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OZET

OSTEOSARKOMDA ARID3A, PTEN VE AKT1 ARASINDAKI OLASI
ETKILESIMIN INCELENMESI

AMANI KANJO
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1
Tez danismani: Dr. Ogretim Uyesi Abu Shameem Md Saadat KHANDAKAR
Mayis 2018, 66 sayfa

Cocuklarda en yaygin malignant tiimorlerden biri osteosarkomdur. Lokal timor
biiyiimesini ve tiimor hiicrelerinin farkli dokulara metastazini inhibe etmek icin ve
hastalarin hayatta kalma oranini artirmak i¢in etkili tedavi stratejilerine acilen ihtiyag
duyulmaktadir. Timor gelisimi ve hiicre gociinde yer alan molekiiller ve onlarin uyari
mekanizmalart yeni ve etkili terapdtik uygulamalarin gelistirilmesi i¢in anahtar role
sahiptir. ARID3A/DRIL1/Bright, farkli biyolojik siireglerde yer alan, AT zengin
etkilesim domaini (ARID) DNA-baglanma proteinleri ailesinin iiyelerinden biridir. Bir
proto-onkogen olarak serin/treonin kinaz AKT1 metabolizma, biiylime, cogalma, hayatta
kalma, transkripsiyon ve protein sentezinde kritik role sahip oldugundan dolay1 biiytik bir
ilgi odag1 olmustur. Ek olarak tiimor baskilayict fosfataz ve tensin homolog (PTEN),
fosforilasyonunu onleyerek Akt aktivasyonunu negatif yonde diizenler. Bu ¢aligmada,
osteosarkomda ARID3A’ nin Aktl ve PTEN ile bir etkilesimi ve fonksiyonel bir
baglantisi olabilecegi hipotezini kurduk. Osteosarkom hiicre hattinda (U20S) ARID3A’
nin susturulmasi ve asir1 ifadelendirilmesi yapilmistir. ARID3A’ nin susturulmasinin
osteosarkomda Aktl ifadesini azalttigini1 ve asir1 ifadelendirilmesinin ise Aktl ifadesini
artirdigr gbézlemlenmistir. Bununla birlikte, ARID3A’ nin susturulmasi ve asiri
ifadelendirilmesi PTEN iizerinde herhangi bir etki olusturmamaistir. Elde edilen sonuglara
gore ARID3A osteosarkomda Aktl’ i dogrudan diizenlemektedir. Bu ¢alisma ARID3A
araciligiyla Aktl’ in hedeflenerek osteosarkom tedavisi icin bir fikir vermektedir. Bu
sebeple Aktl ifadelenmesini dogrudan kontrol ettigi icin ARID3A’ nin osteosarkomda
terapotik bir ajan olarak kullanilabilmesini umut etmekteyiz.

Anahtar Sozciikler: AKT1, ARID3A, Asirt ifadelenme, Osteosarkom, PTEN, Susturma.
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF POSSIBLE INTERACTIONS BETWEEN ARID3A,
PTEN AND AKT1 IN OSTEOSARCOMA

AMANI KANJO
Master Thesis, Department of Medical Biology
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Abu Shameem Md Saadat KHANDAKAR
May 2018, 66 Pages

One of the most common malignant tumor is osteosarcoma in children. Effective
treatment strategies are needed to inhibit local tumor growth and tumor cells’ metastasis
to different tissues and to improve patient survival rates. To find out the molecules and
their signaling mechanisms involved in the tumor development and tumor cell migration
are of key importance for improving new and effective therapeutic approaches.
ARID3A/DRIL1/Bright is a member of the AT rich interaction domain (ARID) DNA-
binding proteins that are involved in different biological processes. The serine/threonine
kinase AKT]1, is a proto-oncogene, has become an important point due to its critical role
in metabolism, growth, proliferation, survival, transcription and protein synthesis. In
addition, tumor suppressor phosphatase and tensin homolog (PTEN) negatively regulates
Akt activation by preventing its phosphorylation. In this thesis, we hypothesized that
ARID3A might have an interaction and functional connection with AKT1 and PTEN in
osteosarcoma. Silencing and overexpression of ARID3A in osteosarcoma cell line
(U20S) was demonstrated. We noticed that silencing and overexpression of ARID3A
decreased and increased the expression of AKT1 respectively in osteosarcoma. However,
the silencing and overexpression of ARID3A had no impact on PTEN. The obtained
results indicate that ARID3A regulates AKT1 directly in osteosarcoma. Our study has
given one more option in the treatement of osteosarcoma by targeting AKT1 via
ARID3A. Thus we hope that ARID3A can be used as a therapeutic target in osteosarcoma
as it controls the expression of AKT1 directly.

Keywords: AKT1, ARID3A, Osteosarcoma, Overexpression, PTEN, Silencing.



1. GIRIS ve AMAC

ARID (AT-zengin etkilesim bdlgesi), yliksek okaryotik genomlarda DNA baglanma
bolgesidir. ARID ortak dizisi, yaklasik 100 amino asitlik alan1 kapsamaktadir. ARID3
ailesi liyelerinden olan ARID3A proteini en ¢ok B lenfositlerde ve testislerde ifadelenir.
ARID3A'nin "AATTAA" baglayici bir ortak dizisi vardir (1). Primer murin
fibroblastlarinda Ras tarafindan uyarilan erken yaslanmayi onledigi bir ¢alismayla 6ne
stiriilen ARID3A, p53 ve DNA hasari ile transkripsiyonel olarak etkinlesir (2,6). p53 ile
ARID3A bazi durumlarda korele ¢alistigt yapilan ¢aligmalarla desteklenmistir. p53
baglanma bolgesinin ARID3A geninin ikinci intronunda bulunmasi p53 ile ARID3A’ nin
baz1 durumlarda birlikte islev gordiigiinii desteklemekte olup yapilan ¢aligmalara gore
ARID3A p53 hedef geni olan p21’ in transkripsiyonel aktivasyonunda yardimci role
sahip olmustur. E2F hedef gen ifadesinde 6nemli bir role sahip olan ARID3A, E2F-
bagimli transkripsiyonu aktiflestirir (3). ARID3A'nin siRNA araciligi ile susturulmasi ile
E2F1, p107, CDC2 ve CDC6 gibi E2F hedef genlerinin transkripsiyonu da baskilanmistir
(4). Ayrica, normal insan deri fibroblast hiicre hatlarinda susturulan ARID3A bu
hiicrelerin S faz girigini azaltmis oldugu ve yine tiimoér hiicre hatlarinin biiyimesini
yavaglattigt daha oOnceki yapilan caligmalarla rapor edilmistir (5). Bu bulgular,

ARID3A’nim tiimor baskilayici rollerinin oldugunu destekler niteliktedir.

p53 tlimor baskilayici proteini hiicre dongiisiinii durdurma ve apoptoz gibi farkli hiicresel
sonuglari ortaya koyan genleri kontrol ederek hiicresel strese cevapta anahtar role sahiptir.
RB ise hiicre dongiisiinde G1/S evresinin 6nemli bir diizenleyicisidir. RB, hiicre dongii
siirecinin diizenlenmesinde merkez role sahip olan E2F transkripsiyon faktoriiniin
aktivitesini baskilar. Biiyiime tesvik edici genler E2F aktivitesini kontrol ederken, RB
aktivitesi ise p2l1 gibi CDKs ve CDK inhibitorleri tarafindan diizenlenir. RB
inaktivasyonu sebebiyle olusan E2F’ in anormal aktivasyonu bir p53 aktivator proteini
olan pl4ARF’ 11indiikler. Bu protein onkogen aktivasyonu ve DNA hasarina cevap olarak
olusan hiicre dongiisiinii durdurmak ve apoptozu indiiklemek i¢in p53 aracili apoptoza
yol agar. E2F aktivitesi bozulmasma duyarli bu hiicresel savunma sisteminin
kanserlesmeden korunmak icin kritik dneme sahip oldugu diistiniilmektedir. Yiiksek
siklikta goriilen p53 mutasyonundan dolayi, E2F aktivitesinin bozulmasina duyarh
kontrol noktas1 mekanizmasinin osteosarkomda ortadan kalktig1 goriilmektedir. ARID3A

hiicre farklilagmasini inhibe ettigi ve proliferasyonu tesvik ettigi yonde de bazi caligmalar



yapilmistir ve bu ARID3A’ nin tiimor tesvik edici yani onkogenik roliinii ortaya
koymustur. Bununla birlikte ARID3A susturulmasinin gelisimsel plastisiteyi tesvik ettigi
bildirilmistir. B hiicreli akut lenfoblastik losemide miR-125b ile ARID3A’ nin
baskilanmasi hiicre farklilasmasini ve apoptozu inhibe etmis ve hiicre cogalmasini tegvik

etmistir (70).

E2FBP1/DRIL1/ARID3A koken olarak bir E2F1-baglanma proteini olarak izole
edilmistir (2). ARID3A dogrudan bir p53 hedef geni olarak goriilmektedir ve UV ile
indiiklenen DNA hasar1 ya da p53-bagimli bir yolakta doksorubisin uygulamasi gibi bazi
ozel etkilere cevap olarak aktive edilmektedir (6). ARID3A transkripsiyonel olarak p53
ve DNA hasar1 tarafindan asir1 diizenlenir ve ARID3A’ nin bu ektopik ifadelenmesi
normal p53 ifadelenen U20S hiicrelerinde biiylimenin durmasini indiikler ancak p53
eksik olan Saos-2 hiicrelerinde indiiklemez. ARID3A, p53 ile birlikte ¢alisarak hiicre
dongiistiniin - durdurulmast i¢in 6nemli bir p53 hedef geni olan p21WAF1’ i
transkripsiyonel olarak aktive eder. ARID3A, p21WAFI1 promotorunda baglanma
bolgesine baglanir ve normal p53 ifadeleyen U20S hiicrelerinde p21WAFI
transkripsiyonunu indiiklerken p53 eksik Saos-2 hiicrelerinde bu transkripsiyonu
indiiklemez (7). Bu sonuglar ARID3A’ nin p53 ile birlikte ¢alisip yaygin hedef genlere
dogrudan baglanarak p53-bagimli transkripsiyonu aktiflestirmek i¢in p53’ i diizenleyen
bir trasnkripsiyonel aktivator oldugunu gostermektedir. Ayrica ARID3A transkripsiyonel
aktivator ya da baskilayici olarak cesitli gelisimsel siiregte yer almaktadir. Bu genin

fonksiyon kayb1 mutasyonlar1 embriyonik 6liim ile sonu¢lanmaktadir.

ARID3A E2F transkripsiyon faktoriine baglanir ve E2F-bagimli transkripsiyonu
aktiflestirir. ARID3A E2F ile birlikte calisarak E2F hedef genlerinin aktiflesmesinde rol
oynar ve E2F bagimli trasnkripsiyonda ve hiicre dongiisii siirecinde kritik role sahiptir
(5). ARID3A primer fare fibroblastlarinda (MEFs) etikli bir sekilde hem kendiliginden
olusan hem de aktiflesmis RAS ile indiiklenen yaslanmay1 atlatarak Rb/E2F yolagini
yeniden diizenler. ARID3A’ nin hem hiicresel c¢ogalmayr hem de biiylimenin
durdurulmasini tesvik etmedeki asil fonksiyonunun yani sira hem Rb/E2F1 hem de p53
timor baskilayici yolaklarina islevsel baglanmasi ARID3A aktivitesinin ve baglanma
egiliminin ne kadar krtitik ve inceden inceye ayarlanmis bir diizenleme oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte ARID3A fonksiyonunu diizenleyici baz1 mekanizmalar

biiylik olciide bilinmemektedir (3).



Bir proto-onkogen olan serin/treonin kinaz Akt metabolizma, biiylime, ¢ogalma, hayatta
kalma, transkripsiyon ve protein sentezini igeren ¢esitli hiicresel fonksiyonlarin
diizenlenmeside kritik role sahip oldugundan dolay1 biiyiik bir ilgi odagi olmustur (8). Ek
olarak, timor baskilayici fosfataz ve tensin homolog (PTEN) Akt aktivitesini inhibe eder
(9). PI3K/Akt yolaginin bozulmasi kanser, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
norolojik hastaliklar gibi ¢ok sayidaki insan hastaliklarinda gosterilmistir. Kanserde
PI3K’ nin intrinsik kinaz aktivitesini artiran iki mutasyon tespit edilmistir.ayrica Akt
lizerinde de mutasyonlar oldugu rapor edilmistir. Ayrica PTEN insan tiimorlerinde
siklikla mutasyona ugrar ya da kaybolur. Akt geninin yiiksek derecede iliskili ti¢ izoformu
vardir (Aktl, Akt2, Akt3). Akt hiicre biiylimesini TSC1/TSC2 kompleksi ve mTORC
yolagi tizerindeki etkileri yoluyla diizenlemektedir. Akt CDK inhibitorleri p21 ve p27 nin

fosforilasyonuyla hiicre cogalmasina katkida bulunur (10).

Akt, transkripsiyon faktorleri tarafindan olusturulan pro-apoptotik proteinlerin ya da pro-
apoptotik sinyallerin inhibisyonunu yoneterek hiicre canliliginin énemli aracilarindan
biridir. Akt kritik olarak metabolizmanin diizenlenmesinde ve noronal fonksiyon i¢in
gerekli proteinlerin diizenlenmesinde rol oynar. Akt palladin ve vimentinin
fosforilasyonu yoluyla hiicre gogiine ve invasyona katkida bulunmaktadir (11). Diger
taraftan DNA hasar1 ya da onkogenik stres varliginda apoptozu indiikleyebilen Akt fare
cift dakika 2 homolog (MDM2) genini asir1 diizenler ve daha sonra p53’ {in serbest
kalmasini azaltir. Akt, farkli hiicresel fonksiyonlar1 diizenlemedeki bu kritik roliinden

dolay1 insan hastaliklarinin tedavisinde 6nemli bir terapdtik hedef haline gelmistir.

Fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K)/Akt yolaginin insan kanserlerinde 6nemli bir onkogenik
yolak oldugu diistiniilmektedir. Bu yolagin osteosarkomda siklikla asir1 aktiflestigi ve
hastaliklarin baglamasmma ve tliimorlesme, proliferasyon, invasyon, hiicre dongiisii
stirekliligi, apoptoz inhibisyonu, damarlanma, metastaz ve kemoterapi direngliligi gibi
birgok durumun ilerlemesine katkida bulundugu simdiye kadar yapilan calismalarla
ortaya konmustur (12). Bu yolagin inhibisyonu osteosarkom i¢in cazip bir olasi terapdtik

uygulama olabilir.

PTEN, fosforilasyonunu onleyerek Akt aktivasyonunu negatif diizenler. PTEN tiimor
hiicresi ¢ogalmasini, hiicre go¢ii ve invazyonu inhibe eder ancak tiimor hiicre apoptozunu

artirir (13,14). Bu sebeple PTEN kaybi tiimor biiylimesini ve kemige yayilimini



kolaylastiryor olabilir. Bir tiimdr baskilayict olarak PTEN bir ¢ift 6zellikli protein ve
fosfolipid fosfataz olarak islev goriir ve cesitli hiicresel siiregleri ve sinyal iletim
yolaklarini diizenler (11,15). PTEN fonksiyonunun kaybi1 meme, prostat, akciger, mide,
kolon, deri ve endometrial kanseri gibi farkli kanser tilirlerinde siklikla tespit edilmis olup
bunun yani sira kemik metastazi, multip]l myelom ve osteosarkomu igeren kemik
malignensilerinde PTEn fonksiyon kaybi bildirilmistir. Gen mutasyonu, heterozigotluk
kaybi1, promotor hipermetilasyonu ve mikroRNA aracili negatif diizenlemeyi kapsayan
genetik ve genetik olmayan degisikliklere dayandirilabilen PTEN kaybinin, tiimoérlesme
ve kanser ilerlemesinde onkogenik PI3K/Akt/mTOR yolaginin aktivasyonuna yol

acmasinin énemi daha 6neceki ¢alismalarla vurgulanmistir (15).

Burdan yola ¢ikarak, bu gozlemler Rb/E2F1 ve p53 tiimor baskilayict yolaklarin
fonksiyonel baglayicisi olarak osteosarkomda Aktl ve PTEN ile bir etkilesime sahip
olabilen ARID3A’ y1 gdstermektedir. Bu genin bazi etkilesimleri ve bu etkilesimlerin
mekanizmasi heniiz aciga ¢ikmamistir. Bu ¢alismada osteosarkomda ARID3A, Aktl ve

PTEN arasindaki olasi etkilesimin incelenmsini amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kontrolsiiz cogalma ile karakterize olan kanser hastalig1 tiim diinyada kritik bir hastalik
haline gelmistir (16, 17). Tiim diinyada bir ¢ok kanserle savas ve kanser topluluklari
olusturulmus olup kanserle ilgili ¢esitli istatistikler ve tedavi ile ilgili gelismeler bu
topluluklar araciligiyla insanlara sunulmaktadir (17-19). Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO)
gore, yeni kanser vakalarinin onlimiizdeki 20 yil i¢inde %70 artmasi beklenmektedir.
Kanserin en yaygin oldugu organlar erkekte ve kadinda farklilik gdstermektedir. Ornegin
erkekte en yaygin akciger ve prostat boriiliirken kadinda en yaygin meme ve kolon kanseri
gozlenmektedir. Hem ¢evresel hem de kalitsal 6zellik tagimasindan 6tiiri multifaktoriyel
bir hastalik olam kanserin en siradis1 6zelligi lokal ¢evresinin diginda uzak doku ve
organlarda biiyiiyen anormal hiicrelerin olusturmasidir. Tiimér olusumu ¢ok asamali bir
stirectir ve normal hiicreler asamali1 olarak neoplastik asamaya geger. Bu siire¢c boyunca,

timorojenik olmasini saglayan 6zel karakterler kazanirlar (20).
2.2. Kanserin Ayirt Edici Ozellikleri

2000 yilinda Hanahan ve Weinberg, kanserin olusumunda etkili alt1 karakteristik 6zelligi
bildirmislerdir (21). Bu ozellikler; (1) ¢ogalma uyarisinin devamliligi, (i) biiyiime
baskilayicilardan kacis, (iii) replikatif ¢ogalmayr saglama, (iv) invazyon ve hiicre
gociiniin etkinlesmesi, (v) damarlanmanin uyarilmast ve (vi) hiicre 6liimiine direnme

seklindedir (22).
2.2.1. Cogalma Uyarisimin Devamlihigi

Kanser hiicrelerinin en temel o6zelligi kronik proliferasyon siirdiirme yetenegini
icermeleridir. Kanser hiicreleri ¢esitli yontemlerle proliferatif uyariyr siirdiirme
yetenegini basarabilmektedir. Ornegin; kendi kendilerine biiyiime faktor ligandlar:
uretebilirler. Ayrica kanser hiicreleri tiimor iligkili stromay1 destekleyerek normal
hiicreleri uyarmak i¢in sinyal gonderebilmektedir. Reseptor sinyalleri, kanser hiicre
yiizeyinde goriilen reseptdor protein seviyesinin yiikseltilmesiyle kisitlamalardan

kurtulabilmektedir.



2.2.2. Biiyiime Baskilayicilarindan Kagis

Birgok tiimor baskilayic1 hiicre biliylimesini ve proliferasyonunu c¢esitli yollarla
diizenlemektedir. Tiimor baskilayicilarinin fonksiyon kazanim ya da kaybi ¢alismalari
tiimor baskilayict gen olup olmadiklarini dogrulamaktadir. RB ve p53 tiimor
baskilayicilart hiicre dongiisiinde hiicrenin ¢ogalacagina mi yoksa yaslanma veya
apoptoza mi gidecegine karar veren merkez kontrol noktalaridir (23).

RB proteini hiicre i¢i ve disindan gelen sinyalleri birlestirir ve sonug¢ olarak hiicrenin
bliylime ve boliinme dongiisiine girip girmeyecegine karar verir. RB, ¢ogunlugu hiicre
disindan gelen biiylime inhibitor sinyallerini aktarirken, p53 hiicrenin intraselliiler
sistemlerindeki anormal uyar1 ve stresten giris alir; genomun hasar derecesi biiyiik olursa
ya da niikleotid havuzunun seviyesi, bilyiime yonlendirici sinyaller, glikoz ya da oksijen
optimalin altinda ise p53 sartlar normale donene kadar hiicre dongiisiinii durdurabilir (24,

25).

2.2.3. Hiicre Oliimiine Direnme

Apoptotik sistem yukar1 yonlii diizenleyiciler ve asagi yonli efektdr komponentlerin bir
bilesimidir. Diizenleyiciler iki biiyiik dongiliye ayrilir: 1- hiicre dis1 6liim indiikleyici
sinyalleri alma ve isleme (ekstrinsik yolak) ve 2- hiicre i¢i kaynakli sinyalleri birlestirme
ve algilama (intrinsik yolak). Her iki yolak da latent bir proteazin aktivasyonu ile

sonuglanir (kaspaz 8 ve 9) (26, 27).

Diizenleyiciler ve efektorler arasindaki sinyalleri ileten apoptotik tetikleyici Bcl-2
ailesinin pro- ve antiapoptotik iiyeleri mevcuttur. Bcl-2 ve onun yakin akrabalar1 (Bcl-
xL, Bcl-w, Mcl-1, A1) apoptoz inhibitorleridir. Bunlar proapoptotik tetskleyici olan Bax
ve Bak’ 1 baskilar. Bax ve Bak mitokondri dis zarma gomiiliidiir. Antiapoptotik
akrabalarinin yaptig1 inhibisyon azaldiginda Bax ve Bak dis mitokondri zarmnin
biitlinliiglinii bozar ve proapoptotik sinyal proteinlerinin (en 6nemlisi sitokrom c) serbest
kalmasini saglar. Serbest kalan sitokrom c¢ kaspazlarin kaskadinmi aktiflestirir. Bu da
apoptotik programla iliskili cesitli hiicresel degisiklikleri indiiklemek i¢in kendi
proteolitik aktiviteleri yoluyla olmaktadir. Bax ve Bak, BH3 motifleri ad1 verilen protein-
prtoein etkilesim domainleri ve ¢esitli fiziksel etkilesimlerini saglayan Bcl-2 benzer
proteinleri paylasir. Sadece BH3 motifi igeren iliskili protein alt ailesinin aktivitesi

hiicresel anormal sensorlerle birlesir. Bu “sadece-BH3” proteinleri ya antiapoptotik Bcl-
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2 proteinleri ile ¢atigarak ya da bu ailenin proapoptotik iiyelerini uyararak etki gosterir.
(26)

Hiicresel kosullar aapoptozu tetiklemesine ragmen bazi anormal sensorler timor
gelisiminde anahtar rol oynar. En 6nemlisi p53 tiimor baskilayicist yoluyla isleyen DNA-

hasar sensoriidiir (23).

P53, sadece BH3 tasiyan Noxa ve Puma ekspresyonunu artirarak apoptozu indikler
(Sekil 2.1) (28).

Bundan sorumlu olan DNA kiriklar1 ve diger kromozom anomalileridir. Alternatif olarak
eksik canlilik sinyalleri (6rnegin lenfositlerde yetersiz IL-3 seviyesi ya da epitelde
yetersiz IGF1/2 seviyesi) Bim adli sadece BH3 proteini yoluyla apoptoz meydana
gelebilir. Hiicre oliimiine yol acan diger bir kosul ise Myc gibi apoptozu tetikleyen
onkoproteinlerin hiperaktif sinyalleridir.

Tiimor hiicreleri ¢esitli yollarla apoptozdan kagabilir: p53° iin fonksiyon kaybi,
proapoptotiklerin baskilanmasi, antiapoptotiklerin ekspresyonunun artmasi ya da

ekstrinsik ligand indiikleyici 6liim yolaginin kisa devre yapmasi, ¢alismamasi gibi.

Hiicre 6liim mekanizmalarinin digeri ise otofajidir. Otofaji, apoptoz gibi hiicrede bazal
seviyede meydana gelen fizyolojik bir olaydir. Ancak besin yetersizligi gibi belirgin
hiicresel stres durumlarinda giiclii bir sekilde indiiklenebilir. Otofajik program hiicrelere
ribozom, mirokondri gibi organelleri par¢alama olanag: verir. Olusan katabolitler geri

dontistimliidiir ve biyosentez ve enerji metabolizmasi i¢in kullanilir (29-33).
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Sekil 2.1. Sitozolik ve mitokondriyal p53’iin apoptotik yolaklariin gosterimi (28).



2.2.4. Replikatif Cogalmay: Saglama

Viicuttaki pek ¢cok normal hiicre soyunun limitli bilyiime ve boliinme dongiisiiniin aksine
kanser hiicreleri makroskobik tiimorleri olusturabilmek icin smirsiz  ¢ogalma
potansiyeline sahiptir. Normal hiicrelerdeki bu biiyiime sinirlamasi iki farkli bariyerle
iliskilidir: yaslilik ve hiicre 6liimiinii kapsayan kriz evresi. Dolayisiyla hiicreler kiiltiirde
tirediginde hiicre boliinmesinin tekrarlayan dongiileri 6ncelikle yasliligin indiiklenmesine
yol acar ve daha sonar bu bariyeri agsmay1 basaran hiicrelerde kriz fazina yol agar.
Kromozom uglarini koruyan telomerler sinirsiz proliferasyon yetenegine sahiptir (34, 35).
Cesitli ardisik heksaniikleotid tekrarlarin birlesimi olan telomerler kiiltiirde {lireyen
Oliimsiiz olmayan hiicreleri devamli kisaltir, zamanla kromozomal DNA ug¢larin1 bir ugtan
bir uca fiizyonlardan koruma yetenegini kaybederek disentrik kromozomlar
olusturabilmektedir (36). Telomerik DNA uglarina telomere tekrar dizileri ekleyen
0zellesmis DNA polimeraz olan telomeraz 6liimsiizlesmemis hiicrelerde hemen yoktur
ancak insan kanser hiicrelerini iceren kendiliginden 6liimsiizlesmis hiicrelerin yaklasik
%90’ indan fazlasinda fonksiyonel olarak Onemli derecede ifadelenir. Telomerazin
aktiflestigi bu oliimsiiz hiicreler yaslanma ve kriz/apoptoza karsi direng kazanir. Bu iki
proliferasyon bariyeri preneoplastik ve neoplastik hiicrelerin disar1 yayilisini

engellemede dnemli antikanser savunma oldugu makul kabul edilmistir (37-40).

2.2.5. Invazyon ve Metastazin Aktive Edilmesi

Kanser hiicrelerinde goriilen en 6nemli belirtecleriden biri de uzak doku ve organlara
hiicre gocili olan metastaz ve doku istilasi olan invazyon yetenegidir. Olduk¢a karmasik
samalar1 iceren bu iki durumda da en karaketrize degisiklik hiicre-hiicre adezyonunda
anahtar olan E-kaderin kaybidir (41,42). Bunun yani sira N-kaderin gibidiger hiicre-hiicre
ve hiicre-matriks adezyon molekiilleri ise E-kaderinin aksine metastaz yapan timor
hiicrelerinde asir1 iafdelenmektedir. Invazyon ve metastazin ¢cok asamali siireci sik sik
invazyon-metastaz kaskadi olarak adlandirilan bir dizi asamalarla sematize edilir. Bu
tasvir; lokal invazyonla baslayan, daha sonra kanser hiicrelerinin komsu kan ve lenfatik
damarlara intravazasyonu, lenfatik ve hematojen sistemlere dogru kanser hiicrelerinin
gecisi, daha sonra kanser hiicrelerinin bazi damar liimeninden uzak doku parankimasina

kacis1  (ekstravazasyon), kanser hiicrelerinin  kiiclik nodiillere  sekillenmesi



(mikrometastaz) ve son olarak mikrometastatik lezyonlarin makroskobik tiimorlere
biiyiimesi  (kolonizasyon) seklinde birbirini izleyen biyolojik degisiklikleri
gostermektedir (43-45).

