyesi iizerine bir etkisi goriilmezken, LCS6 varyanti (rs61764370) NF-xB

ekspresyonunu azaltmaktadir.

IL-6 agisindan bakildiginda; NF-xB’ye benzer sekilde, G12V mutasyonu /L-6

seviyesini etkilemezken, LCS6 varyant1 /L-6 ekspresyonunu azaltmaktadir.

JAK?2 agisindan bakildiginda; G12V mutasyonu JAK2 gen ekspresyon
seviyesini yaklasik 2 kat oraninda diisiirmesine ragmen bu azalma istatistiksel olarak
anlamli goriilmemistir. Diger yandan, LCS6 varyantinin ise JAK2 ekspresyonu iizerine

bir etkisi yoktur.

STAT3 gen ekspresyonu acisindan bakildiginda; G12V mutasyonunun S7TA73
tizerine bir etkisi gozlemlenmezken, LCS6 varyanti STAT3 ekspresyonunu

azaltmaktadir.

AKT agisindan bakildiginda; G12V mutasyonunun da LCS6 varyantinin da

AKT ekspresyonu tizerine herhangi bir etkisi bulunmamaktadir.

Tablo 3.1. mRNA seviyesinde KRAS-CDS-G12V mutasyonu ile 3’UTR-LCS6
varyantinin (rs61764370) hedef genler {izerine etkileri.

G12V mutasyonu LCS6 varyanti

NF-kB - l
IL-6 -l l
JAK?2 _l -
STAT3 - l
AKT = -

(-) degisiklik yok; () istatistiksel olarak anlamli bir azalma mevcut; (-|) azalma mevcut ama
istatistiksel olarak anlamli degil.

Protein seviyesinde kiyaslama yapildiginda; qPZR verileriyle uyumlu olarak
G12V mutasyonu hiicre kiiltiirii total proteininde IL-6 seviyesini azaltirken, LCS6

varyantinin IL-6 seviyesini daha da azalttig1 goriilmiistiir.
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Hiicre kiiltiir siipernatantinda ise durum biraz farklilik arz etmektedir. Burada
G12V mutasyonu IL-6 seviyesini azaltirken, LCS6 varyant1 varlifinda IL-6 seviyesi

artis gostermektedir.

STAT3 protein ekspresyonu agisindan ise; G12V mutasyonu STAT3
seviyesini arttirirken, qPZR verilerine benzer sekilde LCS6 varyant1 STAT3 seviyesini
azaltmaktadir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Protein seviyesinde KRAS-CDS-G12V mutasyonu ile 3’UTR-LCS6
varyantinin (rs61764370) hedef genler {izerine etkileri.

G12V mutasyonu  LCS6 varyanti
IL-6 (total protein) l i
ILL-6 (hiicre kiiltiirii siipernatantr) i i T
STATS3 (total protein) T T l

(1) azalma mevcut; (| |) daha fazla azalma mevcut; (1) artma mevcut; (11) daha fazla artma mevcut.
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4.  TARTISMA

Bas-Boyun Kanserleri (BBK) diinya genelinde en sik goriilen 7. kanser
tirtidiir. Bunlar arasinda ikinci sirada yer alan larinks kanseri, tiim kanser 6liimlerinin
%1,57’sine sebep olmaktadir (Aupérin 2020). Hizli ilerleyen bir kanser olmasi
nedeniyle bir ¢ok larinks kanseri hastasina ancak ileri evrede tan1 konulabilmektedir
(Steuer ve ark 2017). Larinks kanseri ise ileri evrelerde metastaz yapar ve en sik
metastaz yaptig1 bolgeler akciger, kemik, 6zefagus, karaciger ve beyindir (Pan ve ark

2019).

Larinks kanserinde bir¢cok farkli mutasyon tanimlanmistir (Stransky ve ark
2011). Bunlardan en oOnemlilerinde biri KRAS gen mutasyonlaridir. KRAS
mutasyonlarinin larinks kanserinde goriilme oram1 %4,8 ila %]11,5 arasinda

degismektedir (Bissada ve ark 2013, Kodaz ve ark 2017).

