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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

ING3 GENININ BAS BOYUN KANSERLERINDE FONKSIYONUNUN
ARASTIRILMASI

Giilnur KUSDEMIR

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Omer Faruk KARATAS

Agresif bir kanser tiirii olan bas ve boyun kanserleri diinya genelinde en sik tanisi konan kanserler
arasindadir. Diinya genelinde bas ve boyun kanserleri 5 yillik sagkalim oranlart %60°lar civarinda olmasina
ragmen, lilkemizde bu oran diinya ortalamasinmin oldukga altindadir. Inhibitor of growth protein (ING) ailesi
5 tiyeden olusmaktadir (ING1-5). ING proteinleri ¢ok sayida hiicresel siirecte 6nemli roller oynamaktadir.
Bu nedenle ING genlerinin ifade degisiklikleri timor olusumu ile iligskilendirilebilir. Bu tezde, ING ailesi
tiyelerinin ifadelerinin analizi ve bas ve boyun kanserlerinden olan larenks kanserinde ING genlerinin
prognostik dneminin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda, larenks tiimoér ve normal doku
ciftlerinde rolatif ING gen ailesi ifadesi mRNA seviyesinde gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
kullanilarak, r6latif ING3 ifadesi protein seviyesinde Western blot analizi kullanilarak degerlendirildi. ING
genlerinin ifade seviyeleri, genetik degisiklikleri ve sagkalim verileri online veritabanlar1 kullanilarak
arastirildi ve ING3'iin protein etkilesim ag1 STRING web portali kullanilarak ortaya koyuldu. Bag ve boyun
kanserlerinde ING3’iin genetik degisiklik oraninin oldukga yiiksek oldugu gosterildi. ING3’iin hem mRNA
hem de protein seviyesinde larenks kanseri doku orneklerinde normal doku 6rneklerine kiyasla artan
ifadeye sahip oldugu dogrulandi. Yiiksek ING3 ifadesinin, bas ve boyun kanseri hastalarinin hastaliksiz sag
kalimu ile iliskili oldugu gosterildi. Ayrica, birlikte ifade analizi, EPC1'in 6nemli dl¢iide ING3 ile iliskili
kritik bir gen oldugunu ortaya koydu. Tez kapsaminda elde edilen bulgular, ileri evre larenks kanseri
vakalarinda ING3’iin yiiksek diizeyde ifade edildigi ve onkogenik potansiyel sergileyerek larenks kanser
gelisim siirecine 6nemli derecede katkida bulundugunu gosterdi. ING3’iin ileri evre larenks kanser hastalari
i¢in hayati prognostik énemi, biyobelirte¢ olarak kullanilabilme potansiyelini ortaya koymaktadir.

2022, 53 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bas ve boyun kanseri, Larenks kanseri, ING gen ailesi, ING3



ABSTRACT

MS. Thesis

INVESTIGATION OF THE FUNCTIONS OF ING3 GENE IN HEAD AND
NECK CANCERS

Giilnur KUSDEMIR

Erzurum Technical University
Gradute School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Omer Faruk KARATAS

Among the most often diagnosed tumors worldwide are aggressive cancer forms that affect the
head and neck (HNC). The 5-year survival rate for head and neck malignancies in our country is lower than
the global average, despite the fact that it is about 60% worldwide. Inhibitor of growth protein (ING) family,
is an important class of gene family, which consists of five genes. ING genes play a role in many biological
processes. Therefore, altered expression of genes may be associated with tumorigenesis. In this thesis, we
examined the relative mRNA expression of ING genes in laryngeal tumor-normal tissue pairings using
quantitative real-time polymerase chain reaction, and the relative protein expression of ING3 using Western
Blot analysis. We investigated expressions, genetic alterations, survival data for ING family members using
various online tools and established a functional protein interaction network of ING3 using STRING web
portal. HNCs have a comparatively higher rate of ING3 genetic alterations. ING3 expression was
significantly upregulated in larynx cancer tissue samples at both mRNA and protein level compared with
normal tissue samples. Poor disease-free survival in HNC patients was likewise associated with higher
expression of ING3. Additionally, co-expression study demonstrated that the important ING3-related gene
EPC1 significantly linked with the expression of ING3. The findings show that ING3 is highly expressed
in advanced larynx cancer cases and contributes significantly to the laryngeal carcinogenesis by exhibiting
oncogenic potential. The crucial predictive importance of ING3 in patients with advanced laryngeal

carcinoma demonstrates its potential for application as a biomarker.
2022, 53 page
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1. GIRIS

1. GIRIS

1.1. Kanser

Kanser, herhangi bir doku ve organda hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi siirecidir.
Kanserli hiicrelerde genetik ve epigenetik diizeyde hatalar hiicre biiyiime avantaji
olusturur ve kontrolsiiz hiicre boliinmesine yol acar (Koutsogiannouli et al. 2013).
Gilintimiizde, bulunduklar1 organa ve koken aldiklar1 hiicre tiiriine gore farkli isimler alan
100’den fazla kanser ¢esidi tanimlanmis ve tahmini kanser c¢esidinin 200’den fazla
olabilecegi ileri stirtilmiistiir (Sawyers et al. 2013). Kanser, diinya ¢apinda 6liime yol
acan ikinci hastaliktir (Zhu et al. 2015). GLOBOCAN veri tabanina gore diinyada 2020

yilt icerisinde 19,3 milyon yeni vaka ve 10,0 milyon 6liim bildirilmistir.

Kanserin patogenezinde genetik degisimler kritik rol oynar (Zhu et al. 2015).
Farkli kanser tiirlerinde yapilan genetik caligmalar malin hiicrelerin biiylimesini ve
ilerlemesini desteklemek i¢cin mutasyona ugramasi veya degismesi gereken az sayida
gen tamimlamistir. Genel olarak kanserle ilgili genler, proto-onkogenler ve timor
baskilayici genler olmak lizere iki genis sinifa ayrilabilir (Wang et al. 2018). Kanser
olusumu hem tiimor baskilayicilarin hem de kanser indiikleyicilerinin (onkogenlerin)

kombine etkilesimi sonucunda g6zlemlenir (Zhang et al. 2007).

Normal Hiicre Kanser Hiicresi

|
o9 *'®)9
<o) 9®e®
® - ®eo e
SUOAD

Sekil 1.1. Kanser hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi ve boliinmesi sonucunda olusur.
Association of NAMIBIA (W030) ‘dan degistirilerek alinmustir.



1. GIRIS

1.2. Tiimor Siipresor ve Onkogen

Kanser, biiyiime, ¢ogalma ve hiicre Olimi gibi kritik islevlerin yanlis
diizenlenmesi ile karakterize olan karmasik ve heterojen bir hastaliktir. Proliferasyon ve
apoptoz gibi kanserin ayirt edici 6zelliklerini daha 1yi anlamak i¢in kansere neden olan

genleri dogru bir sekilde belirlemek kritik 6nem tasir (Colaprico et al. 2020).

Proto-onkogenler genellikle hiicresel biiylimeyi destekleyen yolaklarda yer
alir. Bu genler, mutasyonlar tarafindan aktive edildiklerinde normal hiicrelerin kanserli
hale gelmesine neden olabilir. Proto-onkogenlerdeki mutasyonlar tipik olarak
dominanttir ve bu genlerin mutasyona ugramis versiyonlari onkogenler olarak bilinir
(Wang et al. 2018). Onkogenler hiicresel veya viral (yani hiicreye bir viriis tarafindan
eklenen) genlerdir; yiiksek diizeyde ifadeleri bir neoplazinin gelismesine neden olabilir.
Proto-onkogenler normal hiicresel genlerdir; onkogenlere dontisiimleri, genetik ve

epigenetik gesitli mekanizmalar yoluyla ger¢eklesebilir.

Tiimor baskilayicilar (anti-onkogenler, resesif tiimor genleri) hiicresel genlerdir;
bunlarin etkisiz hale getirilmesi, timor olusumu olasiligini arttirirken, islevlerinin geri

kazanilmasi, tiimor hiicrelerinin biiyiimesini baskilayabilir (Kopnin 2000).

1969'da Knudson'un retinoblastomlarin gelisiminin kinetigine dayanarak one
sirdiigii iki vuruslu model hipotezine gore, iki allelin silinmesi veya inaktivasyonu
yoluyla tiimor siipresor genlerin fonksiyonunun kaybi meydana gelir. Timor siipresor
genlerdeki mutasyonlarin ¢ekinik oldugu ortaya ¢ikmistir; bu nedenle, timér siipresor
genlerdeki tek bir mutasyon karsinogeneze neden olmak igin yeterli degildir. Timor
stipresor  genlerin inaktivasyonuna ek olarak ubikitinasyon ile proteozomal
parcalanma, anormal hiicresel lokalizasyon benzeri durumlar da tiimor stipresor genlerin
kanserlesme stirecindeki rollerine katki yapabilir (Wang et al. 2018; Morris and Chan
2015; Park et al. 2021).



1. GIRIS

1.3. Bas Boyun Kanserleri

Bas ve boyun kanserleri olarak bilinen iist solunum-sindirim sistemi kanserleri,
cok sayida bolgeden kaynaklanir ve her yil teshis edilen yaklasik 630.000 yeni hasta ile
her y1l 350.000'den fazla 6liimle sonuglanan diinya ¢apinda en yaygin altinci kanserdir

(Tobias 1994; Vigneswaran and Williams 2014).

Bas ve boyun kanserlerinin %90'dan fazlasi agiz boslugu, orofarenks, girtlak ve
hipofarenksin mukozal ylizeylerinden kaynaklanan bas ve boyun skuaméz hiicreli
karsinomudur. Bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom bas ve boyun kanserlerinin en
yaygin histolojik alt tipini temsil etmektedir. Bas ve boyun tiimoérleri ayni skuamoz epitel
cesidinden koken alsalar da farklh risk faktorleri, molekiiler patojenler, farkli tedavi
yanitlar1 ve prognozlart gibi bir¢cok agidan biyolojik ve klinik olarak heterojen bir
hastaliktir (Miranda-Galvis et al. 2021; Vigneswaran and Williams 2014).

Bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomu, agiz boslugunun mukozal epitelinden
(dudaklar, bukkal mukoza, sert damak, on dil, agiz tabam1 ve retromolar trigon),
nazofarenks, orofarenks (palantin bademcikler, lingual bademcikler) dil, (yumusak
damak, kiiciik dil ve arka farengeal duvar), hipofarenks (bogazin alt kismu, dil kemiginden
krikoid kikirdaga uzanan) ve girtlaktan kaynaklanir. Insan papilloma viriisii ile iliskili bas
ve boyun skuamoz hiicreli karsinomlar esas olarak orofarenksin palantin ve lingual
bademciklerinden kaynaklanirken, tiitiinle iliskili bas ve boyun skuaméz hiicreli
karsinomlar1 esas olarak agiz boslugu, hipofarenks ve girtlakta ortaya ¢ikar (Johnson et
al. 2020).