2.2.5.1. Epitelyal Mezenkimal Gecis (EMT)

“Epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT)” olarak adlandirilan gelisimsel diizenleyici bir
program, invaziv olma, apoptoza diren¢ gdsterme ve yayilma yeteneklerini basaran
transforme epitel hiicrelerin olustugu biyolojik bir siire¢ anlamina gelmektedir (46. 47).
Snail, Slug, Twist ve Zeb1/2’ yi igeren transkripsiyonel faktdr olarak rol alan pleitropik
bir set EMT’ yi organize eder ve embriyogenez sirasindaki go¢me siireci ile iligkilidir.bu
transkripsiyonel diizenleyiciler malignant tiimor tiirlerinde cesitli kombinasyonlarda
ifadelenirler. EMT’ yi indiikleyen transkripsiyon faktorleri invazyon-metastaz kaskadinin
cogu asamasini yonettigi gibi bu asamalrda kilti rol alan E-kaderin ifadelenmesini de

diizenlemektedir (48-51).

2.2.6. Anjiyogenezin Uyarilmasi

Normal dokular gibi tiimorler de metabolik atik ve CO> disar1 atma yeteneginin yani sira
besin ve oksijene ihtiya¢ duyar. Anjiyogenez siireciyle olusan tiimor iligkili yeni damar
olusumu bu ihtiyaglar1 gostermektedir. Embriyogenezde yeni endotelyal hiicrelerin
olusumunu saglayan damarlanma bu siirecten sonra uzun siire pasif kalirken yetiskin
donemde sadece yara iyilesmesi ve disi iireme dongiislinde anlik olarak aktiflesir. Bunun
aksine tiimor hiicrelerinde damarlanma ya da “anjiyogenik diigme” stirekli aktiftir ve
neoplastik biiylimeye yardim eden siirekli yeni damar olusumu igin agiktir (52).

Damarlanma, anjiiyogenezi indiikleyen ya da baskilayan molekiillerin ifadelenmesi ile
yonetilir. En iyi bilinen anjiyogenez indiikleyici VEGF-A ve baskilyict ise TSP-1" dir
(53, 54). VEGF-A geni embriyonik ve postnatal gelisim esnasinda ve daha sonra
yetiskinlerde patolojik ve fizyolojik durumlarin yani sira endotel yal hiicrelerin
homeostatik canliliginda yeni kan damari bilylimesinin yonetilmesinde gereken ligandlari
kapsar. TSP-1 ise anjiyogenik diigmeyi denyeleyen bir anahtardir, endotelyal hiicreler
tarafindan sunulan transmembran reseptorlere baglanir ve dolayisiyla proanjiyogenik
uyarty1 etkisizlestirebilen baskilayict sinyallere yol agar. Timor hiicrelerinde

damarlanma; erken gelismis kapiller filizlenme, biikliimlii ve biiylik damar dallanmasi,



bicimsiz ve genisleyebilen damarlar, dengesiz kan akisi, mikrohemoraji (kanama),

sizdirma ve anormal seviyede hiicre proliferasyonu ile karakterizedir (55).

2.3. ARID Ailesi

ARID (AT-zengin etkilesim bdlgesi), yiiksek Okaryotik genomlarda DNA baglanma
bolgesidir (56). ARID ortak dizisi, yaklasik 100 amino asitlik alan1 kapsamaktadir. Biiyiik
oluk temas yeri ise degismis sarmal-doniis-sarmal motifi olarak tanimlanmistir (57-59).
ARID igeren proteinlerin kromatin yeniden sekillenmesi, gen ifadesinin diizenlenmesi,
farklilasma ve gelisim iizerinde birgok hiicresel islev gosterdigi daha onceki yapilan
calismalarla ortaya konmustur. ARID ortak dizisi, ilk olarak fare B-hiicresine 6zgii
transkripsiyon faktorii Bright'da tanimlanmistir (60). ARID ailesi dizi iliskilierine bagl
olarak gruplanan yedi alt aileye ayrilmistir. Bunlar ARID1, ARID2, ARID3, ARIDA4,
ARIDS, JARIDI ve JARID2 olarak adlandirilmistir. Yine bu alt aileler de kendi arasinda
gruplara ayrilmistir. Sekil 2.2 ve Tablo 2.1’de gosterildigi gibi, memelilerde bunlar
ARID1 ila ARIDS ve JARIDI ve JARID2 olarak isimlendirilmistir. Insanlarda 15 adet

ARID igeren protein oldugu genom dizileme ¢aligmalariyla ortaya konmustur (123).
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Tablo 2.1. insan ARID genlerinin isimlendirilmesi (56).

ARID ailesi HUGO insanda onceki isimleri Kromozomal
siniflandirmasi yerlesimi
(gen/protein)
ARID1 ARIDIA / ARIDIA p270, SMARCFI1, BAF250a, B120, 1p35.3
OSAL, hOsal, p250, Clorf4, h\SWI1
ARIDIB /| ARID1B pKIAA1235, BAF250b, p250R, 6qg25.1
hOsa2, hELD/OSA1
ARID2 ARID?2 / ARID2 pKIAA1557, DKFZp686G052 12q12
ARID3 ARID3A /| ARID3A Bright, DRIL1, E2FBP1 19p13.3
ARID3B / ARID3B Bdp, DRIL2 15q24
ARID3C | ARID3C LOC138715: similar to E2F binding 9p13.2
protein, XM_071061,
Bright-like
ARID4 ARID4A | ARID4A RBPI1, RBBP1 14¢23.1
ARID4B | ARID4B RBPIL1, BCAA, BRCAAIL, SAP180, 1qg42.1-q43
RBBPIL1
ARID5 ARIDS5A |/ ARID5SA MRF-1 2ql1.2
ARIDS5B / ARID5B MRF2 10g21.2
JARID1 JARIDIA / JARID1A RBP2, RBBP2 12pl1
JARIDIB /JARIDIB PLU-1, PUT1, RBBP2HIA 1q32.1
JARIDIC / JARIDIC SMCX, XE169, DXS1272E Xp11.22-p11.21
JARIDID / JARIDID SMCY, HY, HYA, KIAA0234 Yqll
JARID2 JARID?2 / JARID2 Jumonji 6p24—p23

Insan ARID ailesi proteinleri, ARID ortak bolgeleri icindeki dizi benzerliginin derecesine
gore yedi alt aileye gruplanabilir (Sekil 2.2) (56).

2.3.1. ARID1

ARID1 ailesi ARID1A ve ARID1B olmak iizere iki liyeden olugsmaktadir. ARIDIA ve
ARID1B kromozomda sirastyla 1p35.3 ve 6g25.1 bolgelerinde lokalize olup kodladiklari
proteinler %66 benzerlik gostermektedir. Yap1 olarak birbirine benzemelerine ragmen
ARIDIA ve ARIDI1B igeren kompleksler islevsel olarak birbirinden ¢ok farklidir (61,
62).
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ARIDIA hem sitoplazma hem de niikleusta bulunur. Niikleer ARID1A sitoplazmik
ARIDI1A’ dan daha az stabildir ¢ilinkii niikleusta ubikitin-proteozom sistemi ile hizlica
parcalanmaktadir. ARID1A mutasyonunun ortak niikleer tagima sinyalini etkiledigi ve
ARID1A protein seviyesinin duragan seviyede kalmasmi azalttigi gozlenmistir.
ARID1A normal insan dokularinda olduk¢a yaygin ifadelenirken; insan tiimor
doklularinda ve hiicre hatlarinda 6nemli derecede azaldig1r gozlenmistir. Yapilan son
caligmalar ARID1A’ nin bir tiimor baskilayici gen olarak islev gérdiigiinii bildirmis aayni
zamanda hiicre dongiisii durdurulmasinda temel rol oynadigi gézlemlenmistir.

Yapisal olarak birbirine ¢ok benzeyen ARID1A ve ARID1B islevsel olarak zit rollerde
yer alir. Ornegin ARID1A hiicre dongii durdurulmasini tetiklerken ARID1B hiicre
dongiisii aktivatorii olarak rol alir. ARID1B bu islevinin aksine pankreatik kanserde
tiimdr baskilayic1 olarak rol oynamaktadir (61, 63).

2.3.2. ARID2

ARID?2 alt ailesi yalnizca bir tiyeden olusur. ARID2 12q12° de lokalizedir. ARID2, insan
dokularinda yaygin olarak ifadelenmektedir. Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri,
hepatoselliiler karsinom ve pankreatik kanser gibi bazi kanser tiirlerinde yiiksek derecede
mutasyona ugramistir. ARID2, IFITM1 gibi interferon-diizenleyici gen ifadelenmesinin

diizenlenmesinde temel rol oynamaktadir (64).

2.3.3. ARID3

ARID3 alt ailesi ARID3A, ARID3B ve ARID3C olmak iizere ii¢ alt gruptan
olusmaktadir. Bu proteinlerin genleri 1kromozom iizerinde sirastyla 9p13.3, 15924 ve
9p13.3 bolgesinde lokalizedir. Bu ii¢ iiyenin de kodladig1 proteinler amino asit dizilimi
acisindan birbirine ¢cok benzer olup genislemis ARID bdlgesi (¢ekirdek ARID’ in C ve n

ucuna alfa-heliksler eklenerek olusmus) ile karakterizedirler (60, 65).

ARID3A proteini temel olarak B lenfositlerde ve testislerde ifadelenmektedir. P53
baglanma bolgesinin ARID3A geninin ikinci intronunda bulunmasi p53 ile ARID3A’ nin
baz1 durumlarda birlikte islev gordiigiinii desteklemekte olup yapilan ¢aligmalara gore
ARID3A p53 hedef geni olan p21° in transkripsiyonel aktivasyonunda yardimci role
sahip olmustur. Ayrica ARID3A’ nin hiicre farklilagmasini bloke ettigi, proliferasyonu
tesvik ettiginin gosterildigi calismalar dogrultusunda ARID3A’ nin bir tiimor tegvik edici
olarak rol aldig1 gosterilmistir (66).
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ARID3B ise en fazla 16kosit ve testislerde gozlenmistir. ARID3B’ nin kanserddeki rolii
tartismalidir. Bazi ¢alismalar ARID3B’ nin yumurtalik kanserinde invazyonu ve meme
kanserinde metastaz1 tesvik etmesi neticesinde bir onkogen olarak rol aldigim
savunurken; yapilan bazi c¢alismalarda ARID3B asir1 ifadelenmesinin yumurtalik
kanserinde TNF-a seviyesini artirdigini ve TRAIL aracili apoptozu tesvik ettigi

bildirilmistir (123).

Heniiz yeni kesfedilmis bir iiye olan ARID3C B baglantili lenfositlerde ifadelenmektedir.
Brightlike ve Brightlike delta 6 olmak {izere iki izoformu vardir ve ARID3C ve kanser
iliskili ayrintili ¢aligmalar heniiz yaygin degildir (123).

2.3.3.1. ARID3A

ARID3 ailesi iiyelerinden olan ARID3A proteini en ¢ok B lenfositlerde ve testislerde
ifadelenir. ARID3A'nin "AATTAA" baglayict bir ortak dizisi vardir (60, 67). Primer
murin fibroblastlarinda Ras tarafindan uyarilan erken yaslanmay1 6nledigi bir ¢alismayla
one siiriilen ARID3A, p53 ve DNA hasart ile transkripsiyonel olarak etkinlesir (2,6). p53
ile ARID3A bazi durumlarda korele calistig1 yapilan ¢alismalarla desteklenmistir. p53
baglanma bolgesinin ARID3A geninin ikinci intronunda bulunmasi p53 ile ARID3A’ nin
bazi durumlarda birlikte islev gordiigiinii desteklemekte olup yapilan ¢aligmalara gore
ARID3A p53 hedef geni olan p21° in transkripsiyonel aktivasyonunda yardimci role
sahip olmustur. E2F hedef gen ifadesinde 6nemli bir role sahip olan ARID3A, E2F-
bagimli transkripsiyonu aktiflestirir (68).

ARID3A'nin siRNA araciligi ile susturulmasi ile E2F1, p107, CDC2 ve CDC6 gibi E2F
hedef genlerinin transkripsiyonu da baskilanmistir. Ayrica, normal insan deri fibroblast
hiicre hatlarinda susturulan ARID3 A bu hiicrelerin S faz girigini azaltmis oldugu ve yine
tiimor hiicre hatlarinin biiylimesini yavaslattigi daha 6nceki yapilan ¢aligmalarla rapor
edilmistir (5). ARID3A hiicre farklilagmasini inhibe ettigi ve proliferasyonu tesvik ettigi
yonde bazi ¢aligmalar yapilmistir ve bu ARID3A’ nin tiimér tegvik edici yani onkogenik
roliinii ortaya koymustur. Bununla birlikte ARID3A susturulmasinin geligimsel
plastisiteyi tesvik ettigi bildirilmistir. B hiicreli akut lenfoblastik 16semide miR-125b ile
ARID3A’ nin baskilanmasi hiicre farklilasmasini ve apoptozu inhibe etmis ve hiicre

cogalmasini tegvik etmistir (70).
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2.3.4. ARID4

ARID4 alt ailesi ARID4A ve ARID4B olmak iizere iki liyeye sahiptir ve bunlar sirayla
kromozom iizerinde 14q23.1 ve 1q42.1-g43 bolgesinde lokalizedir. ARID4A RB proteini
ve mSIN3-histon deasetiilaz kompleksleri ile etkilesim yoluyla hiicre biiylimesinde ve
migrasyonda 6nemli rol oynamaktadir. ARID4A, RB protein ailesi iiyelerine mSIN3-
histon deasetilazlari biriktirerek E2F bagimli transkripsiyonu baskilar ve hiicre biiytimesi
durdurulmasinda ana rol oynar (71-73). ARID4B de ARID4A gibi mSIN3-histon
deasetilaz kompleksi iligkili proteindir ve ARID4B meme kanseri iliskili antijen [
(BRCAAI) olarak da bilinmektedir. Bir¢cok kanser dokusunda yiiksek seviyede

ifadelenirken normal insan dokusunda az seviyede ifadelenmektedir (74).

2.3.5. ARIDS

ARIDS, ARID5A ve ARIDSB olmak fiizere iki iiyeden olusmaktadir ve bunlarin
lokalizasyonu sirasiyla 2q11.2 ve 10g21.2 seklindedir. ARIDSA infalamatuvar
siireclerde 6nemli rol oynamaktadir ve kanser ile ilskisi heniliz rapor edilmemistir.
ARIDSB ise insan dokularinda yaygin olarak ifadelenmektedir. Histon deasetilaz-I
ARIDSB ile iligkili bulunmustur 16semi bagta olmak tizere bircok malignant hastaliklar

ARIDS3B ile yakin iligkili bulunmustur (56, 123).