KRAS geni lizerinde ise ¢ok sayida mutasyon tanimlanmistir. Bu mutasyonlar
kolorektal kanser, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri ve pankreas kanseri basta olmak
iizere bir¢ok kanser tiirii ile iliskili bulunmustur (Ren ve ark 2012, Karachaliou ve ark
2013, Dobre ve ark 2015, Keerthana ve ark 2018, Luo 2021). Larinks kanseri de KRAS
gen mutasyonlariyla iliskili kanserlerden birisidir (Papanikolaou ve ark 2021).
Ozellikle 12, 13 ve 61. kodon mutasyonlarinin kanser gelisiminde rol oynadig
bilinmektedir. 2. ve 3. ekzonda lokalize olan bu mutasyonlar GTP baglanma bolgesinin

yakininda bulunur ve GTPaz fonksiyonunu bozarak patolojik etki gosterir.

Bu mutasyonlardan 2. ekzon, 12. kodon iizerinde goriilen G12V mutasyonu
(c.35G>T), KRAS mutasyonlar1 arasinda en sik goriilenlerden birisidir ve birgok
kanserde prediktif 6neme sahiptir. 12. kodondaki mutasyonlar KRAS proteininin
hiicre i¢i sinyal iletiminde daha uzun siire aktif halde kalmasina neden olarak kanser

olusumuna katkida bulunur (Janc¢ik ve ark 2010).

KRAS geni kodlanan bdlge mutasyonlarinin yani sira, 3’UTR (untranslated
region) mutasyonlarinin da klinik 6neme sahip oldugu bilinmektedir (Christensen ve
ark 2009, Dai ve ark 2015, Ustinova ve ark 2015). Genlerin 3’'UTR bdlgeleri
miRNA’larin hedef dizileri (Didiano ve Hobert 2008) oldugu icin bu bolgedeki
mutasyonlar miRNA’larin baglanmasin1 ve hiicre sinyalizasyon sistemini bozarak

kanser gelisimini tetiklemektedir.
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3’UTR  degisikliklerinden biri olan KRAS-3’UTR-LCS6’daki T>G
degisikliginin (rs61764370) basta over kanseri (Ratner ve ark 2010, Ghazi Jumaa
2022), meme kanseri (Paranjape ve ark 2011, Ustinova ve ark 2015, Mohthash ve ark
2020, Gallegos-Arreola ve ark 2021), akciger kanseri (Nelson ve ark 2010, Farokhzad
ve ark 2020), kolorektal kanser (Dai ve ark 2016) ve BBK (Christensen ve ark 2009,
Cipollini ve Gemignani 2014) olmak iizere bir¢ok kanserle iligkili oldugu rapor
edilmistir (Cipollini ve Gemignani 2014). Paranjape ve ark (2011), KRAS-3’UTR-
LCS6 varyantim1 (rs61764370) triple-negatif meme kanseriyle iliskili oldugunu
bildirmektedir. Bu varyanta sahip bireylerin gen ekspresyon paternlerinde 6nemli
farkliliklar oldugunu ortaya koyup ileride bu varyantin, premenopozal kadinlarda
triple-negatif meme kanseri i¢in genetik markir olarak kullanilabilecegini 6ne
stirmiislerdir (Paranjape ve ark 2011). Bir baska caligmada, bu varyantin over kanseri
gelisim riski i¢in de markir niteliginde oldugu degerlendirilmistir (Ratner ve ark 2010).
Diger bir vaka-kontrol ¢alismasinda ise, kadinlarda rs61764370 varyanti ile kronik
myeloid 16semi riski arasinda bir iliski oldugu ifade edilmistir (Gutiérrez-Malacatt ve

ark 2016).

Rs61764370 varyantinin farkli kanser tiirleriyle iligkisini ortaya koyan
caligmalarin yani sira, kanserle iligkili olmadigin1 sdyleyen yayinlar da mevcuttur.
2008-2014 yillar1 arasinda yaymlanmis olan 30 yaymndan yapilan meta-analiz
bunlardan birisidir. Bu meta-analize gore beyaz irkta rs61764370 varyantinin kanserle
iligkili olmadig1 sonucuna varilmistir (Zhang ve Shi 2016). 2012°de yapilan bir kohort
calismasinda ise KRAS-LCS6 varyantinin over kanseriyle iligkili olmadigi rapor
edilmistir (Caiola ve ark 2012).