Dudak

Disler

Sert Plaka

Yumusak Plaka|

Sert Plaka Kigk Dil-—

Nazofarenks Yumusak Plaka  Retromolar Trigone
Kiigiik Dl On Dil .
Platin Bademcik Dudak Yanak Mukoza
Orofarenks Bademcik
Dil Kokit Agu T.abam X
Ax_fkﬂ Faringeal Duvar %“ijﬂ"‘k s Dil
Lingual Bademcikler Dil Kemigi ezl A1z Tabam

Hipofarenks Epiglottis
Supraglottis
Glottis

Subglottis

Krikoid Kikirdag Larenks

Sekil 1.2. Bas ve boyun bdlgesinin anatomik yapist Johnson et al.(2020)’dan
degistirilerek alinmstir.



1. GIRIS

Bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomda bildirilen endise verici 6liim oranlart,
yilksek  lokal-bolgesel niiks  ve/veya  metastatik  hastalik  prevalansindan
kaynaklanmaktadir. Ger¢ekten de lokal olarak ilerlemis bas ve boyun skuamoz hiicreli
karsinomlarindan etkilenen hastalar %50'nin altinda 5 yillik genel sagkalim oranlarina
sahipken, erken evre hastalar, %80'e yakin sagkalim oranlariyla belirgin sekilde iyi bir
prognoza sahiplerdir (Miranda-Galvis et al. 2021).

Epidemiyolojik ¢alismalar, Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) Uluslararas: Kanser
Arastirmalar1 Ajansi (IARC) tarafindan simiflandirildigi izere, bas ve boyun skuamoz
hiicreli karsinomlar igin gesitli risk faktorlerini ortaya ¢ikarmustir. Bu risk faktorleri
arasinda tiitlin tiketimi, alkol tiiketimi, ¢evresel kirleticilere maruz kalma ve HPV ve
EBV gibi viral ajanlarla enfeksiyon yer almaktadir. flging bir sekilde, risk faktorleri
cografi veya kiiltiirel degiskenlik gostermektedir (Johnson et al. 2020).

Bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinomlarin yayginligi iilkeler/bdlgeler arasinda
degisir ve genellikle tiitiin tiirevi kanserojenlere maruz kalma, asir1 alkol tiiketimi veya
her ikisi ile iliskilendirilmistir. Her iki maddenin de agir kullanicilarinin bas ve boyun
skuamoz hiicreli karsinomu gelistirme riskinin >35 kat daha fazla oldugunu belirtmek

gerekir (Blot et al. 1988; Stein et al. 2015).

INSIDANS ASR

BER 100000

m>107

W75-107
5.1-75
365.1
<36
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Sekil 1.3. Bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomun kiiresel insidanst GLOBOCAN’dan
degistirilerek alinmistir.



1. GIRIS

Ek olarak, genetik faktorler de bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom riskine
katkida bulunur. DNA onariminda bozulma (22 FANC geninden herhangi birinde
meydana gelen mutasyonlar nedeniyle) ile karakterize, nadir goriilen, kalitsal bir genetik
hastalik olan Fankoni anemisi olan kisilerde, bas ve boyun skuamdz hiicreli karsinom
riskini artirir (Velleuer and Dietrich 2014; Johnson et al. 2020). Bas ve boyun skuamoz
hiicreli karsinom, tiimdr baskilayicilarin kaybi ile daha sik goriilebilir. Cok sayida
calisma, bas ve boyun skuamdéz hiicreli karsinom tiimorlerinde sinyal proteinlerinin
anormal ifadesi ve/veya sinyal yollarinin aktivasyonunu gostermistir. Ornegin yaygin
olarak tiimor gelisimini yonlendiren sinyal yollar1 arasinda, PI3K/Akt/mTOR yolu, bas
ve boyun skuamoz hiicreli karsinomlarinda en sik bozulan onkojenik yolaklardan birisidir
(Network 2015; Wang et al. 2017).

1.3.1. Larenks Kanseri

Agresif bir kanser olan larenks kanseri, diinya genelinde en sik tanist konan bag
ve boyun kanserlerinden biridir. Larenks kanserinin insidansi yaklasik 100.000’de 4’tiir
ve erkeklerde kadinlara gore (4-5 kat), siyah irkta da beyaz irka gore (1,5-2 kat) daha
yiiksektir. Larenks kanserinin insidansi son 30 yilda diisiis gostermektedir, ne var ki 6lim
oranlarindaki diisiis yeni vaka sayisindaki diisiis kadar giiclii olmamistir. Ayrica, diinya
genelinde larenks kanseri 5 yillik sagkalim oranlart ayni siirecte %60’lar civarinda
seyretmistir (Noone et al. 2017; Yao et al. 2021).

Tiirkiye’de ise larenks kanseri en sik goriilen 7. kanser tiiriidiir ve insidanst 2011
yilinda 100.000°de 10,3 olarak tespit edilmistir. 2004 ile 2011 yillar1 arasindaki veriler
incelendiginde, larenks kanseri insidansinin bazi yillarda diisiis gosterse de 100.000’de
10 civarinda seyrettigi goriilmektedir (Karatas et al. 2016). Larenks malignitelerinin
%90°’1 skuamoz hiicreli karsinom olarak karsimiza ¢ikar. Larenks karsinomlu hastalarin
cogunda ses kisiklig1 gelisir, ancak diger klinik belirtiler arasinda boyunda kitle, yutma
gicligii, stridor ve hemoptizi bulunur. Karsinomdan kaynaklanan bozulmus girtlak
fonksiyonu, belirgin iletisim, nefes alma ve yutma bozukluklarina neden olur (Connor
2007).
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Larenks ii¢ anatomik bdlgeye ayrilir; bu bolgeler supraglottik girtlak, epiglot,
yalanct ses telleri, ventrikiiller, aryepiglottik kivrimlar ve aritenoidleri igerir. Glottis,
gercek ses tellerini ve 6n ve arka komissiirleri igerir. Subglottik bolge, gercek ses
tellerinin yaklasik 1 cm altindan baglar ve krikoid kikirdak veya birinci trakeal halkanin

alt sinirma kadar uzanir (Anonymous 2002).

Epiglottis

Supraglottis
Glotiis ~—Larenks
(vokal kordlar)

Subglottis =

———Nefes Borusu
i Yemek Borusu

Sekil 1.4. Larenksin anatomisi (Anonymous 2002) degistirilerek alinmistir

Supraglottik kanserler tipik olarak bogaz agrisi, agrili yutma, kulak agrisi, ses
kalitesinde degisiklikler ile kendini gosterir. Erken ses teli kanserleri genellikle ses
kisiklig1 nedeniyle tespit edilir. Tespit edildiklerinde subglottik bolgede ortaya ¢ikan

kanserler genellikle ses tellerinde tutulum yapar (Spaulding et al.1987).

Larenks kanserleri i¢in en 6nemli olumsuz prognostik faktorler, artan T evresi ve
N (bolgesel lenf nodu) evresidir. Diger prognostik faktorler, cinsiyet, yas, invazyon
derecesi ve derinligi dahil olmak iizere tiimoriin ¢esitli patolojik 6zelliklerini igerebilir

(Yilmaz et al. 1998).

Lenf diiglimlerine yayilmamis kiigiik girtlak kanserlerinin prognozu, bdlgeye,
tiimor kiitlesine ve infiltrasyon derecesine bagl olarak %75 ile %95'lik orani ile oldukca
iyidir. Erken lezyonlar1 olan ¢ogu hasta radyasyon tedavisi veya cerrahi ile tedavi
edilebilse de radyoterapi ses tellerini korumak i¢in makul bir tedavi yontemidir.

Radyasyon dncesi hemoglobin diizeyi 13 g/dL'den yiiksek olan hastalar, anemik hastalara
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gore daha yiiksek lokal kontrol ve sagkalim oranlarina sahiptir (Fein et al. 1995; Reddy
et al. 1998). Lokal olarak ilerlemis lezyonlara sahip hastalar, cerrahi ile veya ameliyatsiz
radyasyon ve kemoterapiyi i¢ceren kombine tedavi yaklasimi ile tedavi edilir (Anonymous
2002; Forastiere et al. 2013). Orta dereceli lezyonlar, bolgeye, T evresine, N evresine
bagl olarak ara prognoza sahiptir. Bu lezyonlara sahip hastalar igin tedavi Onerileri,
tedavi gergeklestirilmeden once bireysellestirilmesi ve multidisipliner konsiiltasyonda
(cerrahi, radyasyon tedavisi ve dis ve agiz cerrahisi) tartisilmasi gereken ¢esitli karmasik

anatomik, klinik ve sosyal faktorlere dayanmaktadir (Anonymous 2002).

Sigara ve alkol tikketimi larenks kanserinin baslica etiyolojik faktorleri olarak
belirlenmistir. Risk, girtlaktaki timor alt bolgesine gore farklilik gosterebilir ve alkol ve
tiitlin kullanimi1 supraglotik bolge iizerinde daha giiclii bir etki yaratir. Komiir tozu, sert
alasimli toz ve klorlu solventler gibi diger mesleki maruziyet risk faktorleri de larenks
kanseri ile iliskilendirilmistir. Insan papiloma viriisiiniin (HPV) rolii, orofarenksin
skuamoz hiicreli karsinomu i¢in iyi bilinmektedir ancak larenks kanser i¢in belirsizligini

korumaktadir (de Miguel-Luken et al. 2016).

Ayrica, larenks kanserli hastalar kronik hava-sindirim sistemi kanserojen
maruziyeti nedeniyle ikinci primer tiimorlere sahip olma riski altindadir: 5 yilda %14, 10
yilda %26 ve 15 yilda %37 (de Miguel-Luken et al. 2016). Ote yandan, meyve, sebze ve
karoten iceren gidalarin tiiketiminin girtlak kanseri riskini azaltabilecegine dair kanitlar

bulunmaktadir (de Miguel-Luken et al. 2016).

1.3.2. Larenks skuamaoz hiicreli karsinom

Larenks skuamdz hiicreli karsinomlar, bas ve boyun bolgesinin en yaygin agresif
neoplazmlarindan biridir ve tiim malign larenks tliimorlerinin yaklasik %85-90’1m1
olusturur (Genden et al. 2007; Zheng et al. 2017; Machiels et al. 2020). Sigara, alkol
tiiketimi, hava kirliligi, diyet, HPV enfeksiyonu ve radyasyon larenks skuamoz hiicreli
karsinomlarin temel risk faktorleri arasindadir. Ayrica larenks skuamdéz hiicreli
karsinomlar ¢ok sayida tiimor siipresdr genlerin, onkogenlerin ifade degisiklikleri ve
sinyal yolaklarinin deregiilasyonu ile karmasik bir proseste ortaya ¢ikar ( \VVassileiou et al.
2012; Yang et al. 2016; He et al. 2018).
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Larenks skuamoz hiicreli karsinom ve diger bas ve boyun skuamdz hiicreli
karsinomlar arasindaki kromozomal patern ve karsinojenik ilerlemedeki farkliliklar,
karsilastirmali genomik calismalarla tespit edilmistir. Ozellikle, p53 larenks skuaméz

hiicreli karsinomda anormal olarak daha sik ifade edilir (Almadori et al. 2006).