2.3.6. JARID1

Jumonji ARID1 (JARID1) dort iiyeye (JARID1A, JARIDIB, JARIDIC ve JARID1D)
sahip olan en biiyiik ARID alt iiyesidir. Bu iiyeler kromozomda sirasiyla 4q42, 1q32.1,
Xpl11.22-p11.21 ve Yqll bolgelerinde loklizedir. ARID4A gibi JARIDIA bir RB
baglanma proteinidir ve RB’ ya baglanarak hiicre farklilasmasini tesvik eder. Notch
sinyal yolaginin hedef genlerinin transkripsiyonunu aktiflestirenRBP-J ile fiziksel olarak
etkilesim i¢inde bulunan JARIDIA ayrica histon H3’ {in 4. Lizininin demetilasyonunu
diizenlemektedir. JARID1A kanser iligkili sinyal yolaklar: ile yiiksek derecede ilsikili
bulunmustur. Diger JARID iiyelerinin aksine JARID1B’ nin normal dokularda
ifadelenmesi diisiik seviyededir. JARID1B’ nin 6zellikle meme kanserinde BRCA-1 ve
kemokin ligand 14 (CCL14) gibi tiimoér baskilayic1 genleri baskiladigi bildirilmistir.
Mesane kanserinde JARID1B’ nin baskilanmasi kanser hiicrelerinin proliferasyonunu

baskilamis sub-G1 fazdaki hiicre sayisini artirmigtir. JARID1C mutasyonu biiyiik dlciide
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X-bagiml zeka geriliginde calisilmis olup bunun yani sira kanserle de yiiksek iligkisi
oldugu rapor edilmistir. JARID1C, TGF-B/SMad3 sinyal yolag: yoluyla timorlesmeye
katkida bulundugu bildirilmistir. JARID1D ve kanser hakkinda ¢ok az veri literatiirde yer
almaktadir (56, 123).

2.3.7. JARID2

JARID2 sadece bir iliye icermektedir ve 6q24-p23 bolgesinde lokalizedir. Bu genin
kodladig1 protein ARID domaini, JmjN ve JmjC domaini ve Zf-C5SHC2 ¢inko parmak
domaini igermektedir. JARID2 digerlerinin aksine histon metiltransferaz aktivitesi igerir.
Yapilan son ¢aligmalar JARID2’ nin tiimor baskilayici roliinii ortaya koymaktadir. Histon
H3’ iin 9. lizinini metilasyonu ile siklin D1 transkripsiyonunu baskilayarak

proliferasyonu negatif yonde diizenlemektedir (75-77).
2.4. Osteosarkom Genetigi

Osteosarkom genel olarak yetiskinlerde nadir goriiliirken ¢ocukluk ve ergenlik
déneminde en yaygin rastlanan kanser tiirlerinden biridir (78). Kemigin en yaygin primer
timoriidiir ve kemigin tim malignant timdrlerinin %19’ undan ve tiim primer malignant
tiimorlerinin %40-60" indan sorumludur. Ergenlik doneminde en yaygin solid timordiir
ve tiim ergenlik donemi kanserlerinin %7’ sini olusturarak ¢ocuklarda ii¢iincii en yaygin
malignensidir (79). 20 y1l 6nce, ¢ok ajanli kemoterapi ve bacak koruyucu cerrahi gibi
disiplinleraras1 uygulamalarin ilerleyisi osteosarkom hastalarinin hayatta kalma oranini
biiyiik dlgiide artirmustir (80). Uziicii bir sekilde, o tarihten itibaren 5 yil hayatta kalma
yaklasik %70° de yatay bir seyre gecmistir ve sonuclar Onemli derecede
gelistirilememigstir; aslinda yogun kemoterapi uygulanan osteosarkomlu hastalardan
hayatta kalanlarin uzun dénem komplikasyonlar1 artmistir. Bununla beraber hastalarin
metastatik prognozu ya da bu hastalarin lokal niiksetmesi durumu daha da
kotiilestirmistir; eger hastalar ekstra pulmoner metastaz gelistirmigse bu hastalardan
hayatta kalan olmamistir (81). Goreceli nadirligine ragmen osteosarkom, timor
baskilayict genler RB1 ve TP53’ iin kesfinde 6nemli rol oynamislardir. Aslinda c¢ok
sayida kanser genleri insan kanserlerinin sadece %10 luk kismini olusturan diger kanser
tiirlerinden ¢ok 16semi, lenfoma ve sarkomalarda tanimlanmistir (82). Osteoblastlardaki
rasgele genetik ve epigenetik degisimlerle iliskili olarak normal bir kemik hiicresinin bir

kanser hiicresine doniismesinin sebepleri heniiz tam olarak anlasilamamistir. Sirasiyla
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RB1 ve TP53 genlerindeki mutasyonlarin yol agtii ailesel retinoblastoma ve Li-
Freumeni Sendromu gibi kalitsal hastaliklar goriilen hastalarda osteosarkom olusma
riskinin artti§1 bulunmasi, RB ve p53 tiimor baskilayict genlerinin kaybinin osteosarkom

olusma siirecinin en dnemli basamagi oldugunu 6ne siirmektedir.

2.4.1. Osteosarkom Gelisiminin Molekiiler Mekanizmalari

Diger kanser tiirlerinin yani sira osteosarkom gelisiminde de ¢esitli sinyal yolaklar1 rol
oynamaktadir. Osteosarkom patogenetik mekanizmalarin anlasilmasina 6nemli derecede
engel olan asir1 genetik instabilite ile karakterizedir. Osteosarkomun osteoblastlardan
hatta hiicre farklilagma stirecindeki bozulmadan dolay1 pluripotent onciil hiicrelerden
gelistigine inanilmaktadir. Bu, osteosarkomda hiicre cogalmasi ve farklilagsmasinda temel
olarak bilinen Wnt sinyal yolaginin roliinii géstermektedir.Wnt yolagi c-Myc, CCND1
ve c-MET gibi onkogenleri uyararak proliferasyonu asir1 diizenler. Diger kritik yolak ise
hiicre dongsiiniin diizenlenmesinden ve apoptozdan sorumlu FoxO sinyal yolagidir. Bu
yolak Wnt uyart silsilesi sirasinda aktiflesebilirken PI3K/Akt/mTOR (kok hiicre
proliferasyonu ve osteosarkom gelisiminde yer alan) yolag: tarafindan baskilanabilir (83).
Osteosarkomdaki onemli bir rol de osteoblast farklilagmasi ve osteoblast kok hiicre
korunmasini da igeren hiicre farklilasma olaylarinin kontroliinden sorumlu Notch sinyal
yolagmna aittir (84). NFxB yolagi, hiicre farklilagsmasi, apoptoz korunmasi, hasar
ajanlarina ve sitokinlere karsi cevaptan sorunlu ¢esitli genlerin transkripsiyonunun
diizenlenmesinden sorumlu olup osteosarkom patogenezinde temel role sahiptir (83). Rb1
genindeki mutasyonlar osteosarkomda biiyiik siklikta meydana gelir (%20-40 olgu). Rb
bir tiimdr baskilayicidir ve hiicre dongiisiiniin negatif diizenleyicisidir. Rb’ y1 dolayl
olarak aktiflestiren CDKN2A, osteosarkomda siklikla delesyonlu iken negatif Rb
diizenleyeci CDK4 ve CCND1’ in baz1 agresif osteosarkomlarda ifadelenme diizeyi

artmistir (85).

Osteosarkomdaki bir diger 6dnemli mekanizma ise DNa hasar cevabinda, hiicre dongiisii
durdurmada, apoptoz ve tiimor baskilamada yer alan p53-bagimli yolaktir. P53 genindeki
mutasyonlar osteosarkom olgularinda %20-50 oraninda bulunmustur. P53’ iin negatif
diizenleyicisi olan MDM2, osteosarkomda siklikla asir1 diizenlenmistir. Ayni zamanda
MDM?2 inhibitoérii CDKN2A tiim osteosarkom olgularinin yaklasik %10’ unda eksiktir.

Osteosarkom gelisimi ayrica cesitli hiicre dongiisii ve apoptoz sinyal yolaklariin
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(PI3K/Akt yolagr gibi) biiyiime faktorleri (IGF, TGF, CTGF gibi) ile aktivasyonunu
gerektirmektedir. Biiylime faktorii indiikleyici cevap vakuollesme ve damarlanma igin
temel olup HIf-1 yolaginin ve dncii-damarlanma faktoriit VEGF’ nin aktivasyonu igin bu
iki stire¢ gereklidir. VEGF antiapoptotik protein Bcl-2 (ERK/ NFxkB ve PI3K/Akt

yolaklari ile birlikte)’ nin aktivasyonunda yer alir (84).

VEGF biyosentezi, osteosarkomdaki ytliksek ifadelenmesinin zayif hastalik prognozu ile
baglantili olan STAT3 transkripsiyon aktivasyon faktoriinii gerektirir (85). Genelde
proliferasyon ve damarlanma uyarilmasinin ve apoptoz baskilanmsinin altinda yatan
mekanizmalar osteosarkom patogenezinde degisken bir rol oynar. Bir taraftan bu
mekanizmalar timor biiyiimesini ve metastazi tesvik ederler. Diger taraftan ilk
radyografide metastaz tespit edilemese dahi osteosarkomun cerrahi olarak cikarildig
hastalar cerrahi miidahaleden sonraki 6 ay ile 3 yil arasindaki siirede siklikla akciger ve
diger tiir metastazlar gelistirir. Bagka bir deyisle osteosarkom sesil metastazlar ve timor
hiicrelerinin varligiyla karakterizedir. Proliferasyon baskilanmasi ve apoptoz kisa
stireligine bu metastaz gelisimini dnler ve bazi hiicreleri hiicre boliinmesine aktif olarak
girmesini etkilediginden kemoterapi etkisine girmekten saklar. Tiimor hiicrelerinin
apoptoz ve hayatta kalma arasindaki dengesi antiapoptotik protein Bcl-2, Wnt, ve NFxB
yolaklarinin aktivitesine ve MAPK ve PI3K/Akt yolaklari aktiviteleri arasindaki orana
baglidir (84-86).

Osteosarkom patogenezindeki 6nemli sinyal yolaklar1 ve mekanizmalar Sekil 2.3° de

gosterilmistir.

Diger onemli bir proliferatif etmen ¢ok fonksiyonlu bir protein olan YBX-1" dir. Bu

protein salgilandiginda hiicre gociinii ve cogalmayi tesvik eder.
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Sekil 2.3. Osteosarkomdaki sinyol yolaklari ve anahtar genler (anahtar genler koyu italik
karakterle gosterilmistir) (87).

2.4.2. Osteosarkomda PI3K/Akt Sinyal Yolag:

Fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K)/Akt yolaginin insan kanserlerinde goriilen en 6nemli
onkogenik yolaklardan biri oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan bir¢ok ¢alisma bu yolagin
osteosarkomda siklikla hiperaktif oldugunu ve hastalik baslangicina ve tiimorlesme,
cogalma, invazyon, hiicre dongiisii siireci, apoptoz inhibisyonu, damarlanma, metastaz ve
kemoresiztanst iceren hastalik gelisimlerine katkida bulundugunu kanitlamaktadir.
Kiic¢iik molekiiler bilesimler yoluyla bu yolagin inhibisyonu osteosarkom i¢in cazip bir
terapotik potansiyel ortaya koyar. Osteosarkom etyolojisi tam olarak aydinlatilmamis
olmasina ragmen, bu hastalifin 6zellikle PI3K/Akt yolag:1 gibi ¢esitli hiicre i¢i sinyal
yolaklarinin bozulmasini kapsadig1 bir¢cok calismayla kanitlanmistir. Bu yolak fosfataz
ve tensin homolog (PTEN) tarafindan negatif diizenlenmektedir ve rapamisin memeli
hedefi (mTOR) gibi baz1 asag1 yonlii hedefleri aktiflestirebilir. PI3K/Akt yolag: ¢esitli
fizyolojik ve patolojik siireclerde kritik rol oynayan bir olaylar silsilesidir. Bu yolagin
insan kanserlerinin her tiiriinde goriilen en 6nemli onkogenik yolaklardan biri oldugu iyi
bilinmektedir (88). Gergekte, amplifikasyonlar ve mutasyonlar yolagin neredeyse her

tiyesinde tanimlanmistir (89). Osteosarkomda PI3K/Akt sinyal yolagi ileri evre
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hastaliklarin %100’ inde ve yerlesmis hastaliklarin cogunda yeniden diizenlenmistir. Bu
da osteosarkom ilerleyisi i¢in bu yolaktaki degisikliklerin bir 6n gereksinim olabilecegini
gostermektedir (85). Giintimiizde PI3K/Akt yolagin1 hedefleyen bir¢ok kiigiik molekiil

birlesimi gelistirilmis ve osteosarkom hastalar1 i¢in imit vadedici olmustur.
2.4.2.1. PI3K/Akt Sinyal Yolaginin Etkinlesmesi

PI3K lar bir lipid kinaz ailesini teskil eder ve substrat tercihlerine ve sekans
homolojilerine gore li¢ sinifa ayrilir (I-III). Bunlar arasinda smif I PI3K lar kanserle en
iliskili olan kinazlardir. iki alt smifa ayrilir: sinif IA (PI3Ka, PI3KB ve PI3KS) ve sinif
IB (PI3KYy). Bu sinif I PI3K lar katalitik bir alt {inite ve diizenleyici bir alt {initeden olusan
heterodimer bir yap1 gosterir. Katalitik alt {inite sirasiyla PIK3CA, PIK3CB, PIK3CG ve
PIK3CD genlerini kodlayan p110a, B, y ve 6 igerir (90). Diizenleyici alt {inte ise sirastyla
PIK3R1, PIK3R2 ve PIK3R3 genlerini kodlayan p85a (p85a, p55a, pSOa), p85p ve pS5y
icermektedir. In vitro kosullarda, her p110 altiinitesi diizenleyici alt iinitelerin herhangi
birine baglanma yetenegine sahiptir. PI3Ka, PI3Kf ve PI3KJ, platelet kaynakli biiyiime
faktorii (PDGF) reseptorii (PDGFR), insiilin benzeri biiytime faktorii 1 reseptorii (IGF1R)
ve epidermel biiyiime faktorii (EGF) reseptorii (EGFR) gibi reseptor tirozin kinazlar
(RTKlar) tarafindan aktiflestirilir; bununla beraber PI3Ky G-protein-bagli reseptorleri
(GPCRIer) ve kiicliik GTPaz Ras tarafindan aktiflestirilir (91). Aktfilestiginde PI3K larin
katalitik alt iinitesi fosfotidilinositol 4,5-bifosfat (PIP2) substratini fosfotidilinositol
3.4,5-trifosfata (PIP3) doniistiiriir (92). Daha sonra PIP3 plazma zarina plekstrin homoloji
(PH) domaini ile birlikte sinyal proteinleri biriktirir. Bu proteinler fosfoinositid-bagiml

kinaz 1 (PDK1) ve protein kinaz B (PKB) olarak da bilinen Akt’ tir.
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Sekil 2.4. AKT ve PTEN proteinlerinin sematik yapis1 (12).