BBK agisindan bakildiginda ise Christensen ve ark (2009) yaptig1 calismada,
KRAS-3’UTR-LCS6 varyantinin, oral kanserlerde yasam beklentisini énemli lgiide
diisiirdiigiinii bildirmislerdir. Bir baska calismada, LCS6 varyanti BBK’de azalmis
sagkalim ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Cipollini ve Gemignani 2014). Ancak
ayni y1l yayinlanan bir ¢alismada ise LCS6 varyantinin BBK i¢in risk faktorii olmadig:
ifade edilmektedir (Bueno Santiago ve ark 2014). Yakin zamanda yayinlanan, 216
BBK hastas1 ve 85 saglikli kontroliin incelendigi diger bir ¢aligmada ise LCS6
varyantinin BBK  riskiyle iligkili olmadigi ancak BBK’li hastalarda lenf nodu
metastaziyla iliskili oldugu belirtilmistir (Ulusan ve ark 2022).
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Biitiin bunlarin yaninda, 2016 yilinda kolorektal kanser hastalar1 {izerinde
yapilan bir caligma, bu varyantin metastazla iliskisi agisindan ipuglar1 vermektedir. Bu
calismada, KRAS varyantinin diisiik sagkalima ve daha yiiksek relaps ve metastaz
riskine neden oldugu bulunmustur. Ayrica rs61764370 varyanti, kolorektal kanser
hastalarinda oksaliplatin-temelli kemoterapi direnci ile iligkili oldugu rapor edilmistir
(Dai ve ark 2016). LCS6 varyant1 ile metastaz arasindaki iligkiyi ortaya koyan baska
bir calismayi ise Zhang ve ark (2016) yapmislardir. Buna gore rs61764370 varyanti

osteosarkomda metastaz geligsme riskini arttirmaktadir (Zhang ve ark 2016).

Crowley ve ark (2014), kolorektal kanser hiicre hatt1 olan SW48 hiicrelerinde
yaptiklar1 ¢alismada, rs61764370 varyantinin KRAS ekspresyonunu etkilememekle
birlikte let-7 seviyesini diisiirdiigiinii, hiicre prolifasyonunu arttirirken MEK, ERK,
PI3K/AKT sinyal yolag1 iizerine herhangi bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir
(Crowley ve ark 2014).

Chin ve ark (2008), kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri riskiyle iliskili
bulduklart LCS6 varyantinin bu klinik etkisini miRNA let-7’nin baglanma bdlgesini
bozarak ve dolayisiyla KRAS ekspresyonunu arttirarak gosterdigini belirtmektedir
(Chin ve ark 2008). Artmig KRAS ekspresyonunun larinks kanseri agresif fenotipi ile
iliskili oldugu rapor edilmistir (Papanikolaou ve ark 2021).

KRAS geninin CDS mutasyonlarinin klinik etkileri, hatta tedaviye yanittaki
etkileri literatlirde ¢okga calisilmistir (Margonis ve ark 2015, Shen ve ark 2016). Ayni
zamanda, KRAS geninin farkli kanser tiirlerinde hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal
yolaklarindaki etkisi de aydinlatilmaya ¢alisilmistir (Ji ve ark 2007). Ancak literatiirde,
KRAS-3"UTR-LCS6 varyantinin metastazla iliskisi tlizerine ¢ok az sayida calisma
vardir (Zhang ve ark 2016, Ulusan ve ark 2022) ve bu etkisinin muhtemel
mekanizmalarini arastiran bir ¢alisma ise bulunmamaktadir. TUBITAK 1001 1125498
nolu projede (yaymnlanmamig veriler), bu literatiir boslugunu doldurmak iizere,
RAF/MEK/ERK ve PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaklar1 incelenmistir. Calisma
sonucunda, LCS6 varyantinin uzak organ metastazlarini arttirdigi, ancak bu etkiyi bu

iki yolak lizerinden yapmadig: tespit edilmistir.

Bu bulgular bizi bu metastatik etkiye sebep olurken bagka bir yolak kullandig:
diislincesine itmistir. Burada da aday yolaklardan birisi IL-6/JAK2/STAT3 sinyal
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yolagi olarak tespit edilmistir. Ancak literatiirde bu alanda da yeterli calisma

bulunmamaktadir.

Bir sitokin-reseptdr yolagi olan IL-6/JAK2/STATS3 sinyal yolagi, kontrolsiiz
hiicre biiylimesi ve kanserle yakindan iligkilidir. NF-kB tarafindan uyarilarak
transkripte olan IL-6’nin reseptoriine baglanmasiyla aktive olan bu yolak, bir¢ok viicut
fonksiyonunda ve hiicre farklilagmasi, immiin diizenleme, apoptoz, kanser gelisimi,

hematopoez gibi baz1 6nemli biyolojik siire¢lerde goérev almaktadir.