Radyoterapi, kemoterapi, cerrahi ve adjuvan terapi yaklasimlarinda ve tani
tekniklerinde 6nemli ilerlemeler kaydedilmis olmasina ragmen, larenks skuamoz hiicreli
karsinom hastalarimin yaklasik %60’1 yasam kalitesinde azalmaya neden olan nefes
darligi, disfaji ve disfoni deneyimler (Groome et al. 2003; Baek et al. 2010; Wierzbicka
et al. 2014; Luo et al. 2016). Geg tani ile birlikte saptanan invazyon, lenf metastazi ve
timor niiksii ileri evre larenks skuamoz hiicreli karsinomda kotii prognoza ve yiiksek
mortalite oranlarina katkida bulunan ana faktorlerdir (Liu et al. 2013). Ek olarak, larenks
skuamoz hiicreli karsinom hastalarina ileri evrelerde konan gec¢ tant nedeniyle hastalarin
5 yillik sagkalim oranlari, son 30 yilda degismeden kalmistir (Almadori et al. 2006). Bu
nedenle, larenks skuamoz hiicreli karsinom hastalari igin klinik sonuglart daha iyi tahmin

etmek icin basarili ve dogru prognostik belirteglerin tanimlanmasina ihtiyag vardir.

1.4. ING Gen Ailesi

Inhibitor of growth (ING) gen ailesi 5 tiyeden olusan énemli bir gen sinifidir (Li
atv al. 2011). 1996 yilinda ING1 geninin meme kanseri hiicrelerinde tiimor siipresor
ozelliginin kesfedilmesi sonrasinda (Garkavtsev et al. 1996), bilgisayar destekli
gergeklestirilen biyoinformatik caligmalarla ING1 ile %32-76 dizi benzerligi gosteren
ING2, ING3, ING4 ve ING5 genleri kesfedilmistir (Shimada et al. 1998; Nagashima et al.
2001; Nagashima et al. 2003; Shiseki et al. 2003).
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Sekil 1.5. Fare ve insanda ING iiyelerinin genomik organizasyonu Coles and Jones
(2009)’dan degistirilerek alinmistir.

ING Proteinleri, C-terminali yiiksek oranda korunmus PHD domain igerir (Gong
et al. 2005). Bu domain, metillenmis histonlara, ozellikle lizin 4 (H3K4Me3)
rezidiistinden metillenmis histon 3'e yiiksek afinite gosterir ve ayrica fosfoinositol ile
baglanmaya yardimect olur. Bu yiiksek oranda korunmus PHD domaini, H3
metilasyonuna kesin baglanma saglar ve histon asetil transferazlar ve histon deasetilaz ile

etkilesim yoluyla kromatinlerin yeniden sekillenmesine yardimci olur (Gunduz et al.

2002; Champagne and Kutateladze 2009; Coles and Jones 2009; Li et al. 2011).
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Sekil 1.6. insan ING proteinlerinin yapisi. Coles and Jones (2009)’dan degistirilerek
alinmustir.

C-terminal bolgesinde bir niikleer lokalizasyon sinyali oldugundan bu proteinler
genellikle ¢ekirdekte bulunur. Ayrica ING proteinleri, baska hi¢bir proteinde bulunmayan
yeni korunmus bolge (NCR) adi verilen bir bolgeye sahiptir. Ayrica, ING ailesine ait
proteinlerin N-terminal uglar1 birbirinden farklidir (He et al. 2005; Lee et al. 2009).

10
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ING genleri hiicre biiyiimesi, koloni olusumu, hiicre dongiisii kontrolii, hiicre
yaslanmasi, apoptoz, anjiyogenez, DNA tamiri, histon metilasyonu ve kromatin yeniden
diizenlenmesi de dahil ¢ok sayida hiicresel siirecin kontrol edilmesinde rol
oynadiklarindan, ING genlerindeki ifade degisiklikleri timoér olusumu ile
iliskilendirilebilir (He et al. 2005; Wang et al. 2007; Gou et al. 2014; Gou et al. 2017;
Dantas et al. 2019).

ING gen mutasyonlar1 ve bu genlerin degisen ifadeleri simdiye kadar akciger,
meme, prostat, mide, 6zofagus, beyin, bas boyun kanserlerinde, osteosarkomlarda, oral
skuamdz hiicre karsinomlarda gosterilmistir (Campos et al. 2004; Li et al. 2011; Almami
et al. 2016; Smolle et al. 2019; Gournay et al. 2019; Du et al. 2019). Fakat, literatiirde
ING genlerinin larenks kanseri tiimor ve normal doku 6rneklerindeki ifade degisimleri ile

alakal1 bilgi bulunmamaktadir.

1.4.1. ING3

Kromozom 7q31.3 lizerinde bulunan, 12 ekzondan olusan mRNA iiriinii olan, 418
amino asit uzunlugunda ve 46,8 kDa biiyiikligiinde protein kodlayan ING3 geni
telomerik bolgede degildir ve bu ozelligiyle diger ING gen ailesi iiyelerinden ayrilir (
Gunduz et al. 2002; Lu et al. 2012; Almami et al. 2016; Yang et al. 2017; Gou et al.
2017). ING3, histon H2A ve H4’lin asetilasyonundan sorumlu olan EPC1, EAF6 ve
TIP60’in da igerisinde bulundugu NuA4-Tip60 MYST-HAT multi-subunit ¢ekirdek
kompleksinin bir pargasidir (Gou et al. 2014; Fink et al. 2019; Dantas et al. 2019).

Bu kompleksin gorevi H2A ve H4 histonlarini asetillemektir. ING3'tin hNuA4 ile
etkilesime girmemesi, hiicre dongiisii izerinde olumsuz bir etkiye sahip olabilir. Bu
sebeple, TIP60'm hNuA4 kompleksine katilmadan hiicre dongiisiinii aktive ettigi
sonucuna varilmistir (Doyon et al. 2006; Coles and Jones 2009; Archambeau et al. 2019).

Simdiye kadar yapilan ¢aligsmalarda, ING3’{in bir¢ok kanser tiiriinde tip II timor
stipresor olarak ifadesinin azaldig1 ve transkripsiyon, hiicre donglisii kontrolii ve
apoptozun diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigini gosterilmistir (Nagashima et al. 2003;
Wang et al. 2007; Gunduz et al. 2008; Lu et al. 2012; Yu et al. 2015). Bununla birlikte,

11
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son ¢aligmalar ING3’iin hizla ¢ogalan insan dokularinda ytiksek diizeyde ifade edildigini
de gostermistir (Nabbi et al. 2017; Fink et al. 2019). Ek olarak, tiimor stipresor roliiniin
aksine, cesitli ¢calismalar ING3’{lin yiiksek diizeyde ifadesinin hiicre proliferasyonunu,

tiimor biiylimesini ve androjen reseptor aktivasyonunu uyardigini bildirmistir.

Yiiksek ING3 seviyeleri prostat kanserinde kotii prognoz ile korelasyon
gostermistir ve bu da ING3’iin onkogenik bir potansiyele de sahip olabilecegini ortaya

koymaktadir (Nabbi et al. 2017; Ngollo et al. 2017).

Bu tezde, ING gen ailesinin bas ve boyun kanserindeki roliiniin tespit edilmesi
amaclanmistir. ING1 (ING1lave ING1b), ING2, ING3, ING4 ve ING5 genlerinin mMRNA
diizeyinde ifade seviyesi arastirilmis, INGla, ING1b, ING2, ING4 ve ING5’in ifade
seviyelerinde normal ve tiimor dokular1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olmamasmna ragmen ING3’lin tiimor dokularinda normal dokulara kiyasla yiiksek
diizeyde ifade edildigi ve ileri evre larenks kanseri vakalarinda daha yiiksek ifadeye sahip
oldugu gosterilmistir. Ayrica bas boyun kanseri hiicre hatt1 FaDu hiicrelerinde ING3’iin
hiicre canlilig1 ve hiicre gogii potansiyeli tizerine etkisi aragtirilarak ING3’iin onkogenik
roli in vitro testlerle dogrulanmistir. Elde edilen bulgular, ING3’iin bas ve boyun
kanserlerinde potansiyel prognostik biyobelirte¢ olarak hayati dneme sahip olduguna
isaret etmektedir ve prognostik bir belirte¢ olma potansiyelini giiclendirmek i¢in

yapilacak diger fonksiyonel testlere 151k tutacaktir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Anna Melekhova ve arkadaslart 2021 yilinda Prostat kanseri ve diger
malignitelerde ING gen ailesi tiyelerinin hem tiimor siipresor hem de onkogenik rol

gosterebildigini ve kanser tipine 6zgii analiz gerektirecegi ileri stirmiistiir.

Yu Tang ve arkadaslar1 2022 yilinda renal hiicreli karsinomda ING4’iin p38
MAPK yolu iizerinden kanser kok hiicre potansiyelini artirdigini ve renal hiicreli
karsinom kok hiicreleri igin ING4’in potansiyel bir terapotik hedef olabilecegi

bulmustur.

Yali Wang ve arkadaslar1 2021 yilinda ING5'in, 1L-6/CXCL12 sinyal yolunu
asag1 regiile ederek 6zofagus kanseri hiicrelerinin gogiinii ve istilasini engelleyebilecegini

gostermistir.

Wen Feng Gou ve arkadaglar1 2014 yilinda asag: regiile edilmis ING3 ifadesinin
kolorektal epitel hiicrelerinin malin transformasyonu igin yeterli olabilecegi ve kolorektal

karsinogenez i¢in bir biyobelirte¢ olarak kabul edilebilecegini gostermistir.

Arash Nabbi ve arkadaglart 2017 yilinda ING3'tin, TIP60 kompleksinin yap1
iskeleti bileseni olarak hareket etmesi, androjen reseptorii (AR) asetilasyonunu, niikkleer
translokasyonunu ve androjene duyarli genlerin aktivasyonunu tesvik etmesi nedeniyle

prostat kanserinde AR yolunu diizenledigini gostermistir.