Akt amino asit seviyesinde yiiksek homoloji gosteren ve iki anahtar fosforilasyon olay1
ile aktiflesen 3 izoform (Aktl, Akt2 ve Akt3) igerir. Akt kismen kinaz domainindeki
treonin 308’ in (Thr308) PDK-1 tarafindan baslangic fosforilasyonu ile kismen aktiflesir
ve daha sonra PDK-1, integrin bagh kinaz (ILK), DNA bagimli protein kinaz (DNA-PK),
mTORC?2 gibi bazi olas1 kinazlar tarafindan ya da Akt in kendisi tarafindan C-terminal
diizenleyici domaindeki serin 473’ iin (Ser473) fosforilasyonuyla Akt tam olarak
aktiflesir (Sekil 2.4A). Daha sonra aktiflesmis Akt cesitli hiicresel fonksiyonlari
diizenlemk icin hiicre zarindan sitoplazmaya ve asagi yondeki hedeflere fosforlama,

aktiflestirme ya da baskilama yapabilecegi niikleusa geger (12).

Akt yolaginin asag1r yondeki en onemli efektorii olan mTOR 289 kDa agirliginda
serin/treonin kinazdir. Memeli hiicrelerinde iki multi protein birlesimleri halindedir:
mTORC1 ve mTORC2. mTORCI osteosarkomu igeren bircok kanser tiiriiniin
kanserlesme siirecinde kritik role sahiptir ve mTOR diizenleyici-iligkili protein (Raptor),
mTOR, memeli LST8/G-protein B-altlinite benzer protein (GBL), prolin-zengin Akt
substrat 40 (PRAS40) ve DEP domaini iceren mTOR etkilesim proteini (Deptor)’ un
bilesiminden olugsmaktadir (95). mTOR’ a ek olarak Akt, siklin D1 ve Myc artmasina
yola acan bir serin treonin kinaz olan glikojen sentaz kinaz 33 (GSK3f)’ y1 fosforiller ve
inaktiflestirir. Myc, siklin bagimli kinazlar1 (CDK) asir1 diizenleyen bir onkoproteindir.
Forkhead kutusu O1 (FOXO1)’ in Akt aracili inhibisyonu hiicre dongiistinii dnemli
derecede hizlandiran Cdk inhibitorleri p27 ve p21° in baskilanmasini tegvik eder (97).
Akt tarafindan aktiflestirilen diger hedef ise niiklear faktor- kB (NF-kB), yiiksek derecede

21



agresif malignensilerde ilaca direngli fenotiplerin kazanilmasinin yani sira insan
kanserlerinin gelisimi ve progresyonunda yer alan merkez sinyal faktoriidiir (90). Akt,
IxB fosforilasyonunu ve pargalanmasina yol agan kB (IkB) kinaz (IKK) inhibitor
aktivitesini artirir ve NF-kB serbest kalir. NF-xB serbest kaldiginda hizlica niikleusa
gecer ve bircok hedef genin transkripsiyonunu tetikler. Akt ayrica hiicresel apoptozun
baskilanmasinda Onemli bir role sahiptir. Bir taraftan pro-apoptotik Bad ve Bax
seviyelerini azaltir ancak anti-apoptotik B-hiicre lenfoma 2 (Bcl-2), Bel-x1 ve myeloid
hiicre 16semil (Mcl1) seviyelerini artirir (98). Diger taraftan Miirin ¢ift dakika 2 (MDM2)
ekspresyonunu agir1 diizenler ve sonra DNA hasar1 ya da onkogenik stres varliginda
apoptozu indiikleyen p53’ {in serbest kalmasini azaltir (99). PI3K/akt yolaginin tiim bu
etkileri hiicresel replikasyonu ve hayatta kalmay1 artirir ve biiylimenin 6nlenmesi ve

apoptozu ise azaltir (Sekil 2.5).
2.4.2.2. PI3K/Akt Sinyal Yolagimin Negatif Diizenleyicisi Olarak PTEN

Tiimor baskilayici fosfataz ve tensin homolog (PTEN) bircok insan kanserinde
mutasyonlar ya da heterozigotluk kayb1 ile hasargdren bir genom bolgesi olan kromozom
10g23 iizerinde yer alip bir 200 kb lik gen tarafindan kodlanir (100). Somatik kanserlerde
siklikla goriilen inaktivasyonundan dolayr PTEN p53” den sonra ikinci en ¢ok mutasyona
ugrayan timor baskilayici gen olarak siraya koyulmustur. P53 ve dire tlimor
baskilayicilara benzer sekilde, PTEN’ de goriilen germline mutasyonlar1 Cowden ve
Bannayan-Riley-Ruvalcaba kanser yatkinlik sendromlarina sebep olmaktadir (101,102).
Cift ozellikli bir fosfataz olarak PTEN protein fosfataz ve lipid fosfataz aktivitelerine
sahiptir. PTEN fonksiyon kaybi kolorektal kanser, mide kanseri, herediter kanserler ve
mem kanseri gibi bircok kanser tiiriiniin gelisimini etkileyen ana belirleyeicidir. Insan
PTEN genikromozom 10q23.3” de lokalizedir ve 9 ekzon igerir. 403 amino asitlik bir agik
okuma cercevesine (ORF) sahip 5.5 kb lik bir mRNA kodlar. Translasyon iiriinii 53 kDa
luk bir protein olup bu protein tensin ve protein tirozin fosfataz (PTPlar) ile homoloji
gosterir. Protein iirtinii bir n-ucu fosfataz domaini, bir C-ucu C2 domaini, bir PDZ (PSD-
95, DLGI1 ve ZO-1)- baglanma motifi ve protein parcalanmasinda gerekli olan iki PEST
(prolin, glutamik asit, serin ve treonin) dizilerini igerir (Sekil 2.4 B) (103). CX5R(S/T)
motifi PTEN lipid fosfataz aktivitesi i¢in temeldir ve {i¢ temel kalint1 ile katalitik
belirtegle ¢cevrelenmis bir aktif bolge ile yerlesmistir. PTEN ve onun se¢mis oldugu asidik
fosfolipid substratlar 6zellikle PIP3 yapiyr olusturur. PTEN PIP3’ i tekrar PIP2’ ye
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dontstiirtir (Sekil 2.5) (104). Bu yiizden PTEN kaybi PI3K/Akt yolaginin siirekli

aktivasyonuuna yol agar.
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Sekil. 2.5. PI3K/AKT sinyal yolagi. Aktivasyondan sonra PI3K PIP2’ yi PIP3’ e
dontistiirlir ancak PTEN bu siireci tersine ¢evirir. PIP3 Akt” 1 PDK1-bagimli bicimde
fosforiller ve aktiflestirir ve mTORC2 de Akt aktivasyonuuna katkida bulunur.
Aktiflesmis Akt TSCI1/TSC1 heterodimer sekillenmesini inhibe ederek Rheb-GTP
seviyelerini artirtr ve mTORC1 aktivasyonunua yol agar. mTORC1 sonradan S6K ve 4E-
BP1’in fosforilasyonuna aracilik eder ve elF4E’ nin serbest kalmasini tesvik eder. Bu
protein sentezindeki ve hiicre biiylimesindeki artigla sonuglanir. Akt tarafindan
indiiklenen IKK aktivitesindeki artis NF-kB’ nin gen transkripsiyonu i¢in serbest kalma
ve niikleusa girisine sebep olan IkB’ nin pargcalanmasini kolaylastirir. Akt negatif olarak
GSK3p ve FOXO1’ i diizenler. Azalmis GSK3f siklin D1 ve Myc ifadelenmesini artirir,
ayrica CDK4 seviyesinin onemli derecede artisina yol agar. Aym1 zamanda FOXOl1
baskilanmasi p27 ve p21 igerigini azaltir ve CDK ifadelenmesini artirir. Sonug olarak bu

molekiillerin agir1 diizenlenmesi 6nemli 6lgiide hiicre dongii siirecini yonetir. Ek olarak
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Akt; Bad, Bax ve p53° i baskilamanin yani sira Bcl-xl, Bcl-2 ve Mcll’ 1 asiri
diizenleyerek apoptozu inhibe eder (12).

2.4.3. Osteosarkom Patogenezinde PI3K/Akt Yolaginin Rolii

Normal hiicre fizyolojisinde PI3K/Akt yolaginin énemli roliine atfen bu yolagin bircok
kanser tiiriinde yeniden diizenleniyor olmast sasirtict  degildir. Kinom
tanimlamaOsteosarkom hiicre hatlariin biiyiik kisminda aktif Akt sinyali tespit etmistir
(105). Giintimiizde, bir¢ok calisma bu yolagin bozulmasinin osteosarkomda tiimoérlesme,
proliferasyon, invasyon, hiicre dongiisii siirekliligi, apoptoz, damarlanma, metastaz ve

kemoresiztans gibi ¢esitli patolojik siireclerde yer aldigini gostermektedir (Sekil 2.6).

n ve invazyon

LS

Tiimorlesme

Apoptoz

Kemorezistans

Osteosarkom |

Sekil 2.6. PI3K/Akt yolagimin aktivasyonu osteosarkom baslamasinda ve gelisiminde
diizenledigi patolojiik siiregler (12).
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2.4.4. Osteosarkomda PI3K/Akt Yolaginin Tedavilerde Hedeflenmesi

On y1l1 agkin siiredir osteosarkomda neoadjuvan kemoterapi girisimi yarar gostermesine
ragmen uzun donem hayatta kalma oraniosteosarkom hastalarinda diisiik kalmistir, bu da
yeni terapdtik uygulamalar i¢in arastirma ihtiyacinin 6nemini vurgulamaktdir. Yukarida
da belirtildigi gibi PI3K/Akt yolaginin aktivasyonu osteosarkom baslamasinda ve
ilerleyisinde kritik bir onkogenik role sahiptir. Bu sebeple, osteosarkom ya da diger

malignensilerde tedavi i¢in bu yolagi inhibe edecek bir¢ok bilesim gelistirilmektedir.
2.4.4.1. PI3K Inhibitorleri

Iki tiir PI3K inhibitérii vardir: pan-PI3K ve izoform-spesifik inhibitorler. PI3K
inhibitorlerinin ilki olarak bilinen Pan-inhibitorleri, Wortmannin (fungal bir metabolit)
ve tim smif I PI3K lara baglanabilen LY294002 gibi bilesimleri icermektedir.
Wortmannin ile otofaji inhibisyonunun MG-63 hiicrelerinde, Dendropanax morbifera
Leveille bitkisinin yaprak ve koklerinden izole edilen dendropanoksid ile indiiklenen
hiicre apoptozunu artirdigt bildirilmistir (106). PI3K yolaginin etkili bir sekilde
inhibisyonu ve anti-osteosarkom aktivitesinin gosterilmesine ragmen bu pan-inhibitorler
zayif ¢Oziinme, instabilite ve yiiksek toksisite gibi ¢ok zayif farmakokinetik
ozelliklerinden dolayr tam bir antikanser ilag olarak gelistirilememektedir.
Farmakokinetik 6zelliklerini gelistirmek i¢in PI3K pl110a, B, 6 ya da y katalitik alt
tinitelerini se¢ici olarak inhibe edebilen izoform-spesifik inhibitorler ortaya ¢ikmistir. Bu
daha biiylik 6zgiilliik yan etki azalma olasiligin1 ortaya koymakta ve bu sebeple daha
yiiksek dozlara dayanma giicii saglamaktadir. BYL719 yeni bir spesifik PI3Ka inhibitori
olup ATP bolgesini bloke eder. BYL719” un HOS ve MOS-J hiicrelerinde apoptoz
tizerinde belirgin etkileri olmaksizin hiicre dongiisiinii GO/G1 evresinde bloke ederek
hiicre proliferasyonunu azalttigt ve osteosarkomun fare gibi klinik Oncesi
modellemelerinde tiimor ektopik kemik sekillenmesini inhibe ettigi gosterilmistir (107).
BKM120 de bir PI3Ka inhibitéridiir. BKM120 uygulanan MG-63 hiicrelerinde hiicre
canlilig1 ve invazyonunda 6nemli derecede azalma gozlenmistir (108). GSK2636771 gibi
PI3Kp inhibitorleri heniiz klinik olarak gelistirlmektedir ve bir faz I/Ila, ilk insan
calismasinda PTEN-eksik ileri solid tiimorlii hastalarda yiiriitiilmektedir (109). Bununla

birlikte GSK2636771° in anti-osteosarkom etkileri heniiz bilinmemektedir.
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2.4.4.2. Cift Yonlii PI3K/mTOR inhibitorleri

Cift yonli PI3K/mTOR inhibitorleri PI3K” nin tiim p110 izoformlarmin ATP bolgesini
hedefledigi gibi mTOR komplekslerini de hedeflemekte, boylece tiim PI3K/Akt/mTOR
uuyar1 yolaginin tamamiyla inhibisyonunu saglamaktadir. Cift yonlii sinif I PI3K/mTOR
inhibitorii olan NVP-BEZ235’ in osteosarkom hiicre gogii ve metastazini baskiladigi ve
vinkristin ile kombinasyonunun antimetastatik etkilerini daha da artirdig1 gosterilmistir
(110). Daha sonraki bir ¢alismada ise Gobin ve ark., NVP-BEZ235 uygulamasi in vivo
ve in vitro osteosarkom hiicre biiylimesini inhibe edebilecegini gdostermislerdir (111).