Mevcut calismada, bu yolaktaki molekiillerden NF-«xB, IL-6, JAK2, STAT3
genlerini ve PI3K/AKT/mTOR yolagindaki ara molekiil olan AKT ekspresyonunu
qPZR yontemiyle mRNA diizeyinde; IL-6 ve STAT3’ii de ayrica ELISA yontemiyle

protein diizeyinde inceledik.

mRNA diizeyinde yapilan analizde hem NF-xB hem de /L-6 gen ekspresyon
seviyelerinin diisiik bulunmasi, NF-xB’nin IL-6’nin diizenleyicisi oldugu (Libermann
ve Baltimore 1990) diisiiniildiiglinde, LCS6 varyantinin NF-xB seviyesini diislirerek
IL-6’y1 baskiladigi sonucunu diisiindiirmektedir. Bu durum, literatiirde bilinen NF-«xB

ve IL-6 iliskisiyle uyumlu bulunmaktadir (Naugler ve Karin 2008).

IL-6’'nin ¢ok farkli fonksiyonlar1 olan pleiotropik bir sitokin oldugu
bilinmektedir. Tiimdr s6z konusu oldugunda da durum degismemektedir ve IL-6 iki
ucu keskin bir bigak olarak karsimiza ¢ikmaktadir. IL-6’nin tiimorii hem uyarici hem
de inhibe edici etkisinin oldugunu gdsteren ¢ok sayida ¢aligma mevcuttur. Hem hiicre
hatlarinda hem de tiimor dokularinda yapilan ¢alismalarda celiskili IL-6 seviyeleri ile
karsilasilmakta ve bazi ¢aligmalarda IL-6 seviyeleri yiiksek bulunurken, bazilarinda

artmadig1 gozlenmektedir (Kniipfer ve Preill 2007).

IL-6 metastaz dahil, tiimor gelisiminin hemen her evresiyle iliskili oldugu
degerlendirilmektedir (Kumari ve ark 2016). Ancak bu iliskinin nasil olduguna dair
celigkili veriler mevcuttur. Bu durumda IL-6—kanser iligkisi i¢in iki farkli hipotez 6ne
stirmek miimkiindiir; birinci hipotezde, IL-6’nin kanser i¢in pozitif prognostik belirteg
olarak dusiiniilirken, diger hipoteze gore IL-6 kanser i¢in negatif prognostik belirteg
olarak degerlendirilmektedir (Kniipfer ve Preill 2007). Meme kanseri hiicrelerinde IL-
6, timorili hem uyarici hem de inhibe edici etki gostermektedir. Hastalarin serum IL-6

seviyeleri meme kanseri hastalarinda negatif prognostik belirte¢ olarak karsimiza
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cikmaktadir (Kniipfer ve Preifl 2007). Coklu ila¢ diren¢ olan meme kanseri MCF-
7/ADR hiicreleri siipernatantinda IL-6 seviyesi, ila¢ direnci olmayan meme kanseri
hiicrelerine kiyasla yiiksek saptanmistir. Buna gore hiicre kiiltiirii siipernatantinda IL-

6’nin yiiksek olmasinin kemoterapi direnci ile iligkili oldugu rapor edilmistir (Conze

ve ark 2001).

Bizim ¢aligmamizda da mRNA diizeyinde ve hiicre kiiltiirii total proteininde
IL-6 seviyesi diisiikk bulunmustur. Bu sonug literatiirde IL-6’nin kanser i¢in negatif
prognostik faktor olabilecegi hipoteziyle uyumlu goriilmektedir. Bunun aksine, hiicre
kiiltiir siipernatantinda IL-6 protein seviyesinin yiiksekliginin kemoterapi direnciyle
iliskili olduguna dair literatiir bilgisi goz oniine alindiginda, LCS6 varyant1 varliginda
hiicre kiiltiir siipernatantinda IL-6 seviyesinin yiiksek bulunmasinin, IL-6’nin LCS6

varyantinin metastatik etkisini arttirtyor olabilecegi diisiiniilmiistir.