Urszula L McClurg ve arkadaslar1 2018 yilinda ING3’iin, kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu kontrol etmek i¢in AR ve p53'e bagli genlerin yani sira hiicre dongiisii
genlerini igceren karmasik bir transkripsiyonel agin ifadesini diizenlemek igin timor
stipresor genlerle etkilestigini ve artan ING3 seviyesinin, prostat kanserli hastalarinda
artan hiicresel proliferasyon ve daha diisiik sag kalim ile iliskili oldugunu ve bu nedenle,
prostat kanseri hastalari i¢in yeni bir kotii prognoz belirtecini temsil ettigini ve bir onko-

protein olabilecegini ileri siirmiistiir.
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Limin Cai ve arkadaslar1 2018 yilinda ING4’iin asir1 ifadesinin, Fas/FasL yolag:
gibi sinyal yolaklar1 yoluyla melanom hiicrelerinin ve CD3+ T hiicrelerinin apoptozunu
indiikleyebilecegini ve melanom tedavisi i¢cin ING4 gen tedavisinin yeni bir yaklagim

oldugunu gostermistir.

Wei Gao ve arkadaslart 2018 yilinda insan tiroit kanseri dokularinda ve hiicre
hatlarinda ING5 ifadesinin 6nemli 6l¢tide azaldigi, INGS5'in asir1 ifadesinin, tiroit kanseri
hiicrelerinin hepatosit biiyiime faktorii ile indiiklenen proliferasyonunu, gogiinii ve
epitelyal-mezenkimal gegisini belirgin sekilde inhibe ettigi ve ayrica timor biiyiimesini
ve in vivo metastazi baskiladigi gosterilmistir. Ayrica, c-Met/PI3K/Akt sinyal yolunun

ING5'in tiroit kanseri tizerindeki inhibitor etkisinden sorumlu oldugunu bulmustur.

Zizong Wang ve arkadaslar1 tarafindan 2022 yilinda LINC01554'tin miR-1267
araciligiyla ING3 ifadesini dogrudan diizenledigi ve bdylece Akt/mTOR yolunu
diizenleyerek kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu, invazyon,

gocii ve epitelyal-mezenkimal gegisini etkiledigi rapor edilmistir.

Xin-Li Liuve arkadaslar1 tarafindan 2019 yilinda INGS agiri ifadesinin, (-
katenin’in fosforilasyona bagli bozulmasini indiikleyerek, Wnt/B-katenin sinyal yolagimin
asag1 regiilasyonuna yol agarak akciger kanseri hiicrelerinde epitelyal-mezenkimal gegis

ve invazyonu inhibe ettigini gosterilmistir.
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3.1. Materyal

3.1.1.

3.1.2.

Geregler ve cihazlar

Calismada kullamilan ekipman ve sarf malzemeleri

Derin Dondurucu (-20°C) (Bosch, Manisa, Tiirkiye)

Buzdolabi (4°C) (Edesa, Istanbul, Tiirkiye)

Derin Dondurucu (-80°C) (ESCO Lexicon®, Changi, Singapur)

Epoch Spektrofometre (BioTek, Winooski, VT, Amerika Birlesik Devletleri)
Mikropipet (Corning Costar, Cambridge, MA, Amerika Birlesik Devletleri)

Mini Santrifiij (WiseSpin, Dublin, irlanda)

Sogutmali Santrifiij (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Almanya)

Termal dongii cihazi (PZR) (SensQuest Labcycler, Gottingen, Almanya)

Jel Goriintiileme Cihaz1 (Bio-Rad ChemiDoc, Hercules, CA, Amerika Birlesik
Devletleri)

Vorteks (Wisd Wisemix VM-10, Lizbon, Portekiz)

Eppendorf tiipler (0,2- 0,5- 1,5 ml) (LP Italiana, Milano, Italya)

Otoklav (Tomy SX-500E, California, Amerika Birlesik Devletleri)

Saf Su Cihazi (Millipore Direct- Q-3 UV, Billerica, MA, Amerika Birlesik
Deviletleri)

Pens

Nitroseliiloz Membran (GVS, Milano, italya)

Whatman Kagidi (Sigma-Aldrich, Milano, italya)

Hassas Terazi (Shimadzu ATX224, Duizburg, Almanya)

Trans-Blot Turbo Transfer Sistem (Bio-Rad, Hercules, CA, Amerika Birlesik
Devletleri)

Gii¢ Kaynagi (Bio-Rad, Hercules, CA, Amerika Birlesik Devletleri)

Yatay Calkalayic1 (Wisemix, Lizbon, Portekiz)

pH Metre (OHAUS Corporation, New Jersey, Amerika Birlesik Devletleri)
Rotor-Gene Q Real-time PCR (Qiagen, Diiseldorf, Almanya)

96 kuyucuklu plate (NEST, Jiangsu, Cin)
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6 kuyucuklu plate (NEST, Jiangsu, Cin)

CO2 Inkiibatér (ESCO, Changi, Singapur)

Laminar air-flow (Class 11 Safety Cabinet) (Mikrotest, Ankara, Tiirkiye)

Epoch Spektrofotometre (BioTek, Winooski, Vermont, Amerika Birlesik
Deviletleri)

Invert Mikroskop (Leica, Wetzlar, Almanya)

Su Banyosu (WiseBath, Taquiq, Filipinler)

Molekiiler Biyoloji uygulamalar1 i¢in gerekli diger sarf malzemeler

. Kitler ve soliisyonlar

TRIzol (Sigma-Aldrich, St. Louis Missouri, Amerika Birlesik Devletleri)

Kloroform (Sigma-Aldrich, St. Louis Missouri, Amerika Birlesik Devletleri)

Izopropanol (Sigma-Aldrich, St. Louis Missouri, Amerika Birlesik Devletleri)

Etanol (Sigma-Aldrich, St. Louis Missouri, Amerika Birlesik Devletleri)

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA, Amerika Birlesik Devletleri)

5x HOT FIREPol EvaGreen gPCR Mix Plus (Solis BioDyne, Tartu, Estonya)

RIPA Lizis Buffer (EcoTech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye)

Laemmli Sample Buffer, 10x (EcoTech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye)

Beta Aktin Primer Antikor (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Amerika Birlesik
Devletleri)

ING3 Primer Antikor (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Amerika Birlesik
Devletleri)

Anti-mouse Sekonder Antikor (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Amerika
Birlesik Devletleri)

Ponceau S (EcoTech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye)

Siit Tozu

Pierce ECL Western Blot Substrat (Thermo Scientific, Wilmington, DE, Amerika
Birlesik Devletleri)

Proteaz Inhibitér Kokteyl (Thermo Scientific, Wilmington, DE, Amerika Birlesik
Devletleri)

PMSF (Sigma-Aldrich, Milano, italya)

16



3. MATERYAL ve YONTEM

e Trizma Base (Sigma-Aldrich, St. Louis Missouri, Amerika Birlesik Devletleri)

e Akrilamid (BioShop, Ontario, Kanada)

e Bis-Akrilamid (Sigma-Aldrich, St. Louis Missouri, Amerika Birlesik Devletileri)

e RPMI 1640 besi yeri (EcoTech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye)

e Tripsin (Gibco®, Grand Island, Amerika Birlesik Devletleri)

e Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco®, Grand Island, Amerika Birlesik Devletleri)

e Penisilin-Streptomisin (Gibco®, Grand Island, Amerika Birlesik Devletleri)

e L-Glutamin (Sigma-Aldrich®, St. Louis Missouri, Amerika Birlesik Devletleri)

e Phosphate Buffered Saline (PBS) 1x (EcoTech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye)

e Dimetil siilfoksit (DMSO) (Sigma-Aldrich®, St. Louis Missouri, Amerika Birlesik
Devletleri)

e Cell Viability Detection Kit-8 (EcoTech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye)

¢ Lipofectamine 3000 (Invitrogen, San Diego, CA, Amerika Birlesik Devletleri)

3.2. Yontem

3.2.1. In Siliko analiz

cBioPortal web araci, The Cancer Genome Atlas Program (TCGA) veritabaninda
bulunan bas ve boyun hastalarina ait tiimor ve normal doku 6rneklerine ait RNA dizileme
verilerini kullanarak ING gen ailesi iiyelerinin ve ING3’le etkilesen genlerin diferansiyel
ifadesini ve kopya sayis1 degisikliklerini analiz etmek igin kullanild1 (Cerami et al. 2012).
ING gen ailesi iiyelerinin ifade seviyeleri, farkli evre ve T sinifina sahip dokulardaki
ING3 ifadesi ile ING3/EPC1 korelasyonu, kanser OMICS verilerini analiz etmede
kullanilan kapsamli bir web aract olan UALCAN kullanilarak incelendi (Chandrashekar
et al. 2017). Sengupta ve Ginos verileri, Oncomine (Rhodes et al. 2004)'dan elde edilen
veriler kullanilarak olusturuldu. ING3 i¢in sagkalim analizi, Kaplan Meier Plotter web
arac1 (Gyorffy et al. 2010) kullanilarak yapildi. ING3'in etkilestigi protein agi, String
web araci (Jensen et al. 2009) kullanilarak olusturuldu.
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3.2.2. Hastalar ve érneklerin temini

Bu c¢alisma Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir. Calismaya dahil olan bireylerden onam formu doldurmalari istendi.
Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali’ndan alinan
orneklerin patolojik incelemesi yapilarak skuamoz hiicreli karsinom olduklar1 dogrulanan
hastalar ¢alismaya dahil edildi. En az %70 tiimor hiicresi igerigine sahip 28 larenks tiimor
dokusu 6rnegi ve bunlara karsilik gelen 28 komsu normal larenks doku 6rnegi toplandi.
Ameliyattan hemen sonra toplanan taze doku 6rnekleri RNA ve protein igeriklerinin
bozulmasini 6nlemek i¢in hizli bir sekilde donduruldu ve -80°C’de saklandi. Calismaya
dahil edilen hastalarin klinikopatolojik verileri Cizelge 3.1°de verilmektedir.