GDC-0980 ise bagka bir ¢ift yonlii PI3K/mTOR inhibitoriidiir.
2.4.4.3. AKT Inhibitorleri

PI3K’ nin 6nemli bir asagi yonlii uyar1 baglantist olan Akt, PI3K sinyali inhibisyonu i¢in
baska bir acik hedef saglamaktadir. Son zamanlarda ¢ok sayida allosterik ve ATP-yarisc1
Akt inhibitorleri gelistirilmistir. ATP yaris¢1 Akt inhibitorleri, Akt” in li¢ izoformunu da
inhibe edebilen ATP yarisarak calisan Akt’ 1 6zgilliikle smirlayan kiigiik molekiil
inhibitorler arasinda yer almaktadir. Heniiz yapilan bir calismada ATP yarisc1 Akt
inhibitériic GSK690693° {in osteosarkomda hiicre proliferasyonunu in vitro kosullarda
azalttig1, timor biiylimesini inhibe ettigi ve bir ksenograft fare osteosarkom modelinde
hayatta kalma oranini artirdig bildirilmistir (112). Allosterik Akt inhibitorleri Akt’ in PH
domainine baglanabilmektedir, bdylece zara yerlesmesini ya da PDK-1 bagimh
fosforliasyona girisini onleyerek enzimin inaktif formunu tesvik etmektedir. MK-2206,
faz II klinik uygulamalara gecen ve gecerli dayanma giicii ile meme kanseri biiylimesini

baskiladig1 gosterilen kiigiik allosterik Akt inhibitor molekiiliidiir (113).
2.4.4.4. mTOR Inhibitérleri

mTOR, PI3K/Akt yolagiin en 6nemli asag1 yonlii molekiilii olup mTOR inhibitorleri bu
uyari silsilesinin inhibisyonu i¢in oldukca yararhdir. Kesfedildigi 1975 yilindan beri
rapamisin giiclii bir mTOR inhibitorii olarak bilinmektedir, cilinkii FK506-baglanma
proteini (FKBP12) ile bir kompleks olusturmaktadir ve daha sonra mTOR’ un C-terminal
bolgesine baglanmaktadir. Bdylece mTORC1 aktivasyonuna miidahale ederken
mTORC?22 yi etkilememektedir (114). MG-63 hiicrelerinin rapamisine maruz birakilmasi
hiicre canliliginin 6nemli derecede baskilanmasi ve cis-diamindikloroplatinum (CDDP)

aracili hiicre 6liimiiniin artmasi ile sonu¢lanmistir (115).
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2.4.4.5. PTEN Aktivatorleri

PTEN PI3K/Akt yolagimin negatif diizenleyicisiolarak rol oynar ve PTEN aktivitesinin
kayb1 osteosarkomda siklikla kesfedilmistir (116). Bu sebeple PTEN aktivatorleri
osteosarkomda yolak baskilanmasi i¢in alternatif bir uygulama olabilir. Gergekte 5-
azasitidin uygulamasi PTEN ekspresyonunu éenmli derecede asir1 diizenlemektedir ve
daha sonra MG-63 hiicrelerinde apoptozu indiiklemistir (117). Benzer sekilde Akt
yolaginin asagi yonii 5-azasitidin tarafindan inaktiflestirilmistir (117). Tepoksalin 5-
lipoksijenaz (5-LOX)’ 1n bir inhibitoriidiir ve kopek disi osteosarkom ksenograft
bliylimesini yavaslattigi gézlenmistir. Tepoksalin uygulamasi1 kopek disi osteosarkom
hiicre hatlarinda Akt inhibisyonuna ve apoptozu uyarimina yol acarak PTEN’ in
alkilasyonu ya da oksidasyonunu onleyerek PTEN aktivitesini artirabilmektedir. (118).
Ayrica HOs hiicrelerine kafein eklenmesi PTEn aracili Akt inhibisyonunu tesvik ederek
tiimor hiicre proliferasyonunu azaltmaktadir (119). Bununla birlikte, daha 6nce PI3K/Akt
yolaginda ilagsal hedef olarak bir fikir olmamasina ragmen osteosarkom tedavisi i¢in

PTEN asin1 diizenlenmesi iizerinde odaklanan ¢aligsmalar glinlimiizde devam etmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Hiicre Hatlarimin Elde Edilmesi ve Cogaltilmasi

Bu calismada kullanilmas1 hedeflenen osteosarkoma hiicre hatt1 (U20S) (ATCC® HTB-
96™) (American Type Culture Collection, VA, USA)’den temin edilmistir. Hiicreler
uygun kosullar altinda (%5 CO2ve 37 °C) %10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin iceren
DMEM besiyeri kullanilarak kiiltiire edilmistir.

3.2. siRNA ile Gen Susturma

Bu calismada, ARID3A 5’-AACAGAACUCCUGUGUACAUGAUGC-3’ sekansini
hedefleyen siRNA ve negatif kontrol siRNA (Universal Negative Control, SIC001-
5X1NMOL) Sigma-Aldrich ticari firmasi tarafindan sentezletilmistir. Ayrica ARID3A’y1
hedefleyen siRNA’ nin dizilimleri Tablo 3.1’te de gosterilmektedir. Bu gen suturma
deneyi, asagfida bahsedilen siRNA kullanilarak sahsim ve Dr. Kaifee Arman tarafindan
yapilmistir. Bu deneyde kullanilan cDNA benim yiiksek lisans tezimde kullanildigr gibi
Dr. Arman’in doktora tezinde de kullanilmistir (124).

Tablo 3.1. ARID3A genini hedefleyen siRNA dizisi

siARID3A 5’-AACAGAACUCCUGUGUACAUGAUGC-3’

Hiicreye aktarmak i¢in, 37°C’de 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerince Lipofectamine
RNAIMAX (Katalog Numarasi:13778-030, Invitrogen) kullanilmig ve ters aktarim
(reverse transfection) gerceklestirilmistir. sSIRNA aktarim protokiilii tezin sonunda ekte

gosterilmistir (ek 1).
3.3. ARID3A’nin Asir1 ifade Edilmesi

Klonlanmis ARID3A ve pozitif kontrolii Tokyo Tip ve Dis Universitesi'nden (Tokyo,
Japonya) Prof. Masa-Aki lkeda’ dan temin edilmistir. Klonlanmis gen
“pEF_xpress_ARID3A” olarak adlandirilmaktadir, ARID3A c¢DNA'sinin PCR ile
cogaltilmasiyla, Xpress epitop etiketli ARID3A f{iretilmis ve bu iiriin PCR-bluntII-TOPO
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vektoriine klonlanmigtir (Invitrogen). pEF / His-ARID3A'y1 olusturmak iizere, ortaya
¢ikan klondan elde edilen BamHI ve Xbal pargalar1t BamHi-Xbal ile kesilmis ve pEF4 /
His vektoriine (Invitrogen) baglanmistir. Japonya'dan gonderilen ve restririksiyon
enzimleri kullanilarak dogrulanan plazmid pEF4 / His vektoriinde bulunan klonlanmis
ARID3A geni daha sonra midi plasmid izolasyonu i¢in hazirlanmistir. ARID3A’y1 iceren

vektoriin kesim protokolii Tablo 3.2°da verilmistir.

Tablo 3.2. ARID3A klonlanmis geninin dogrulama protokolii.

Bilesen Miktar (ul)
Plasmid DNA 0,85 (1pg)
10X buffer 5.0

BamH1 1.0

Xbal 1,0
Niikleaz icermeyen distile su 42,15
Toplam 50,0*

*Hazirlanan karisim 37°C’de 30 dk inkiibe edilmistir ve sonrasinda kesilen bantlar jelde goriintiilenmistir.

Klonlanan genin ve bos vektoriin (pEF4/HisC, pozitif kontrol) aktarimi i¢in hiicreler
asagidaki protokole gore Lipofectamine™ 3000 Reagent (Katalog Numarasi: L3000008,
Invitrogen) ile ters aktarim yapilarak gerceklestirilmistir. Hiicreler 24, 48 ve 72 saat

boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir.

Bu asin1 ifade deneyi, yukarida bahsedilen plazmit kullanilarak sahsim ve Dr. Kaifee
Arman tarafindan yapilmistir. Bu deneyde kullanilan cDNA benim yiiksek lisans tezimde
kullanildigr gibi Dr. Arman’in doktora tezinde de kullanilmistir (124).Bu asir1 ifade

deney protokolii bu tezin ekler kisminda verilmistir. (Ek 2)

3.4. Susturulmus ve Asiri ifade Edilmis ARID3A Tasiyan U20S Hiicrelerinde RNA

izolasyonu

Osteosarkom hiicre hatlarindan RNA izolasyonu High Pure RNA Isolation (Roche,
Mannheim, Germany) kiti kullanilarak iiretici firmanin O6nerdigi protokole gore

yapilmistir. izolasyon asamalari su sekildedir:
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Elde edilen hiicre kiiltiirii RNA 6rnekleri, RNA miktar ve kalitesini belirlemek amaciyla
spektrofotometrik yontem ile dl¢iildii (Tablo 3.3). Kalite ve miktar tayini NanoDrop ND-
1000 Spectrophotometer cihazi kullanilarak yapildi.

Tablo 3.3. Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlari

No. Hiicre Soyu Adi 260/280 ng/uL
1 U-20S (siARID3A) 2.05 650,5
2 U-20S (Negatif kontrol) 2.03 411,4

3 U-20S (Transfekt Edilmemis)  2.02 416.6

4 U-20S (Ov-ARID3A) 2.01 432.3

5 U-20S (Pozitif kontrol) 2.02 352.1

6 U-20S (Transfekt Edilmemis) 2.01 414.2
3.5. cDNA Sentezi

Ede edilen RNA’ lardan Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit #K1652
(Thermo Scientific) kullanilarak cDNA sentezi yapilmistir (Tablo 3.4). Hiicre kiiltiirii
orneklerinden son konsantrasyonda 1 pg/ul RNA olacak sekilde RNA eklenerek cDNA

sentezi yapilmstir.

Tablo 3.4. cDNA sentezinde kullanilan bilesenlerin oranlari.

Bilesen Miktar

Random Hexamer Primer, (100 uM) 1ul

10 mM dNTP karisimi 1 ul

dH,O *

RNA *%
Toplam 15 pl

5X RT Tampon

(250 mM Tris-HCI (pH 8.3 at 25°C), 375 mM KCl,

15 mM MgCl2, 50 mM DTT) 4 ul
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Maxima H Minus Enzim karisimi 1l

Toplam karisim  20ul

* Tablo 3.3’teki RNA miktarlarina gore toplam karigimdaki RNA miktarlar1 1 pg/ul olacak sekilde her

ornek i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmustir.

** Toplam karigim 15 pl olacak sekilde RNA miktarlarina gore niikleaz icermeyen distile su eklenmistir.

Karigimlar1 hazirlanan 6rnekler Sensquest PCR cihazinda Tablo 3.5’de gosterildigi sekli

ile RT-PCR tepkimesi gerceklestirilmistir.

Tablo 3.5. cDNA sentezi tepkime kosullar.

Asama Sicaklik (°C) Zaman (dk)
Inkiibasyon 25 10

Enzim aktivasyonu 50 30

Enzim inaktivasyonu 85 5

Elde edilen tek sarmal cDNA o6rnekleri, 0,2 mI’lik PCR tiiplerine esit miktarlarda bolme

islemi yapildiktan sonra -80°C’de saklanmustir.

3.6. Primer Tasarmm

Gen ifade seviyelerini belirlemek i¢in ilgili genlerin bazi bolgelerine 6zgiil primerler
tasarlanmistir. RNA izolasyonu sirasinda olast DNA kirliligini 6nlemek ve sadece RNA
transkriptini ¢ogaltmak i¢in primerler ekzon-ekzon baglanti bolgelerine tasarlanmistir.
Referans gen olarak Gliseraldehit 3-faosfat dehidrogenaz (GAPDH) geni se¢ilmistir.
Primerler NCBI verl tabani kullanilarak tasarlanmistir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/). Tasarimi yapilan primerlerin ileri ve

geri dizilimleri, iiriin boyutu ve baglanma sicakliklar1 Tablo 3.6’da gdsterilmistir.

Tablo 3.6. Gen ifadesi analiz edilecek genlerin primer dizilimleri (F:Forward,

R:Reverse).

Primer Adi Primer dizilimi Uriin ~ boyutu Tm (°C)
(bg)

ARID3A-F CAACAAGAAGCTGTGGCGTG 259 60.3
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ARID3A-R TAGCTTGGGTGAGGAGAGCA

AKTI1-F CAAAGAAGTCAAAGGGGCTGC 188 60
AKTI1-R TGTACTCCCCTCGTTTGTGC

PTEN-F CTGCAGAAAGACTTGAAGGCG 395 60
PTEN-R GGGAATAGTTACTCCCTTTTTGTC

GAPDH-F AGACCACAGTCCATGCCATCAC 456 60.1
GAPDH-R GGTCCACCACCCTGTTGCTGT

U20S hiicre hattinda asir1 ifade edilmis ve susturulmus ARID3A, RT-PCR (semi-
kantitatif PCR) kullanilarak hesaplanmistir. RT-PCR i¢in tepkime kosullar1 Tablo 3.7’ de

verilmigtir.

Tablo 3.7. ARID3A’nin RT-PCR tepkime kosullari.

Sicaklik (°C) Zaman (dKk) Tekrar sayisi

[k Denaturasyon 95 03:00 1

Denaturasyon 95 00:30

Baglanma 60,3 00:30 35

Polimerizasyon 72 00:45

Uzama 72 10:00 1
+4 0

3.7. Sonuclarin Agaroz Jelde Goriintillenmesi

Elde edilen RT-PCR firtinler1 %2’lik agaroz jelde 140V’ da 45 dk yiiritilmistir.
Sonrasinda UV 15181 altinda Fusion V marka goriintiileme cihazinda goriintiiler alinmistir.

Uriin boyutlar1 agaroz jelde DNA belirtecleri eklenerek tespit edilmistir.