IL-6 yolaginin alt basamaklarinda yer alan STAT3 molekiilii, IL-6’nin
reseptOriine baglanmasiyla JAK2 araciligiyla fosforile olarak aktif hale gecer.
STAT3’lin onkojenik etkisi uzun yillardir ¢calisgilmaktadir. Bunun yaninda, az sayida
caligmada, STAT3’iin tiimor siipresor etkisinden de bahsedilmektedir (Zhang ve Lai
2014). Baz1 durumlarda STAT3’iin inhibe edilmesi kanser gelisimini tetikleyebildigi
rapor edilmistir (Dutta ve ark 2014). Bir baska calismada tiroid kanseri hiicre
hatlarinda STAT3'lin azaltilmasinin, timor biiylimesini artirdigi gosterilmistir (Couto
ve ark 2012). Diger bir caligsmada ise Apc(Min/+) farelerin bagirsak epitel hiicrelerinde
STAT3'lin susturulmasinin, timdr olusumunu tesvik ettigi rapor edilmistir (Musteanu

ve ark 2010).

Caligmamizda LCS6 varyant1 varliginda mRNA ve protein diizeyinde STAT3
ekspresyonunun diisiik bulunmasi, NF-«xB/IL-6/JAK2/STAT3 sinyal yolaginin {ist
basamaklarinda yer alan NF-xB ve IL-6 diisiikligiiyle uyumlu bulunmaktadir. Diger
yandan STAT3 ekspresyon seviyesinin diisitk olmasi, STAT3’iin yukarida belirtilen
timor siipresor etkisini ortadan kaldirarak LCS6 varyantinin metastaz yolunu agryor

olabilecegi diislinlilmiistiir.

LCS6 varyanti varliginda, NF-xB/IL-6/JAK2/STAT3 sinyal yolag
molekiillerinden ii¢liniin ekspresyon seviyesinin diismesine ragmen JAK?2

ekspresyonunun degismemis bulunmasi ise JAK2’yi etkileyen baska molekiillerin
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oldugunu ve bu molekiillerin etkisiyle JAK2 ekspresyonunun diismeyip normal

seviyede seyrettigini diisiindiirmektedir.

Biitiin veriler birlikte degerlendirildiginde, KRAS-3’UTR-LCS6 varyantinin
IL-6/JAK2/STAT3 sinyal yolag lizerine negatif etki gosterdigi sonucuna ulagilabilir.
Bu etkiyi de NF-kB gen ekspresyonunu diigiirerek gerceklestiriyor olmasi muhtemel

goziikmektedir. LCS6 degisikliginin bu etkisi daha 6nce literatiirde gosterilmemistir.

PIBK/AKT/mTOR sinyal yolagi bircok kanserde aktive olmaktadir.
Calismamizda, KRAS-G12V mutasyonunun da LCS6 varyantinin da AKT gen
ekspresyonu iizerine herhangi bir etkisinin bulunmamasi, LCS6 varyantinin metastaz
gelisimi  lizerindeki etkisini PI3K/AKT/mTOR yolag: iizerinden yapmadigini
diisiindiirmektedir. Bu sonu¢ daha oOnceki calismamizda elde ettigimiz LCS6
varyantinin PI3K/AKT/mTOR sinyal yolag: lizerine bir etkisinin olmadig1 bulgusuyla
uyumludur (TUBITAK 1001 11258498 nolu proje, yaymlanmamis veriler). Ayni
zamanda litaratiirde de bunu destekler az sayida ¢alisma bulunmaktadir (Crowley ve

ark 2014).

Diger taraftan, konstrakt iceren tiim hiicre gruplarinda /L-6 ve JAK2 genlerinin
ekspresyonunun transfeksiyon yapilmayan hiicre grubuna kiyasla anlamli oranda
(p<0,001) diisiik olmasi, lentiviral yontemle yapilan transfeksiyonun /L-6 ve JAK2
ekspresyonunu baskiliyor olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu durumun lentiviral

transfeksiyon yapildigir durumlarda g6z 6niinde bulundurulmasi gerekmektedir.

Ayrica ¢alismamizda, non-metastatik larinks kanseri hiicre hatti olan UM-
SSC-17A hiicrelerine de transfeksiyon islemi gerceklestirilmistir. Ancak pLenti-
KRAS-CDSm-LCS6m plazmid konstraktini iceren UM-SSC-17A hiicreleri,
transfeksiyondan sonra 1-2 hafta yasamis, sonra toplu olarak apoptoza gitmistir. Farkli
yontemlerle gergeklestirilen transfeksiyon ve seleksiyon islemleri sonrasinda da ayni
durumla karsilagilmistir. Bu bulgu, KRAS-3’UTR-LCS6 varyantinin UM-SSC-17A

hiicrelerinde apoptotik etki olusturdugunu gostermektedir.