Cizelge 3.1. Calismaya dahil edilen hastalarin kliniko-patolojik verileri
*  Ornek adi Yas1/ Cinsiyeti Tiimér Tipi TNM Evre Histolojik Evre

1 C1l 56/E Supraglottik T4N2MO v
2 @2 70/ E Supraglottik  T4NOMO v
3 C3 61/E Supraglottik T3N1MO i
4 C4 54/ K Supraglottik T2NOMO I
5 C5 57/1E Glottik T2N1MO Il
6 C6 70/ E Supraglottik  TINOMO I

7 C7 44| E Glottik TAN2MO v
8 C8 63/E Glottik T4ANOMO v
9 C9 52/ E Supraglottik  T2NOMO I
10 C10 71/E Glottik TANOMO v
11 Ci11 63/E Glottik TANOMO v
12 Ci12 75/ K Glottik T1INOMO |

13 C13 52/ E Glottik T2NOMO I
14 Ci4 66/ E Glottik T2NOMO 1|
15 C15 55/E Glottik TAN2MO v
16 C16 52/E - 0

17 C17 55/E Supraglottik T4N1MO v
18 C18 57/1E Supraglottik T3N2MO v
19 C19 53/E Supraglottik T4N2MO v
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Cizelge 3.1. (Devami)

20 C20 56/ E Supraglottik  T2NOMO I
21 C21 66/ E Glottik TANOMO v
22 C22 30/E Glottik T2NOMO 1|
23 C23 58/E Glottik T2NOMO I
24 C24 51/E Supraglottik T2N2MO v
25 C25 66/ E Glottik T3N2MO v
26 C26 68/E Supraglottik  TINOMO I

27 Cc27 60/E Glottik T4AN2MO v
28 Cc28 67/E Glottik T3N2MO v

3.2.3. Doku orneklerinden RNA izolasyonu

Esit miktarda tiimor ve normal larenks doku ornekleri sivi nitrojen icerisinde
havan yardimiyla parcalandi. Par¢alanan 6rnekler TRIzol soliisyonu (Invitrogen, San
Diego, CA, Amerika Birlesik Devletleri) igerisine alindi ve iiretici firmanin protokolii
takip edilerek RNA izolasyonu gergeklestirildi. Kisaca, doku 6rnekleri TRIzol soliisyonu
igerisinde pipet yardimiyla iyice homojenize edildi ve oda sicakliginda 5 dk bekletilerek
dokularin iyice parcalanmasi saglandi. Sonrasinda 6rneklerin lizerine 100 pl kloroform
eklenerek elde iyice calkalandiktan sonra oda sicakliginda 2-3 dk bekletildi ve 4°C’de
12,000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi. Faz ayrismasi sonrasinda iistteki RNA igeren
stvi fazlar yeni mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Sivi fazlara 250 pl izopropanol
eklenerek ornekler oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra 4°C’de 12.000 rpm’de
10 dakika santrifiij yapildi. Tiipiin alt kisminda beyaz renkte ¢okelti seklinde goriilebilen
RNA’lar %75 etil alkolle yikanarak 4°C’de 7.500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi.
Kurumaya birakilan RNA’lar iyice kuruduktan sonra niikleaz icermeyen molekiiler grade
su icerisinde ¢oziildii. Total RNA konsantrasyon ve safliklart Epoch 2 Mikroplate
Spektrofotometre (BioTek, Winooski, VT, Amerika Birlesik Devletleri) kullanilarak
olgtldi.
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3.2.4. cDNA sentezi ve kantitatif gercek zamanh PCR

Her 6rnek icin toplam 1 pg RNA kullanilarak, ‘High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit’i (Applied Biosystems, Foster City, CA, Amerika Birlesik Devletleri)
ile tretici firmanin protokoli takip edilerek ¢cDNA sentezi gergeklestirildi. ING ailesi
tiyelerinin rolatif gen ifade analizleri, Sx HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis
BioDyne, Tartu, Estonya) kullanilarak Rotor-Gene gRT-PCR (Qiagen, Diiseldorf) cihazi
ile kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonlar1 (QRT-PCR) ile analiz edildi.
GAPDH internal kontrol olarak kullanildi ve deneyler 2 tekrarli olacak sekilde yapildi.
Rolatif kantitasyon analizi delta-delta-CT metodu kullanilarak yapildi (Livak and
Schmittgen 2001). Calisma kapsaminda kullanilan primer dizileri Cizelge 3.2°de

verilmistir.

Cizelge 3.2. qRT-PCR primer dizileri

Gen

Dizi

INGla-F
ING1a-R

5’- GGCTCGGAGACAGTTTCAGG-3’
5’- AGCTCCACCATCTGGCTCA-3’

ING1b-F
ING1b-R

5’- TTGCAGAGAAATGTCTCGCTG-3”
5’- CCACCATCTGGCTCACGAT-3’

ING2-F
ING2-R

5’- TCTGTGCTGCGAGAGCTG-3’
5’- TCCACCAATTCGAGCATTTGTG-3

ING3-F
ING3-R

5’- CAAAACTCCGGCGACAGC-3
5’- ATCTCGCGCATTTCCGTGA-3’

ING4-F
ING4-R

5’- AGAGGACCTGAAGGCTGAAAT-3’
5’-TTGCACTTGCCATAGGCTTC-3’

ING5-F
ING5-R

5’- GCCATGTACTTGGAGCACTA-3
5’- TCTGCAGCCAGGATGTCA-3’

GAPDH-F
GAPDH-R

5’- CCATCTTCCAGGAGCGAGATC-3’
5’- GGCATTGCTGATGATCTTGAGG-3’
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3.2.5. Western Blot analizi

Proteinler, PMSF (Roche, Basel, Isvicre) ve fosfataz inhibitor kokteyli (Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX, Amerika Birlesik Devletleri) iceren RIPA Lysis Buffer
(EcoTech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye) kullanilarak izole edildi. izole edilen
protein 6rnekleri 9/1 oraninda 10x Laemmli Sample Buffer (EcoTech Biotechnology,
Erzurum, Tiirkiye) ile karistirildi. Hazirlanan proteinler 100°C’de 5 dakika boyunca
kaynatild1 ve deneylerde kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi. Her protein 6rneginden
esit miktarlarda kullanilarak proteinler %10 SDS-PAGE jel ile ayrild1 ve Trans-Blot®
Turbo TM Transfer Sistemi (Bio-Rad, Hercules, CA, Amerika Birlesik Devletleri) ile
nitroseliloz membranlara aktarildi. Membranlar, 1XPBST tamponu (EcoTech
Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye) igerisinde hazirlanan %5 yagsiz siit tozu ile 1 saat oda
sicakliginda bloke edildi. Bloklanmig membranlar 4°C’de gece boyunca anti-ING3
(seyreltilmis 1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, Amerika Birlesik Devletleri)
veya anti-B-aktin (seyreltilmis 1:200, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, Amerika

Birlesik Devletleri) primer antikorlari ile blotlandi.

Membranlar PBST ile yikandiktan sonra oda sicakliginda 1 saat HRP ile konjuge
sekonder antikorla (seyreltilmis 1:5000, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, Amerika
Birlesik Devletleri) problandi. Protein sinyalleri Clarity Max ECL Western Blot Substrate
(BioRad, Hercules, CA, Amerika Birlesik Devletleri) veya ClearBand Western Blotting

Substrate (EcoTech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye) kullanilarak gériintiilendi.

3.2.6. FaDu hiicrelerinin Kiiltiir kosullar:

FaDu hiicreleri %1 penisilin/streptomisin) (Gibco®, Grand Island, Amerika
Birlesik Devletleri), %1 L-Glutamin (Sigma-Aldrich®, St. Louis Missouri Amerika
Birlesik Devletleri), %10 FBS (Gibco®, Grand Island, Amerika Birlesik Devletleri)
eklenerek hazirlanan RPMI-1640 (EcoTech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye) besi yeri
icerisinde cogaltildi. Hiicreler, 25 cm®lik flasklar igerisinde 37°C’de %5 CO2’li

nemlendirilmis inkiibatorde icerisinde kiiltiire edildi.
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3.2.7. FaDu hiicrelerine ING3 ve kontrol plazmitlerinin transfeksiyonu

ING3’in acik okuma ¢er¢evesi pcDNA3.1/V5-His-TOPO TA Ekspresyon
Vektoriine (Thermo) iiretici firmanin protokolii takip edilerek klonlandi. Dogru yonde
insertlere (pcDNA-ING5) sahip olan koloniler koloni polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
kullanilarak secildi ve plazmitler EcoSpin Plazmid izolasyon Kiti (EcoTech
Biotechnology, Erzurum Tiirkiye) kullanilarak iiretici firmanin protokolii takip edilerek

izole edildi.

Plazmidler daha sonra herhangi bir mutasyonun olmadiginmi tespit etmek ic¢in
Sanger yontemi kullanilarak dizilendi. Kontrol plazmidi olarak pcDNATM3.1/V5-His-
TOPO/lacZ (pcDNA-LacZ) kullanildi. Transfeksiyon islemi Lipofectamine 3000
Transfection Reagent kullanilarak gerceklestirildi. Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara her
kuyu i¢in 150.000 hiicre olacak sekilde ekildi. Bir giin sonra transfeksiyon islemi kisaca
tarif edildigi sekilde yapildi. 6 kuyucuklu plakalara her kuyu icin 1 pl LP 3000, 1,25 pl
P3000 kullanilarak transfeksiyon islemi gerceklestirildi. 125 pl Opti-MEM besiyeri ile
LP3000 ve ayr bir tiipte de 125 pl Opti-MEM besiyeri ile P3000 karistirildi. Daha sonra
bu iki karigim birlestirildi ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler

bu transfeksiyon karisimi ile muamele edilerek 37°C’de inkiibasyona birakildi.

ING3 genini yiiksek diizeyde ifade eden FaDu hiicreleri ve kontrol hiicrelerinin
secilimini saglamak amaci ile %10 fetal bovine serum (FBS), %1 penicilin/ streptomisin,
%1 L-Glutamin, 250ug/ml Geneticin (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Amerika
Birlesik Devletleri) eklenerek hazirlanan RPMI-1640 besi yeri igerisinde 37°C’de %5
CO2 igeren inkiibatorde kiltiir edildi. Direngli hiicreler daha sonraki g¢alismalarda

kullanilmak tizere ¢cogaltildi.

3.2.8. Hiicre sayim

T25 flasklarda ING3 genini yiiksek diizeyde ifade eden FaDu-ING3 ile bos
vektorle transfekte edilen FaDu-Kontrol hiicreleri %75-85 konfluensiye ulagmasi
sonrasinda PBS ile yikandi. Tripsin ile kaldirilip sonrasinda santrifiij ile ¢oktirildii. 2 ml

RPMI-1640 besi yeri icerisinde ¢0ziildii. Saymmi yapilacak hiicreler Tripan mavisi
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soliisyonu ile 1:1 oranda karistirildi ve hemositometre lam ve lameli arasina yiiklendi.
Mikroskopta sayim gergeklestirildi ve Ortalama Hiicre Sayisi x Diliisyon orani x 10.000

formiilii kullanilarak hiicre sayis1 hesaplandi.

3.2.9. Yara kapama deneyi

FaDu-ING3 ve FaDu-Kontrol hiicreleri 6 kuyucuklu plakalara kuyu basina
500.000 hiicre gelecek sekilde ekildi. Hiicreler %100 yogunluga ulastiktan sonra 100
ul’lik tip ucu ile yaralar acild1 ve yaralarin fotograflar ¢ekildi. 24 saat sonra hiicrelerin
tekrar fotograflar1 ¢ekildi ve go¢ etme potansiyelleri ile yara kapama oranlar1 gruplar

arasinda karsilastirmali olarak analiz edildi.