3.8. Real-Time PCR (qPCR) Analizleri

ARID3A’ nin U20S hiicre hattinda asir1 ifade edilmesi ve susturulmasinin ardindan bu
genin AKT1 ve PTEN genleri iizerindeki etkisi Real Time-PCR (qPCR) kullanilarak
analiz edilmistir. Bu deney ic¢in, Rotor Gene Q (QIAGEN) Real-Time PCR cihazi
kullanild1. qPCR deneyleri, AMPLIQON RealQ Plus 2x Master Mix Green (A323402)

kullanilarak iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda gerceklestirilmistir. Tablo 3.8’de
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qPCR analizi i¢in her bir tiipte bulunacak bilesenler ve miktarlar1 gosterilmistir. gPCR

tepkime kosullar1 ise Tablo 3.9’ da verilmistir.

Tablo 3.8. qPCR ig¢in tepkime bilesenleri ve miktarlari.

Bilesen Miktar (ul)
RealQ Plus 2x Master Mix 7.5

10 pM F primeri 0.5

10 pM R primeri 0.5

Niikleaz icermeyen distile su 5,5

cDNA (<500 ng) 1

Toplam 15

Tablo 3.6. qPCR i¢in tepkime kosullari.

Asama Sicaklik (°C) Zaman (dKk) Tekrar sayisi
ilk denatiirasyon 95 15:00 1
Denatiirasyon 95 00:15 40

Baglanma 60 00:30 40

Uzama 72 00:30 40

Melting Curve 55-99 Dakikada 1 derece artarak

3.9. istatistiksel Analizler

gRT-PCR yontemi ile elde edilen Ct degerleri kullanilarak istatistiksel analizler
yapilmistir. AKT1 ve PTEN genlerinin ifade seviyesini belirlemek i¢in referans gen
olarak GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) kullanilmistir. qRT-PCR
sonuglarma istatistiksel analiz (fold change degerlerini) belirlemek igin ise 222! formiilii

kullanilmistir (Sekil 3.1).

7-'_'1-_\Ct - .7-[Omek ACt(Gen-Referans) —-Kontrol ACt (Gen-Referans)]

Sekil 3.1. 224 formulii
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4. BULGULAR
4.1. ARID3A’nin Susturulmasi

ARID3A, AKT1 ve PTEN arasindaki olasi etkilesimin incelenmesi i¢in ARID3A
susturulmusg ve bunun Aktl ve PTEN {izerindeki etkisi analiz edilmistir. Transfeksiyon

sonras1t U20S morfolojisi her giin gdzlemlenmistir (biiylitme x4) (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. U20S hiicre hattinin siARID3A ile transfeksiyon sonrasi morfolojik yapisi
34




Susturulmadan sonra ARID3A’nin ifade seviyesi RT-PCR ve qPCR yontemleri ile analiz
edilmistir. U20S hiicre hatlarinin ARID3A siRNA’s1 ile transfeksiyonu sonrasi,
ARID3A gen ifade seviyesi analiz edilmis ve ARID3A siRNA ile transfekte edilmemis
normal hiicreler ile karsilastirilmistir. Transfekte edilen hiicrelerde ARID3A’nin ifade
seviyesinin azaldig1 goriilmiistiir. Ayn1 zamanda t testi ile bu degisimin istatistiksel olarak

24, 48 ve 72 saatlerde anlamli oldugu gosterilmistir (p< 0,0001) (Sekil 4.2).

24 saat 48 saat 72 saat
p value <0.0001 1ue < 0.0001 p value <0.0001
significant if <0.05 signfcantf <005 significant f <0.05
159 154 159
[
9101 8 10- 3 101
a B c e : b
£ ] W
) L _5 ¢| ’ % o
3 05 iy s B 2 i
o $D£0.045 i 505 $D£0.045 sl || 051 - i
R S $D=0087 P
o il ¢ &
00 e | I i i
\ A T v
2 N A
¢ 7 d Y
& & & ¢
ARID3A silencing ARID3A silencing ARID3A silencing

Sekil 4.2. U20S hiicre hattinda ARID3A’nin susturulmasinin qPCR ile gosterilmesi. Gen
ifadesi analizleri 24, 48 ve 72 saatler i¢in yapilmistir. (SD: Standard deviation) Note: Eger
iki 6rnek arasindaki p degeri <0,05 ise bir yildiz (*), eger <0.01 ise iki yildiz (**) ve eger
<0.001 ise ti¢ yildiz (***) ile gostermektedir.

RT-PCR yapilarak U20S hiicrelerinde ARID3A’nin  tamamen susturuldugu
gosterilmistir. Bu islem sonrasinda ImageJ programi kullanilarak bant yogunluklari

Olclilmiis ve susturmanin yapildigi hiicre hatlarinda ARID3A’nin ¢ogalmadigi

goriilmistiir (Sekil 4.3).
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PCR gel with densiometry by Image)

¢ Results
File Edt Font Results

\Area |IntDen |RawintDen
1 1044485 40258925 44403
2 1044 485 122101421 134670
3 1044485 100770.166 111143
4

1044 485 114333.968 126103

Marker: 100 bp DNA Ladder (N3231S, NEB)
1: siARID3A

2: Negatif kontrol siRNA

3: Transfeksiyon reagent

4: Normal

Sekil 4.3. U208 hiicre hattinda ARID3A’nin susturulmasinin RT-PCR ile gosterilmesi.
Transfeksiyondan 24 saat sonra jel elektroforezi ve Imagel programi kullanilarak gen

ifade analizi yapilmistir.

4.1.1. ARID3A’nin Susturulmasimin AKT1 Uzerine Etkileri

ARID3A’nin susturulmasinin AKT1 gen ifadesi iizerine etkisi qPCR kullanilarak analiz
edilmistir ve hi¢bir uygulama yapilmayan normal hiicreler ile karsilastirilmistir.
ARID3A’nin susturulmasi sonucu U20S hiicre hatlarinda AKT1 gen ifade seviyesinin
azaldig1 bulunmustur. Ayrica, t-testi bu sonuclarin istatistiksel olarak 24 (p< 0,0002), 48
(p<0,0002) ve 72 (p< 0,0001) saatler i¢in anlaml1 oldugunu gostermistir (Sekil 4.4).
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p value <0.0002 p value <0.0002 p value <0.0001
significant f <0.05 significant if <0.05 significant if <0.05
15 1.5 15
° Q Q
219 o 2 101 3 10;
F - i :
B SD = 0.02 o r C .
3 - 3 3
12 0.5 12 12 0.51
09—k . 0 : 004 .
& } & y & y
§ & ¥ & ? &
Effect on AKT after silencing ARIDIA Effect on AKT1 after silencing ARIDIA Effecton AKT after silencing ARIDJA
M saat 48 saat N saat

Sekil 4.4. ARID3A’nin susturulmasi sonrasinda AKTI1 ifadesindeki degisimin
gosterilmesi. Kat degisim degerleri istatistiksel olarak (t-test kullanilarak) anlamli
(significant) bulunmustur. Note: Eger iki 6rnek arasindaki p degeri <0,05 ise bir yildiz
(*), eger <0.01 ise iki yildiz (**) ve eger <0.001 ise ii¢ yildiz (**%*) ile gostermektedir.
(SD: Standard deviation).

4.1.2. ARID3A’nin Susturulmasimin PTEN Uzerine Etkileri

ARID3A’nin susturulmasinin PTEN gen ifadesi tizerine etkileri gPCR yontemi ile analiz
edilmistir ve siRNA ile susturulmayan normal hiicrelerle karsilagtirilmistir. ARID3A’nin
susturulmas1 PTEN’in ifade seviyesi lizerinde anlamli bir etkisi olmadig1 gosterilmistir.
Yapilan t-testi analizi ile p degerlerinin anlamli olmadig1 bulunmustur. 24, 48 ve 72

saatler i¢in p degerleri sirasiyla 0,2254, 0,4226 ve 0,2697 dir (Sekil 4.5).
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pvalue <0.2254 p value < 04226 p value < 0.2687

significant if <0.05 significant if <0.05 significant if <0.05
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Sekil 4.5. ARID3A’nmin susturulmasi sonrasinda PTEN ifadesindeki degisimin
gosterilmesi. PTEN ifade seviyesinin anlamli olarak etkilenmedigi gosterilmistir. t —testi
degerleri 24, 48 ve 72 saatler i¢in istatistiksel olarak anlamli degildir. (SD: Standard

deviation).

4.1.3. siARID3A nin Ozgiilliigiiniin ve Transfeksiyon Kimyasalmin Toksisitesinin

Kontrol Edilmesi

siARID3A’nin 6zgiilliigiinii kontrol etmek icin negatif kontrol siRNA ve transfeksiyon
kimyasalinin hiicrelerdeki gen ifadesi {iizerindeki toksisitesini kontrol etmek igin
hiicrelere yalnizca transfeksiyon kimyasali verilmistir. Nitekim bunlardan elde edilen
sonuglar hi¢gbir uygulama yapilmayan hiicrelerden elde edilen sonuglarla ayni1 olmalidir.
Bu sekilde siRNA’ nin  oOzgilligi ve transfeksiyon ajaninin  toksisitesi
degerlendirilmektedir. ARID3A, AKT1 ve PTEN’in gen ifade seviyeleri negatif kontrol
siRNA ve transfeksiyon kimyasali ile muamelesi sonrasi sonuglar hi¢bir uygulama
yapilmayan yani normal hiicrelere benzer bulunmustur. Ayn1 zamanda 24 (0,342), 48
(0,368) ve 72 (0,421) saatlerde t-testi, p degerlerinin istatistiksel olarak anlamli
bulunamamistir. Bu da gozlemlenen sonuglarin siARID3A’ya 6zgiil oldugunu ve

transfeksiyon kimyasalinin toksik olmadigin1 géstermektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. ARID3A, AKT1 ve PTEN’in negatif kontrol siRNA ve transfeksiyon ajant
muamelesi sonrasinda goreceli ifade seviyeleri. (Standard deviation (SD); 1: SD £ 0.02,
2: SD +£0.01, 3: SD £ 0.01, 4: SD + 0.03, 5: SD £ 0.035, 6: SD +0.025, 7: SD +0.02, 8:
SD +0.03,9: SD £ 0.04, 10: SD £0.03, 11: SD + 0.035, 12: SD + 0.03, 13: SD + 0.035,
14: SD £ 0.025, 15: SD £0.04, 16: SD +0.043, 17: SD +0.04, 18: SD £ 0.035)

4.2. ARID3A’nin Asin ifade Edilmesi

Klonlanmis ARID3A geni (pEF_xpress ARID3A), BamH]1 ve Xbal kesim enzimleri ile
dogrulanmistir. Kesilim sonrasinda, klonlanmis ARID3A geni 1809 bp ve vektoriin 5,8
kb uzunlugunda oldugu bulunmustur (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Klonlanmis ARID3A geninin kesim enzimleri kullanilarak dogrulanmasi. 1:
ThermoScientific GeneRuler 1 kb DNA belirte¢, 2: vektor uzunlugu 5,8 kb, eklenti
(ARID3A geni) uzunlugu 1809 bp.

Klonlanmis ARID3A geninin dogrulanmasinin ardindan, U20S hiicrelerine ifade
seviyesini arttirmak ic¢in transfekte edilmistir ve AKTI1 ifadesi tizerine etkileri
gozlemlenmistir.  Transfeksiyondan sonra  U20S  hiicrelerinin  morfolojileri

gbzlemlenmistir ve giinliik degisimlere dikkat edilmistir (biiyiitme x4) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. pEF_xpress_ARID3A, pozitif kontrol pEF4-HisC ve normal (transfekte

edilmemis) U20S hiicrelerinin morfoloji ve yogunluklarinin gosterilmesi.

ARID3A’ni asir1 ifade edilmesi hem RT-PCR hem de qPCR yontemleri kullanilarak
analiz edilmistir. Pozitif kontrol olarak bos vektor pEF4-HisC kullanilmistir. ARID3A
icin pEF_xpress_ARID3A ile transfeksiyonundan sonra, ARID3A geninin ifade seviyesi

41



transfekte edilmeyen (normal) hiicreler ile belirli zaman araliklarinda kiyaslanmistir. Bu
duruma gore ARID3A geninin ifade seviyesinin arttigi bulunmustur. Ayni zamanda
sonuglarin 24, 48 ve 72 saatleri i¢in istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir. (p<
0,0001) (Sekil 4.9). Pozitif kontrol pEF4-HisC’deki katli degisim orani transfekte
edilmemis (normal) hiicrelerde neredeyse esit bulunmustur ve bdylelikle

pEF _xpress ARID3A’nin 6zgiil sonuglar verdigi gosterilmistir (Sekil 4.9).

24 saat 48 saat 72 saat
p value < 0.0001 p value < 0.0001 p value < 0.0001
significant if <0.05 significant if <0.05 significant if <0.05
3000+ 2000+ 600+
o 16004
o
o 20001 € o 40
g 5 1000 g
s 3 2
o
v 10004 et 5004 E 2°£
K - )
w — w ]

#9 (?& ‘\°§ & ¥ S 000 ¥
S & N
& ) ¢
Q <Q
ARID3A overexpression ARID3A overexpression ARID3A overexpression

Sekil 4.9. qPCR kullanilarak U20S hiicrelerinde ARID3A geninin ifade seviyesinin
gosterilmesi. qPCR kullanilarak U20S hiicrelerinde ARID3A geninin ifade seviyesinin
arttig1 goriilmiistiir. Pozitif kontrol ifade seviyesi analizi klonlanmig ARID3A’nin 6zgil
oldugunu gostermektedir. Analizler 24, 48 ve 72 saatler i¢in yapilmistir. p degeri

istatistiksel olarak anlamlidir.