Literatiirde, baz1 hiicrelerin plazmid transfeksiyonlarina karsi direngli oldugu
bildirilmektedir. Bu durum mevcut c¢alismada elde edilen bulgularla birlikte
degerlendirildiginde, KRAS-3’UTR-LCS6 varyantinin UM-SSC-17A hiicre tipi icin
oliimciil oldugu belirlendi. Literatiirde, KRAS geninin bas-boyun kanserleri (BBK)
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etiyolojisinde nispeten diisiik gozlenmesinin muhtemel nedenlerinden birisinin, BBK
gelisim stlirecinde KRAS genindeki mutasyonlarin apoptotik siireci uyararak klonal

hiicrelerin ortadan kaldirilmasi nedeniyle olabilecegi diisliniilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, larinks kanserinde KRAS-3’UTR-LCS6 varyantinin
(rs61764370) IL-6/JAK2/STAT3 sinyal yolag: iizerine etkisi arastirildi. Bunun igin
larinks kanseri hiicre hatt1 olan HEp2 hiicrelerine mutasyonlu ve mutasyonsuz genler
transfekte edildi. Ardindan ilgili genlerin mRNA ve protein diizeyinde ekspresyonlari

incelendi.

LCS6 varyantinin IL-6/JAK2/STAT3 sinyal yolag: tizerine etkisi literatiirde
daha once calisiimamisti. Calismamiz sonucunda, KRAS-3’UTR-LCS6 varyantinin
IL-6/JAK2/STAT3 sinyal yolag: {izerine negatif etki gdsterdigi tespit edilmistir. Bu

literatiir agisindan yeni bir bulgudur.

Literatiir bilgisi ve mevcut ¢alisma sonucu birlikte degerlendirildiginde, LCS6
varyantinin metastatik etkisini hangi mekanizma tizerinden gergeklestirdigi halen tam
olarak anlagilmig degildir. Bu mekanizmanin ortaya konulabilmesi icin fakli sinyal
yolaklari iizerinde daha ileri ¢aligmalarin yapilmas: gerekmektedir. Ileride yapilacak
caligmalarda, hem farkli larinks kanseri hiicre hatlarinda hem de farkli kanser
tiirlerinde bu varyantin IL-6/JAK2/STAT3 yolag: lizerine etkisi incelenmelidir. Ayrica

bu etkinin in vivo olarak hayvan modelleri lizerinde de ¢alisilmasi gerekmektedir.

Diger yandan, c¢aligmamizda lentiviral ydntemle yapilan transfeksiyon
sonrasinda, konstrakt iceren tiim hiicre gruplarinda bazi genlerin ekspresyonu ciddi
oranda baskilanmigtir. Bu durum, lentiviral transfeksiyonun, bazi genlerin
ekspresyonunu dogrudan etkilemis olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Lentiviral
transfeksiyon ¢aligsmalarinda, bu durum goz 6niinde bulundurulmalidir. Calismamizda
gergeklestirdigimiz sekilde, hiicre hatlarina bos plazmid vektor de transfekte edilmesi
ve bu hiicrelerin internal kontrol olarak caligmada kullanilmasi ile bu problemin

iistesinden gelinebilecektir.
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EK-B: KRAS Gen Dizisi

Homo sapiens K-ras oncogene protein (KRAS) mRNA, complete cds. Sequence ID:
gb|M54968.1 HUMKRASM

ORIGIN

1 tectaggegg cggeegegge ggeggaggea geageggegg cggeagtgge gecggegaag
6lgtggcggcgg ctcggecagt actcceggece cecgeceattt cggactggga gegagegegg
121 cgcaggceact gaaggeggeg geggggecag aggetcageg getcccaggt gecgggagaga
181 ggcctgetga aaatgactga atataaactt gtggtagttg gagettgtgg cgtaggcaag
241 agtgccttga cgatacagct aattcagaat cattttgtgg acgaatatga tccaacaata
301 gaggattcct acaggaagca agtagtaatt gatggagaaa cctgtctctt ggatattcte
361 gacacagcag gtcaagagga gtacagtgca atgagggacc agtacatgag gactggggag
421 ggctttcttt gtgtatttge cataaataat actaaatcat ttgaagatat tcaccattat