3.2.10. Hiicre canhlik testi

FaDu-ING3 ve FaDu-Kontrol hiicrelerinin canliligi Cell Viability Detection Kit-
8 (CVDK-8, EcoTech Biotechnology, Erzurum, Tirkiye) kullanilarak degerlendirildi.
Hiicreler 96 kuyucuklu plakalara kuyu basina 2500 hiicre gelecek sekilde ekildi. 2 giin
boyunca 6l¢lim yapildi. Hiicrelerin canliliklarini degerlendirmek i¢in kuyucuklara %10
oraninda CVDK-8 reaktifi eklendi ve kuyulardaki renk gelisimi i¢in 37°C'de karanlikta 3
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonrasinda 450 nm'de optik yogunluklar, bir Epoch
2 Mikroplaka Spektrofotometresi (BioTek, Winooski, VT, Amerika Birlesik Devletleri)

kullanilarak o6l¢tldii.

3.2.11. istatistiksel analiz

ING3-EPC1 ifade korelasyonu Pearson’s Korelasyon testi kullanilarak
degerlendirildi. Sagkalim analizi Kaplan Meier analizi kullanilarak yapildi. Timor
orneklerinde histolojik derecenin ING3 ve EPC1’den en az birinde bulunan genomik
degisiklikler ile iliskisi Ki-kare testi kullanilarak test edildi. 0,05’ ten kii¢iik p degerleri

anlamli olarak kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. ING Gen Ailesi Uyeleri LSHK Hastalarinda Artan ifadeye ve Onemli Genetik
Degisikliklere Sahiptir

Oncelikle, bas ve boyun skuamdz hiicreli karsinom &rneklerinde ING ailesi
tiyelerinin mutasyon tagima durumlart ve bu genlerde meydana gelen genetik
degisiklikler cBioPortal online araci kullanilarak analiz edildi. Bas ve boyun skuamoz
hiicreli karsinom hastalarinda ING ailesi iliyelerinin yliksek mutasyon frekanslarina sahip
olduklart gozlendi (Sekil 4.1). ING3, ING4 ve INGS5 genleri en yiiksek dizi degisikligine
sahip olan ii¢ gen olmakla birlikte mutasyon oranlarinin sirastyla %7, %9 ve %6 oldugu

gosterildi (Sekil 4.1).

INGI %4 |l

ING2 %5 |1 il

ING3 %7 | 1

ING4 %9 ]

INGS5 %6 1L I F

Sekil 4.1. Bas ve boyun kanseri dokularinda ING ailesi iiyelerinde onemli genetik
degisiklikler goriilmektedir.

Yine cBioPortal veritabani kullanilarak yapilan analizler neticesinde ING gen
ailesi tiyelerinin ifadelerinin mRNA seviyesinde hasta drneklerinin 6nemli bir kisminda

arttig1 ortaya konuldu (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Bas ve boyun kanseri dokularinda ING ailesi iiyelerinin ifade profili

Daha sonra UALCAN web portali kullanilarak bas ve boyun kanser ve normal
dokularinda ING ailesi tiyelerinin ifadeleri mMRNA diizeyinde arastirildi. Elde ettigimiz
bulgular normal doku 6rnekleri ile karsilastirildiginda primer bas ve boyun skuaméz
hiicreli karsinom doku 6rneklerinde ING ailesi iiyelerinin anlamli olarak ytiksek diizeyde

ifade edildigini gosterdi (p<0,05, Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Bas ve boyun skuamdz hiicreli karsinom 6rneklerinde normal 6rneklere kiyasla
ING ailesi tiyelerinin rolatif ifade seviyesi.

4.2. ING3 Larenks Kanser Dokularinda Yiiksek Diizeyde ifade Edilir ve
Klinikopatolojik Parametrelerle iliskilidir

In siliko analizler neticesinde elde edilen bulgular1 dogrulamak adina larenks
kanseri hastalarindan toplanan normal larenks ve tiimor dokularinda ING gen ailesi
tiyelerinin ifadeleri mRNA diizeyinde qRT-PCR ile incelendi. Sonuglar, ING3 ifade
seviyesinin kanser doku orneklerinde normal doku orneklerine kiyasla anlamli olarak
arttigin1 ortaya koyarken, INGla, ING1b, ING2, ING4 ve INGS5 ifadeleri acisindan
kanser doku 6rnekleri ve normal doku drnekleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik gézlemlenmedi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Larenks skuamoz hiicreli karsinom hastalarinin normal doku orneklerine
kiyasla kanser doku 6rneklerinde ING ailesi iiyelerinin ifade seviyesi.

Hasta 6rnekleri kullanarak gostermis oldugumuz ING3 genindeki ifade degisimini
dogrulamak adina Oncomine online portalinda bulunan verisetlerinde hasta érneklerinde
ING3 geni ifade diizeyini inceledik. Sengupta ve Ginos verileri, ING3’iin bas ve boyun
kanser doku orneklerinde normal doku 6rneklerine kiyasla anlamli olarak yiiksek ifade

diizeyine sahip oldugunu gésterdi (p<0,05) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Sengupta ve Ginos verisetlerinde rolatif ING3 ifade seviyesi

Sonrasinda yine, UALCAN online veritabani kullanilarak bas ve boyun kanseri

hastalarinda ING3 mRNA ifade seviyesinin klinikopatolojik parametrelerle iliskisi
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arastirildi. Bulgularimiz, ileri evre (evre 3 ve 4) ve yliksek dereceli (derece 3 ve 4) bas ve
boyun kanseri olan hastalarin tiimor 6rneklerinde ING3 seviyesinin erken evre (evre 1 ve
2) ve disiik dereceli (derece 1 ve 2) hastalarin tiimor orneklerine gore daha yiiksek

oldugunu géstermektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. UALCAN veritabaninda yapilan analizler neticesinde farkli derece ve evrede
bas ve boyun kanser hastalarinin doku 6rneklerinde rolatif ING3 ifade seviyesi.

Kendi doku 6rneklerini kullanarak yaptigimiz analizler de benzer sekilde ileri evre
(evre 3 ve 4) ve yiiksek dereceli (derece 3 ve 4) bas boyun kanseri olan hastalarin tlimor

orneklerinde ING3 seviyesinin daha yiliksek oldugunu ortaya koymustur (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Hasta ornekleri kullanilarak yapilan analizler neticesinde farkli derece ve
evrede bas ve boyun kanser hastalarinin doku 6rneklerinde rélatif ING3 ifade

seviyesi.

4.3. ING3’iin Artan Ifadesi Bas ve Boyun Kanseri Hastalarinda Kétii Prognozla
Tiskilidir

Bas ve boyun kanseri hastalarinda yliksek ING3 ifadesinin prognostik énemini
arastirmak i¢in Kaplan-Meier Plotter veri tabani kullanildi. Analiz sonuglari, ING3
ifadesinin bas ve boyun kanseri hastalarinin prognozu ile 6nemli 6l¢iide iliskili oldugunu
ortaya koydu. Onkojenik potansiyelinin aksine, daha diisiik ING3 ifadesinin kotii genel
sagkalim ile iliskili oldugunu ortaya koydu (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 ING3 ifade seviyesinin bag ve boyun kanseri hastalarinda genel sagkalim ile
iligkisi.

Diger yandan, yiiksek ING3 ifadesinin, bulgularimizla paralel olarak hastaliksiz
sagkalim ile 6nemli 6l¢iide iliskili oldugunu gosterdi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. ING3 ifade seviyesinin bas ve boyun kanseri hastalarinda hastaliksiz sagkalim
ile iligkisi.
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Elde edilen bu bulgular, ING3 ifadesinin bas ve boyun kanseri hastalarinin
prognozu ile 6nemli dlgiide iliskili oldugunu ve larenks kanseri hastalariin sag kaliminin

Ongoriilmesi i¢in faydali bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.

4.4. ING3 Protein Seviyesi Larenks Kanseri Hastalarinda Artmstir

Bulgularimiz ING3’iin mRNA diizeyinde ifadesinin normal doku &rnekleri ile
karsilastirildiginda larenks kanseri doku 6rneklerinde 6nemli 6lgiide daha yiiksek oldugu
gostermisti. Elde edilen bu sonuglar1 dogrulamak igin, larenks kanseri hastalarindan
toplanan 10 adet tiimor ve normal doku ¢iftinde ING3 protein ifade seviyesi western blot
analizi ile degerlendirildi. Sonuglar, qRT-PCR ve in siliko analizlerimiz ile paralel olarak
ING3 ifadesinin protein seviyesinde, larenks tiimoér doku orneklerinde normal doku

orneklerine kiyasla 6nemli dl¢tide arttigini ortaya koymaktadir (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).

ING3

ING3

-—— T
N3 T3 N4 T4

Sekil 4.10. Larenks skuamdz hiicreli karsinom hastalarinin normal ve timor doku
orneklerinde ING3 protein seviyesinin western blot analizi.
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Sekil 4.11. Larenks skuamdz hiicreli karsinom hastalarinin normal ve timoér doku
orneklerinde rolatif ING3 protein seviyesi.

4.5. ING3 DNA Hasaryla iliskili Onemli Genlerle Etkilesir

Bas ve boyun kanseri hastalarinda ING3’iin genetik degisiklikleri, ifade profili ve
prognostik degeri agisindan 6nemi gosterildikten sonra, ING3’iin etkilesimde oldugu
olas1 fonksiyonel protein agt STRING veritabani kullanilarak ortaya ¢ikarildi. ING3 ile
en yiiksek protein-protein etkilesimi skoruna sahip proteinlerin KAT5, BRD8, MEAF6,
MRGBP, EPC1, MORF4L2, DMAP1, YEATS4, MORF4L1 ve RUVBL2 oldugu tespit
edildi (Sekil 4.12).

MORFAL2

Sekil 4.12. ING3 ile en yiiksek protein-protein etkilesimi skoruna sahip proteinler

Daha ileri molekiiler gen seti zenginlestirme analizi bu proteinlerin kromatin

modifikasyonu, kromatin organizasyonu, histon asetilasyonu, DNA ¢ift zincir kiriklarinin
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taninmasi, telomeraz enzimi ile telomer bdlgelerinin uzamasi, TP53 aktivitesinin
diizenlenmesi, AP-2 transkripsiyon faktorleri (TFAP2) ailesinin aktivasyonu, sentez
bagimli sarmal ¢oziilme yoluyla D-dongii yapilarinin ¢6ziinmesi ile iligkili oldugunu

ortaya koymaktadir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. ING3 interaktorlerinin gen seti zenginlestirme analizi

Zenginlestirilmis Gen Seti Biiyiikliik Beklenti Oran p degeri
Kromatin degistirici enzimler 275 0,28662 38,378 0
Kromatin organizasyonu 275 0,28662 38,378 0

HAT'ler histonlar asetiller 142 0,148 74,324 0

DNA Cift Zincir 6 0,0062536 159,91 0,0062388
Kopmalarinin Algilanmasi

Telomeraz Ile Telomer 6 0,0062536 159,91 0,0062388
Uzantis1

TP53 Faaliyetinin 160 0,16676 11,993 0,011483
Diizenlenmesi

TFAP2 (AP-2) transkripsiyon 12 0,012507 79,955 0,012442
faktorleri ailesinin

aktivasyonu

Genel Transkripsiyon Yolu 1169 1,2184 3,283 0,026095
Resolution of D-loop 26 0,027099 36,902 0,02678

Structures through Synthesis-

Dependent Strand Annealing

(SDSA)

Asetilasyon Yoluyla TP53 30 0,031268 31,982 0,030842

Aktivitesinin Diizenlenmesi

Daha sonra, bas ve boyun kanseri hastalarinda ING3 ile iligkili bu 10 genin genetik
bilgisi ve islevi cBioPortal web portali kullanilarak arastirildi. Bas ve boyun kanseri
hastalarinda timor doku orneklerinde tespit edilen genomik degisiklikler arastirildi ve
INGS3 ile iliskili bu 10 genin bas ve boyun kanseri timoér doku 6rneklerinde onemli

genetik degisikliklere sahip olduklar1 goriildii. Bu genlerde 5 farkli genetik degisikligin
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varligi tespit edilmekle birlikte, yiikksek mRNA ifadesi ve amplifikasyon en sik gézlenen
genetik degisiklikler olarak belirlendi (Sekil 4.13).