481 agagaacaaa ttaaaagagt taaggactct gaagatgtac ctatggtcct agtaggaaat
541 aaatgtgatt tgccttctag aacagtagac acaaaacagg ctcaggactt agcaagaagt
601 tatggaattc cttttattga aacatcagca aagacaagac agggtgttga tgatgecttc
661 tatacattag ttcgagaaat tcgaaaacat aaagaaaaga tgagcaaaga tggtaaaaag
721 aagaaaaaga agtcaaagac aaagtgtgta attatgtaaa tacaatttgt acttttttct

781 taaggcatac tagtacaagt ggtaattttt gtacattaca ctaaattatt agcatttgtt

841 ttagcattac ctaatttttt tcctgeteca tgecagactgt tagettttac cttaaatget

901 tattttaaaa tgacagtgga agtttttttt tcctcgaagt gecagtattc ccagagtttt

961 ggtttttgaa ctagcaatgc ctgtgaaaaa gaaactgaat acctaagatt tetgtcttgg
1021 ggtttttggt gcatgcagtt gattacttct tatttttctt accaagtgtg aatgttggte

1081 tgaaacaaat taatgaagct tttgaatcat ccctattctg tgttttatct agtcacataa

1141 atggattaat tactaatttc agttgagacc ttctaattgg tttttactga aacattgagg

1201 gacacaaatt tatgggcttc ctgatgatga ttcttctagg catcatgtcc tatagtttgt
1261 catccctgat gaatgtaaag ttacactgtt cacaaaggtt ttgtctectt tccactgeta
1321 ttagtcatgg tcactctcce caaaatatta tattttttct ataaaaagaa aaaaatggaa
1381 aaaaattaca aggcaatgga aactattata aggccatttc cttttcacat tagataaatt
1441 actataaaga ctcctaatag ctttttcctg ttaaggcaga cccagtatga atgggattat
1501 tatagcaacc attttggggc tatatttaca tgctactaaa tttttataat aattgaaaag

1561 attttaacaa gtataaaaaa attctcatag gaattaaatg tagtctccct gtgtcagact
1621 gctctttcat agtataactt taaatctttt cttcaacttg agtctttgaa gatagtttta

1681 attctgcttg tgacattaaa agattatttg ggccagttat agcttattag gtgttgaaga
1741 gaccaaggtt gcaagccagg ccetgtgtga accttgaget ttcatagaga gtttcacage
1801 atggactgtg tgccccacgg tcatccgagt ggttgtacga tgcattggtt agtcaaaaat
1861 ggggagggac tagggcagtt tggatagete aacaagatac aatctcactc tgtggtggte
1921 ctgctgacaa atcaagagca ttgcttttgt ticttaagaa aacaaactct tttttaaaaa
1981 ttacttttaa atattaactc aaaagttgag attttggget ggtggtgtgc caagacatta
2041 attttttttt taaacaatga agtgaaaaag ttttacaatc tctaggtttg gctagttctc

2101 ttaacactgg ttaaattaac attgcataaa cacttttcaa gtctgatcca tatttaataa
2161 tgctttaaaa taaaaataaa aacaatcctt ttgataaatt taaaatgtta cttattttaa

2221 aataaatgaa gtgagatggc atggtgaggt gaaagtatca ctggactagg ttgttggtea
2281 cttaggttct agataggtgt cttttaggac tctgattttg aggacatcac ttactatcca
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2341 tttcttcatg ttaaaagaag tcatctcaaa ctcttagttt ttttttttta cactatgtga

2401 tttatattcc atttacataa ggatacactt atttgtcaag ctcagcacaa tctgtaaatt
2461 tttaacctat gttacaccat cttcagtgee agtcttggge aaaattgtge aagaggtgaa
2521 gtttatattt gaatatccat tctegtttta ggactcttct tccatattag tgtcatcttg

2581 cctecectacc ttccacatge ceccatgactt gatgeagttt taatacttgt aattccecta
2641 accataagat ttactgctge tgtggatatc tccatgaagt tttcccactg agtcacatca
2701 gaaatgccct acatcttatt ttcctcaggg ctcaagagaa tctgacagat accataaagg
2761 gatttgacct aatcactaat tttcaggtgg tggctgatge tttgaacatc tetttgetge
2821 ccaatccatt agcgacagta ggatttttca accctggtat gaatagacag aaccctatce
2881 agtggaagga gaatttaata aagatagtgc agaaagaatt ccttaggtaa tctataacta
2941 ggactactcc tggtaacagt aatacattcc attgttttag taaccagaaa tcttcatgca
3001 atgaaaaata ctttaattca tgaagcttac tttttttttt ttggtgtcag agtctcgete