BRDS %7 |

MRGBP %11 | |

KAT5 %13 1

ING3 %7 ]

MORFA4L1 %5 Ji

YEATS4 %9 I
MORFAL2 %9 I
EPCl %9 | |
MEAF6 %8

RUVBL2 %5 ||

DMAP1 %6 | |

mRNA High MRNA Low l Ampitcano on l Deep Deletion | Missanse Mutasion (unknown significance)  § Truncating Mutation (unknown significance) | No aterations

Sekil 4.13. ING3 ile iligkili genlerin genetik degisiklik sikliklar

Daha sonra, bas ve boyun kanseri orneklerinde ING3 interaktorlerinde goriilen
genetik degisikliklerin birlikte g6zlemlenip gozlemlenmedigi incelendi. Sonuglar,
ING3’iin hem EPC1 hem de MEAF6 ile yiiksek diizeyde iliskili oldugunu gostermesine
ragmen yalnizca ING3’lin EPCI ile korelasyonu istatistiksel olarak anlamliyd: (Cizelge

4.2). Bu nedenle, ileri analizler i¢in EPC1 se¢ildi.
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Cizelge 4.2. Bas ve boyun kanser 6rneklerinde ING3 interaktorlerinde goriilen genetik degisikliklerin birlikte var olma analizi

Gen 1 Gen 2 Higbirisinde A’da fakat B’de fakat Her ikisinde de  Log Odds Orant  p degeri Egilim
B’de degil A’da degil A
MEAF6 DMA1 194 6 0 3 >3 <0,001 Birlikte goriilme
MORF4L2 MEAF6 182 12 5 4 >3 0,003  Birlikte goriilme
ING3 MEAF6 187 7 6 3 >3 0,006 Birlikte goriilme
MRGBP MORF4L2 176 11 12 4 2.415 0,021  Birlikte goriilme
ING3 EPC1 188 8 5 2 >3 0,04 Birlikte goriilme

VINSILAV.L 2A AV INOTING VINIILLSVIV v
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ING3 ve EPC1 arasindaki iliskiyi degerlendirmek i¢in UALCAN web portali
kullanilarak korelasyon analizi ger¢eklestirildi. Korelasyon analizi ING3 ifadesinin bas

ve boyun kanseri hastalarinda EPC1 ifadesi ile giiglii pozitif korelasyona sahip oldugunu
gosterdi (Sekil 4.14).

HNSCC’de ING3 ve EPC1 arasinda gen ifadesi korelasyonu

25

20

EPCI1 ifade degerleri

Tumor

T T T ]
20 30 40 50

ING3 ifade degerleri
Sekil 4.14. ING3 ve EPCL1 ifadesinin korelasyon analizi
Daha sonra, cBioPortal web portali kullanilarak bu iki genin ifadesinin degisimi
ile bas ve boyun kanseri 6rneklerinin histolojik derecesi arasindaki iligki arastirildi. Bu

iki genin ifade degisikligine sahip hastalarin ileri histolojik derece bas ve boyun kanserine

sahip olma egiliminde olduklar1 gosterildi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Bas ve boyun kanseri hastalarinda ileri histolojik evreye sahip olmak ile ING3
ve EPC1 degisikliklerinin iligkisi.

4.6. FaDu Hiicrelerinde Yiiksek Diizeyde ifade Edilen ING3 Hiicre Canhligim ve

Gociinii Artirmstir

ING3’iin onkojenik potansiyelini degerlendirmek i¢in bas boyun kanseri hiicre
hatt1 olan FaDu hiicrelerine ING3 genini igeren bir plazmit transfekte edilip sonrasinda
secilim yapilarak ING3’1i yiiksek diizeyde ifade eden hiicreler elde edildi. Bu hiicrelerin
ING3’1i yiiksek diizeyde ifade ettigi QRT-PCR ile dogruland (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. FaDu-Kontrol ve FaDu-ING3 hiicrelerinde mRNA diizeyinde rolatif ING3
seviyesi.
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ING3 ifadesindeki artisin protein diizeyde de dogrulamasi igin Western Blot
analizi yapildi ve benzer sekilde FaDu-ING3 hiicrelerinin FaDu-Kontrol hiicrelerine gore

daha yiiksek ING3 seviyesine sahip olduklar1 dogrulandi (Sekil 4.17).

Kontrol ING3

ING3 A ‘

B-Actin e e—

Sekil 4.17. FaDu-Kontrol ve FaDu-ING3 hiicrelerinde protein diizeyinde rolatif ING3
seviyesi.

ING3’1in bas ve boyun kanseri hiicrelerinde kanser iligkili fenotipler lizerindeki
etkilerini gozlemleyebilmek i¢in Oncelikle artmis ING3 seviyesinin hiicre canliligt
tizerindeki etkileri incelendi. 96 kuyucuklu plakalara ekilen FaDu-Kontrol ve FaDu-ING3
hiicreleri 24 ve 48 saat siire boyunca takip edildi ve artmis ING3 seviyesinin bas ve boyun
kanser hiicrelerinin canliligini 48 saat sonunda anlamli olarak arttirdig1 gosterildi (Sekil
4.18).

FaDu
150 Kontrol
= [NG3
;\3100—
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Sekil 4.18. Artmis ING3 seviyesi bas ve boyun kanseri hiicrelerinin canliligini artirdi
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ING3’iin bas ve boyun kanseri hiicrelerinin gogii iizerindeki etkileri yara kapama
testi ile incelendi. 6 kuyucuklu plakalara ekilen FaDu-Kontrol ve FaDu-ING3 hiicreleri
24 saat siire sonunda takip edildi ve artmis ING3 seviyesinin bag ve boyun kanser

hiicrelerinin go¢ etme potansiyelini 24 saat sonunda anlamli olarak arttirdig1 gosterildi

(Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Artmis ING3 seviyesi bas ve boyun kanseri hiicrelerinin go¢ etme
potansiyelini artirdi.

Bu bulgular ING3’iin bas ve boyun kanserinde onkogenik potansiyel tagidigini

dogrular niteliktedir.

Bas ve boyun kanserleri diinya genelinde en sik goriilen agresif tlimdrlerden
biridir. Cerrahi ve kanser iligkili terapi yaklasimlarinda siirekli ilerlemeler olmasina
ragmen bas ve boyun kanseri hastalar1 %50-70 genel 5 yillik sagkalim oraniyla oldukga
yetersiz sagkalim oranina sahiptir (Miranda-Galvis et al. 2021). Diisiik sagkalim oranina
ve kotii klinik sonuglara yol acan ana faktorlerin siklikla tekrar eden bolgesel rekiirens ve
metastaz oldugu kabul edilir (Prabhu et al. 2015) ve giivenilir prognostik belirteglerin
olmamasi mevcut tedavi yontemlerini daha az etkili hale getirir. Bu durum bas ve boyun
kanseri ile iliskili altta yatan molekiiler mekanizmalarin tanimlanmasini 6nemli bir

oncelik haline getirmektedir. Bu belirteglerin tanimlanmasinin, ameliyat sonrasi1 daha
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yiiksek niiksetme ve metastaz potansiyeli olan hastalarin belirlenmesine yardimei olarak
bas ve boyun hastalarinin uygun adjuvan post-operatif tedavi stratejileri ile tedavi

edilebilmeleri icin firsat sunacagi diisiiniilmektedir.

Bu calismada, ING gen ailesinin farkli iiyelerinin ifade seviyeleri arastirilarak
ileri evre bas ve boyun kanseri hastalari i¢in ING3’iin potansiyel bir biyobelirteg
olabilecegi ortaya koyuldu. ING3’iin normal doku Orneklerine kiyasla tiimor doku
orneklerinde yiiksek diizeyde ifade edildigi gosterildi ve bas ve boyun kanserinde
onkogenik potansiyele sahip oldugu gosterildi. Yapilan in siliko analizler de
bulgularimiza paralel olarak ING3’iin ileri evre ve yiiksek dereceli bas ve boyun tiimor

dokularinda anlamli olarak yiiksek diizeyde ifade edildigini gostermektedir.

Cok sayida izoforma sahip olan bes farkli iyeden olusan ING gen ailesi, DNA
hasarinin onarimi, apoptoz, yaslanma, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, histon
modifikasyonlar1 ve transkripsiyonel regiilasyon (proteinler veya DNA ile etkilesimleri
ile) ile iliskili hiicre igi sinyallerin diizenleyicileri olarak dnemli rollere sahiptir (Gou et
al. 2017). Kanser hiicrelerinde sik sik inaktivasyonlar1 géz oniine alindiginda, ¢ogunlukla
timor baskilayict genler olarak kabul edilirler (Ludwig et al. 2011) ve bas boyun skuaméz
hiicreli karsinom dahil ¢esitli kanser tiirlerinde ING3 ifadesinin azaldig1 gosterilmistir
(Zhang et al. 2017). Bununla birlikte yakin zamanda yapilan bir ¢aligma, ING3’iin ince
bagirsak ve kemik iligi gibi kendini yenileme kapasitesi yiiksek olan ve hizla ¢ogalan
dokularda yiiksek diizeyde ifade edildiginin gdsterilmesi, ING3’{in hiicresel biiylimede
de onemli rol oynadigini diistindiirmektedir (Nabbi et al. 2015). Benzer sekilde,
hipertrofik kardiyomiyositlerde ING3’lin yiiksek diizeyde ifade edildigi gosterilmis,
yiksek diizeyde ING3 ifadesinin AMPK’nin inaktivasyonu ve p38 MAPK sinyal
yolagimnin aktivasyonu ile kalp kasinda anormal bir genislemeye yol actigi ortaya

konulmustur (Wang et al. 2014).

ING1 ve ING2’nin nakavt edildigi fare modellerinde spontan timorlerin
gelistigi gosterilmis fakat ING4 nakavt fare modellerinde ise spontan tiimor olusumunun
olmadig1 bildirilmistir. Ancak yakin zamanda yapilan bir ¢alismada fare modellerinde
azalan ING3 ifadesi arastirilmis ve homozigot ING3 kaybi olan farelerin embriyonik letal

oldugu gosterilmis ve ING3 eksikligi biiyiime geriligi ile iliskilendirilmistir (Fink et al.
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2019). Bu durumun, DNA hasar1 ve PI3K/Akt sinyal yollarindaki bozulmalarla iliskili
olarak inhibe olmus proliferasyon ve indiiklenmis apoptoz ile iliskili oldugu bildirilmistir
(Mouche et al. 2019). Bu bulgular dogrultusunda, yakin zamanda yapilan bir ¢alismada,
giiclii ING3 niikleer boyamasi ile malin melanom hastalarinda hastalik-sagkalimi1
arasinda anlamli bir negatif korelasyon oldugu gosterilmistir (Wang et al. 2007). Baska
bir calisma, ING3’iin iyi huylu prostat dokularina kiyasla prostat kanseri dokularinda
yiiksek diizeyde ifade edildigini ve yiiksek diizeyde ING3 ifadesinin terapotik direng ve
kot klinik sonug ile iliskili oldugunu géstermistir (McClurg et al. 2018). Ayni ¢alisma,
yiikksek diizeyde ektopik ING3 ifadesinin, tiimorojenik olmayan normal insan dermal
fibroblastlarini transforme etmek igin tek basina yeterli oldugunu ve hiicre proliferasyonu
icin gerekli olan bir gen ifade profilini olusturdugunu bildirmistir (McClurg et al. 2018).
Ayrica, DU145 prostat kanseri hiicrelerinde ING3 ifadesinin baskilanmas ile in vitro
hiicre gdcii ve invazyonunun inhibe edildigi gosterilmistir (Almami et al. 2016). ilging
bir sekilde, artan ING3 ifadesi, eritroblast transformasyonuna spesifik iligkili gen (ERG)
negatif prostat kanseri hastalarinda kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (Almami et al.
2016). Ayrica, iyi huylu veya lokalize prostat kanseri 6rneklerine kiyasla kastrasyona
direngli prostat kanseri dokularinda daha yiiksek ifadeye sahip ING3’iin de bulundugu
ERG benzeri 10 gen iceren bir gen setinin, hastalarin klinik sonuglarint ERG durumuna
gore daha iyi tahmin ettigi gosterilmistir (Bismar et al. 2014). Bagka bir ¢aligmada,
ING3’iin prostat kanseri hiicrelerinin artan proliferasyonuna ve gdciine yol acan androjen
reseptor (AR) niikleer translokasyon fonksiyonu ile AR ko-aktivatorii oldugu onerilmistir
(Nabbi et al. 2017).

Larenks kanserini igeren insan bas ve boyun kanserlerinde 2002 yilinda allelik
kayip ve diisiik ING3 ifadesi bildirilmistir. Ancak, az sayida larenks doku 6rnek sayisi ve
protein diizeyinde tespit eksikligi goz Oniine alindiginda, bu ¢aligma ING3’iin islevi
hakkinda giiglii ipuglar1 saglamamaktadir (Gunduz et al. 2002). Ayni1 grup tarafindan
gerceklestirilen mRNA seviyesinde bas ve boyun kanseri doku orneklerinde ING3
ifadesinin analizi, normal bas ve boyun dokularina kiyasla bas ve boyun kanserli doku
orneklerinde ING3 ifadesinin azaldigin1 gostermistir. Bununla birlikte, bag ve boyun
kanseri hastalarindan toplanan 71 doku ¢iftinin larenks kanseri hastalarina ait 13 ¢ift doku
orneklerinde ING3 ifadesi arastirilmis ve bu 13 6rnekten 7 tiimor dokusunda normal

dokulara gore yiiksek veya normal ING3 ifadesine sahip oldugu ortaya konulmustur
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(Gunduz et al. 2008). Bu bulgular, bas ve boyun kanserlerinde ING3 islevinin
karakterizasyonu i¢in larenks kanserine 6zel bir dikkat gosterilerek daha fazla analiz
yapilmas1 gerektigine isaret etmektedir. Sonuglarimiz, ortalama ING3 ifadesinin, normal
doku orneklerine kiyasla larenks kanserli doku 6rneklerinde hem mRNA hem de protein
diizeyinde daha yiiksek oldugunu gosterdi. Ote yandan ING3’iin sitoplazmik ve niikleer
lokalizasyonunun karsinogenez siirecine katkida bulunma potansiyeli acgisindan da
onemlidir (Zhou et al. 2020). ING3'in artan niikleer ifadesinin tespit edildiginin
bildirilmesine ragmen yakin zamanda yapilan bir calisma, ING3’iin sitoplazmik
ifadesinin normal doku 6rneklerine kiyasla bas ve boyun tiimor doku 6rneklerinde 6nemli
Ol¢iide arttigin1 gostermistir. Ayrica, yiiksek sitoplazmik ING3 ifadesinin, lenf diigiimii

metastazi ile onemli 6l¢iide iligkili oldugu gosterilmistir (Cengiz et al. 2010).

Biiylime inhibitorii olarak adlandirilmasma ragmen, ING2 ayrica kolon
kanserinde bir onko-protein olarak tanimlanmis; kanserli lezyonlarda asir1 ifadesi, diger
fonksiyonel testlerle desteklenmemesine ragmen tespit edilmistir (Kumamoto et al.
2009). Larenks kanserinde potansiyel onkogen olarak rol alan ING3, amino asit
sekansii ING1/2 ve ING4/5’e daha az benzerlik gostermesi ve ING ailesinin diger
tiyelerinin aksine telomerik bolgelere daha uzak lokalizasyonu ile ING ailesinin en

taninmis tiyesidir (Campos et al. 2004).

ING3, genel olarak transkripsiyonel aktivasyona baglh H2A ve H4
asetilasyonundan sorumlu olan, NuA4-Tip60 MYST histon asetil transferaz kompleksi
icerisinde yer alir. ING1 ve ING2’nin transkripsiyonel baskilayici1 6zelliklerinin aksine
ING3, larenks karsinogenezi siirecinde varsayilan onkojenik islevi i¢in 6nemli olabilecek
transkripsiyonel aktivatdr olarak islev goriir (Campos et al. 2004). Ilging bir sekilde,
ING3 ile NuA4-Tip60 MYST histon asetil transferaz kompleksinin bileseni EPC1
arasinda giiclii bir baglant1 oldugunu gosterdik ve bas ve boyun kanserinde EPC1’in
potansiyel roliinii ortaya koyduk. Ayrica, EPC1 baskilanmasinin, tiimor hiicresi
hareketliliginin inhibisyonuna yol acan DNA hasarinin bir sonucu olarak E2F1 aracili
apoptotik sinyali indiikledigi bildirilmistir. Ote yandan EPC1’in, E2F1 ile birlikte
ozellikle ileri evre kanserlerde metastazla ilgili genlerin ifadesini indiikledigi ortaya
konulmustur (Wang et al. 2016). ilging bir sekilde, 500°den fazla mutant embriyonik kék

hiicre hattinin kanserle iligkili olan bir alt kiimesinin arastirildig1 ¢alismada, igerisinde
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

EPCl'in de bulundugu gen setinin radyoterapiye yanitla iliskili oldugu bildirilmistir
(Loesch et al. 2015). Bu bulgularla paralel olarak, miirin MLL-AF9 AML hiicrelerinde
Epc2 seviyesinin azaltilmasinin apoptozun indiiklenmesine ve 16semi hiicrelerinin kok
hiicre potansiyelini kaybetmelerine yol ac¢tig1 rapor edilmistir (Huang et al. 2014). Ek
olarak, yiiksek tiimdrijenik ve kendini yenileme potansiyeline sahip insan miyelom hiicre
hatlarinin yan popiilasyonunun igerisinde EPC1’in de bulundugu gen seti agisindan

zenginlestigi gosterilmistir (Nara et al. 2013).

42



5. SONUC ve ONERILER

5. SONUC ve ONERILER

Agresif bir kanser olan bas ve boyun kanseri diinya genelinde en sik tanist konan
kanserlerden biridir. Bas ve boyun kanserlerinin insidans1 son 30 yilda diisiis trendi
gostermesine ragmen 6liim oranlarindaki diisiis yeni vaka sayisindaki diisiis kadar giiclii

olmamustir (Noone et al. 2017; Yao et al. 2021).

Bu nedenle bas ve boyun kanserlerine bagli 6liimlerin azaltilabilmesi, bas ve
boyun kanserine yakalanan bireylerin yasam kalitelerinin artirilmasi adina bas ve boyun
kanseri patogenezinin aydinlatilmasi biiylik 6nem arzetmektedir. Bu tezin amaci, ING
gen ailesi iiyelerinin degigen ifadelerinin analiz etmek ve degisen ING gen ifadelerinin

bas ve boyun kanseri prognozu ile iligkisini degerlendirmektir.

Yapilan tez calismasinda esit miktarda toplanan normal ve tiimorlii larenks
dokular1 ve bas boyun hiicre hatt1 olan FaDu hiicrelerinde ING3 geninin kanserlesme
tizerinde pozitif etkisi olup olmadigi arastirmak amaglanmistir. Farkli online veri
tabanlarinda yapilan incelemeler sonucunda ING3 geninin bas ve boyun kanserli
hastalara ait tiimor Orneklerinde ifadesinin artmis olmasi tezimizin ¢ikis noktasini

olusturmaktadir.

Normal ve tiimoér doku Orneklerinden yapilan deneyler sonucunda normal
dokulara kiyasla tiimor dokularinda hem RNA hem de protein diizeyinde ING3 ifadesinin
arttig1 gosterildi. Ayn1 zamanda bas boyun hiicre hatt1 olan FaDu hiicrelerinde yiiksek
diizeyde ifade edilen ING3’iin kontrol grubuna kiyasla hiicrelerin canliligin artirici bir
etkiye sahip oldugu ortaya koyuldu. Benzer sekilde artmis ING3 ifadesinin hiicrelerin gog

etme kapasitesini de artirdig1 gosterildi.

ING gen ailesinin bir iiyesi olan ING3’{in daha 6nce prostat kanseri dahil bir¢ok
kanser tiiriinde onkogenik bir potansiyele sahip olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Nabbi et al.
2017, Ngollo et al. 2017). Tezimizde yaptigimiz ¢alismalar dogrultusunda bas boyun

kanserlerinde ING3 geninin onkogen olabilecegine dair veriler elde edildi.
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