3061 ttgtcaccca ggctggaatg cagtggegcec atctcagetc actgcaacct tccatcttece
3121 caggttcaag cgattctcgt geectcggect cetgagtage tgggattaca ggegtgtgea
3181 ctacactcaa ctaatttttg tatttttagg agagacgggg tttcacctgt tggccagget
3241 ggtctcgaac tectgaccte aagtgattca cccaccttgg cetecataaac ctgttttgea
3301 gaactcattt attcagcaaa tatttattga gtgcctacca gatgccagtc accgcacaag
3361 gcactgggta tatggtatcc ccaaacaaga gacataatcc cggtccttag gtactgetag
3421 tgtggtctgt aatatcttac taaggcecttt ggtatacgac ccagagataa cacgatgegt
3481 attttagttt tgcaaagaag gggtttggtc tctgtgccag ctetataatt gttttgctac
3541 gattccactg aaactcttcg atcaagctac tttatgtaaa tcacttcatt gttttaaagg
3601 aataaacttg attatattgt ttttttattt ggcataactg tgattctttt aggacaatta

3661 ctgtacacat taaggtgtat gtcagatatt catattgacc caaatgtgta atattccagt
3721 tttctctgea taagtaatta aaatatactt aaaaattaat agttttatct gggtacaaat
3781 aaacagtgcc tgaactagtt cacagacaag ggaaacttct atgtaaaaat cactatgatt
3841 tctgaattge tatgtgaaac tacagatctt tggaacactg tttaggtagg gtgttaagac
3901 ttgacacagt acctcgtttc tacacagaga aagaaatggc catacttcag gaactgcagt
3961 gcttatgagg ggatatttag gectcttgaa tttttgatgt agatgggcat ttttttaagg
4021 tagtggttaa ttacctttat gtgaactttg aatggtttaa caaaagattt gtttttgtag
4081 agattttaaa gggggagaat tctagaaata aatgttacct aattattaca gecttaaaga
4141 caaaaatcct tgttgaagtt tttttaaaaa aagactaaat tacatagact taggcattaa
4201 catgtttgtg gaagaatata gcagacgtat attgtatcat ttgagtgaat gttcccaagt
4261 aggcattcta ggctctattt aactgagtca cactgcatag gaatttagaa cctaactttt
4321 ataggttatc aaaactgttg tcaccattgce acaattttgt cctaatatat acatagaaac
4381 tttgtggggc atgttaagtt acagtttgea caagttcate tcatttgtat tccattgatt
4441 ttttttttte ttctaaacat tttttcttca aaacagtata tataactttt tttaggggat

4501 tttttttaga cagcaaaaaa ctatctgaag atttccattt gtcaaaaagt aatgatttct
4561 tgataattgt gtagtgaatg ttttttagaa cccagcagtt accttgaaag ctgaatttat
4621 atttagtaac ttctgtgtta atactggata gcatgaattc tgcattgaga aactgaatag
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8.

TURNITIN RAPORU

LARINKS KANSERINDE KRAS 3'UTR LCS6 MUTASYONU iLE IL-6
ARASINDAKI ILISKiSININ INCELENMESI

ORIJiINALLIK RAPORU

«9

%9 %2

BENZERLIK ENDEKSI INTERNET KAYNAKLARI ~ YAYINLAR

%2

OGRENCI ODEVLERI

BIRINCIL KAYNAKLAR

.

acikbilim.yok.gov.tr

internet Kaynagi

acikerisim.selcuk.edu.tr v
internet Kaynag %

acikerisim.aku.edu.tr v
internet Kaynag %
www.tibbigenetik.org.tr *

internet Kaynaglg 8 <%
motifyayincilik.dergipark.gov.tr

internethZyzgl g p g <%1

ﬂ Submitted to Gaziantep Aniversitesi < 1
Ogrenci Odevi %
dergipark.org.tr

intern§t Igynagl & <%1
Submitted to Ege Universitesi

E Ogrenci Odevi & <%1
docplayer.biz.tr

n interngKa%agl <%1
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