RT-PCR kullanilarak ARID3A’nin ifade seviyesindeki artis gosterilmistir. Imagel
programi bantlarin parlakliklarini veya yogunluklarini 6lgmek ic¢in kullanilmistir ve
normal ve pozitif kontrole gore daha parlak ve kalin bir bant oldugunu gostermistir (Sekil

4.10).
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PCR gel with densiometry by ImageJ

¢ Results

File Edit Font Resuits

Area IntDen RawintDen
1 1893.130 235104.396 259305

2 1893.130 106146.727 117073

3 1893.130 148244 381 163504

Marker: 100 bp DNA Ladder (N3231S, NEB)
1: ARID3A

2: Pozitif kontrol

3: Normal

Sekil 4.10. RT-PCR kullanilarak ARID3A’nin ifade seviyesindeki degisimin
gosterilmesi. RT-PCR kullanilarak ARID3A’nin ifade seviyesindeki artis gdsterilmistir
(24 saat transfeksiyon sonrasi). pEF4-HisC pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Gen

ifadesi analizi agaroz jel ile ve dansiometri analizi ImageJ programu ile yapilmistir.

4.2.1. ARID3A’nin Asir1 ifadesinin AKT1 Uzerine Etkileri

ARID3A’nin agir1 ifadesinin gosterilmesinin ardindan bu sonuglarin AKT1 ifade seviyesi
tizerine etkisi analiz edilmistir. AKT1’in ifade seviyesinin analizi i¢cin, qPCR yOntemleri
kullanilarak belirli zaman araliklarinda transfekte edilmemis (normal) U20S
hiicrelerindeki ifade ile kiyaslanmistir. ARID3A’nin asir1 ifade sonucunun AKTT1 ifade
seviyesini arttirdigl bulunmustur. ARID3A’nin asir1 ifadelendirilmesinin AKT1’in ifade
seviyesi tizerinde anlamli bir etkisi oldugu gosterilmistir. Ayrica, t-testi bu sonuglarin
istatistiksel olarak 24 (p< 0,0001), 48 (p< 0,0001) ve 72 (p< 0,0001) saatler i¢cin anlaml
oldugunu gostermistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. qPCR yontemi kullanilarak ARID3A’nin asir1 ifadelendirilmesinin AKT1
ifade seviyesinin katli degisim oranlarinin gosterilmesi. AKT1 ifade seviyesinin anlaml
olarak etkilendigi gosterilmistir. Analizler 24, 48 ve 72 saatler icin yapilmistir. p degeri
istatistiksel olarak anlamlidir. Note: Eger iki 6rnek arasindaki p degeri <0,05 ise bir yildiz
(*), eger <0.01 ise iki yildiz (**) ve eger <0.001 ise li¢ yildiz (***) ile gostermektedir.
(SD: Standard deviation).

4.2.2. ARID3A’nin Asir1 ifadesinin PTEN Uzerine Etkileri

ARID3A’nin agir1 ifadesinin gosterilmesinin ardindan bu sonuglarin PTEN ifade seviyesi
tizerine etkisi analiz edilmistir. PTEN’in gen ifadesi analizi qPCR yontemleri kullanilarak
yapilmistir ve transfekte edilmeyen normal hiicrelerle kiyaslanmigtir. ARID3A’nin agir1
ifadesinin PTEN ifade seviyesi lizerine anlamli bir etkisi olmadig1 gosterilmistir. t-testi,
p degerlerinin anlamli olmadigin1 gostermektedir. 24, 48 ve 72 saatler i¢in p degerleri

strastyla 0,3150, 0,2963 ve 0,1250°tir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. qPCR yontemi kullanilarak ARID3A’nin asir1 ifadelendirilmesi PTEN ifade

seviyesinin katli degisim oranlarinin gosterilmesi. PTEN ifade seviyesinin anlamli olarak

etkilenmedigi gosterilmistir. t—testi degerleri 24, 48 ve 72 saatler i¢in istatistiksel olarak

anlamli degildir. (SD: Standard deviation).
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5. TARTISMA ve SONUC

Osteosarkom ¢ocukluk cag1 ve ergenlik doneminde en sik goriilen primer kotii huylu
kemik timoridiir. Amerika Kanser Toplulugu istatistik verilerine gore yerlesmis
osteosarkomlu hastalarda 5 yi1l hayatta kalma oran1 modern tedavilerin ardindan %60-80
arasindadir. Bununla birlikte metastaz yapan hastalarin hayatta kalma orani sadece 15%-
30% arasindadir (http://www.cancer.org/cancer/osteosarcoma). Lokal tiimor bityiimesini
inhibe etmek i¢in ve tiimor hiicrelerinin akcigere yayilimini inhibe etmek igin ve
hastalarin hayatta kalma oranini artirmak icin etkili tedavi stratejilerine acilen ihtiyag
duyulmaktadir. Timor gelisimi ve metastazinda yer alan molekiiller ve onlarin uyari
mekanizmalar1 yeni ve etkili terapotik uygulamalarin gelistirilmesi i¢in anahtar role

sahiptir.

ARID3 ailesi iiyelerinden olan ARID3A proteini en ¢ok Blenfositlerde ve testislerde
ifadelenir. ARID3A'nin "AATTAA" baglayici bir ortak dizisi vardir (1). Primer murin
fibroblastlarinda Ras tarafindan uyarilan erken yaslanmayi 6nledigi bir ¢calismayla 6ne
stiriilen ARID3A, p53 ve DNA hasari ile transkripsiyonel olarak etkinlesir (2,6). P53 ile
ARID3A bazi durumlarda korele ¢alistigi yapilan calismalarla desteklenmistir. p53
baglanma bolgesinin ARID3A geninin ikinci intronunda bulunmasi p53 ile ARID3A’ nin
bazi durumlarda birlikte islev gordiigiinii desteklemekte olup yapilan ¢aligmalara gore
ARID3A p53 hedef geni olan p21° in transkripsiyonel aktivasyonunda yardimci role

sahip olmustur.

E2F hedef gen ifadesinde ©nemli bir role sahip olan ARID3A, E2F- bagimh
transkripsiyonu aktiflestirir (2). ARID3A'min siRNA aracilig1 ile susturulmasi ile E2F1,
pl07, CDC2 ve CDC6 gibi E2F hedef genlerinin transkripsiyonu da baskilanmistir.
ARID3A hiicre farklilagsmasini inhibe ettigi ve proliferasyonu tesvik ettigi yonde bazi
caligmalar yapilmistir ve bu ARID3A’ nin timdér tesvik edici yani onkogenik roliinii

ortaya koymustur (5).

Bununla birlikte ARID3A susturulmasinin gelisimsel plastisiteyi tesvik ettigi
bildirilmistir. B hiicreli akut lenfoblastik losemide miR-125b ile ARID3A’ nin
baskilanmasi hiicre farklilagmasini ve apoptozu inhibe etmis ve hiicre cogalmasini tesvik
etmistir. Simdiye kadar, ARID3A'nin bir onkogen olarak m1 yoksa tiimdr baskilayict

olarak mu islev gosterdigi halen tartismaya acik bir konudur.
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Bir proto-onkogen olan serin/treonin kinaz Akt metabolizma, biiylime, ¢ogalma, hayatta
kalma, transkripsiyon ve protein sentezini iceren cesitli hiicresel fonksiyonlarin
diizenlenmeside kritik role sahip oldugundan dolay1 biiyiik bir ilgi odagi olmustur. Akt
hiicre biiyiimesini TSC1/TSC2 kompleksi ve mTORC yolagi lizerindeki etkileri yoluyla
diizenlemektedir. Akt CDK inhibitorleri p21 ve p27 nin fosforilasyonuyla hiicre

¢ogalmasina katkida bulunur.

Ek olarak, timor baskilayicit fosfataz ve tensin homolog (PTEN) fosforilasyonunu
onleyerek Akt aktivitesini inhibe eder. Bu sebeple PTEN kayb1 tiimor biiyliimesini ve
metastaza yayilimin kolaylagtirmaktadir. PTEN tiimor hiicre proliferasyonunu, hiicre
gbcli ve invazyonu inhibe ederken tiimér hiicrelerinin apoptozunu artirmaktadir (120).
Heniiz yapilan bir ¢alismada PTEN’ in sadece tiimor hiicrelerini hedeflemedigi ayni
zamanda osteosarkomagenez sirasinda tehlikeli dongiiniin kesilmesine yol acan

osteoklast aracili kemik yikimini engelledigi gosterilmistir (120).

ARID3A hem Rb/E2F1 hem de p53 tiimor baskilayici yolaklar arasinda fonksiyonel bir
baglayicidir (2. 5-7). Bu gozlemler ARID3A, Aktl ve PTEN’ in farkli kanserlerde 6nemli
rollere sahip olduklar1 bazi yaygin yolaklar oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla bu
tezde osteosarkomda ARID3A’ nin Aktl ve PTEN ile bir etkilesim ve fonksiyonel bir
bag kurabilecegi hipotezini kurduk. ARID3A, Aktl ve PTEN arasindaki olas1 etkilesim
rollerini agiklamak icin osteosarkom hiicre hattinda (U20S) ARID3A’ nin susturulmasi
ve asir1 ifadelendirilmesi deneylerine yer verildi. Sonug olarak ARID3A’ nin Aktl ve
PTEN iizerine etkileri analiz edildi. sirNA ile susutrulmasi hedeflenen ARID3A hig¢bir
uygulama yapilmayan normal hiicrelerle kiyaslandiginda ifadelenmesinin azaldig: tespit
edilmistir. Ayricat testi kullanilarak 24, 48 ve 72 saatlerde anlamli bir degisim s6z konusu

oldugu dogrulanmistir. (p< 0,0001).

siRNA ile ARID3A’ nin susuturulmasi sirasinda AKT1 geninin ifadellenme diizeyi analiz
edildiginde 0.6 kat azalma gozlenmistir. Karsilastirilmis t-testi analizi kullanilarak 24 (p<
0,0002) , 48 (p< 0,0002) ve 72 (p< 0,0001) saatler icin istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Ayrica, ARID3A’nin susturulmas: PTEN’in ifade seviyesi lizerinde anlaml
bir etkisi olmadig1 gosterilmistir. 24 (0,224), 48 (0,4226) ve 72 (0,2697) saatlerde t-testi,
p degerlerinin istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir. Negatif kontrol siRNA ve

sadece transfeksiyon ajani verilen ve ayrica higbir uygulama yapilmayan hiicrelerde

47



ARID3A, AKT1 ve PTEN gen ifade seviyelerinin benzer oldugu bulunmustur.
Dolayistyla burdan siRNA’ nin ARID3A’ ya 6zgiil oldugu ve transfeksiyon ajaninin
hiicrede herhangi bir toksisite olusturmadigini sonucuna ulagilmaktadir. Transfeksiyon
kimyasalinin toksik oldugu hiicrelerde gen ifadesinin etkilendigi ve hedef dis1 etkilerin
arttigi bulunmustur (121, 122). Bu nedenle hiicreler, hiicre ve gen ifadesi tizerindeki

toksik etkilerini belirlemek i¢in yalnizca transfeksiyon kimyasali ile muamele edilmistir.

ARID3A agir1 ifadelendirilmesi i¢in pEF_xpress_ARID3A ile transfeksiyondan sonra,
hicbir uygulama yapilmayan hiicrelerle karsilastirildiginda ARID3A geninin ifade
seviyesinin arttigi bulunmustur. Ayni zamanda, 24, 48 ve 72 saatleri i¢in istatistiksel
olarak anlamlidir (p< 0,0001). ARID3A’nin asir1 ifadelendirilmesinin dogrulanmasi
izerine bu hiicrelerde AKT1 gen ifade seviyesine bakildiginda; AKT1 ifade seviyesinin
2 kat arttirdigi bulunmustur. ARID3A’nin asir1 ifadelendirilmesinin AKT1’in ifade
seviyesi iizerinde anlamli bir etkisi oldugu gosterilmistir. Ayrica, t-testi bu sonuglarin
istatistiksel olarak 24 (p< 0,0001) , 48 (p< 0,0001) ve 72 (p< 0,0001) saatler i¢in anlaml1
oldugunu gostermistir. Ayni durum PTEN geni i¢in degerlendirildiginde ise. ARID3A
asir1 ifadelendirilmesinin PTEN’in ifadelenme diizeyinde anlamli bir etkisi olmadigi
gosterilmistir. t-testi, p degerlerinin anlamli olmadigin1 gostermektedir. 24, 48 ve 72

saatler i¢in p degerleri sirastyla 0,3150, 0,2963 ve 0,1250°dir.

Osteosarkomda ARID3 A’ nin susturulmasi ve asir1 ifadelendirilmesi Aktl ifadelenmesini
sirastyla azaltmis ve artirmigtir. Bununla birlikte ARID3A’ nin susturulmasi ve asiri
ifadelendirilmesi PTEN iizerinde herhangi bir etki olusturmamaistir. Elde edilen sonuclar
acik bir sekilde osteosarkomda ARID3A’ nin Aktl” i1 dogrudan diizenledigini
gostermektedir. Sonu¢ olarak, ARID3A’ nin osteosarkomda Aktl’ in onkogenik
aktivitesini diizenleyici bir role sahip oldugu soOylenebilir. Bu calisma ARID3A
araciligiyla Aktl’ in hedeflenerek osteosarkom tedavisinde kullanilabilecegi fikrini
dogurmustur. Bu sebeple Aktl ifadelenmesini dogrudan kontrol eden ARID3A,
osteosarkomda terapdtik bir ajan olarak kullanilma yoniinde umut vaad etmektedir.
Bununla beraber ARID3A’ nin Aktl’ i kontrol ettigi temel mekanizma hala tam olarak
bilinmemektedir ve ileriki ¢alismalarda ortaya ¢ikarilmasi ile ilgili yogun ¢aligmalarin

yapilmasini timit etmekteyiz.
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7. EKLER

7.1. EK 1: Lipofectamine RNAiIMAX protokolii

6.

Hiicreler 1 x 106 yogunlugunda 6 kuyucuklu kaplara ekilmistir. Hedef gen,
negatif kontrol, transfeksiyon ajaninin toksik etkisini analiz etmek i¢in sadece

transfeksiyon ajani ve bos kontrol olmak tizere 4 kuyucuk kullanilmistir.

1,5 mI’lik ependorf tiipte 150 pl Opti-MEM® Medium ve 9 ul Lipofectamine®
RNAiIMAX Reagent hazilanir ve iyice karistirilir.

1,5 mI’lik ependorf tiipte 150 pul Opti-MEM® Medium ve 3 pul ilgili siRNA (10

puM) hazilanir ve iyice karistirilir.

Hazirlanan siRNA ve Lipofectamine® RNAiMAX Reagent 1:1 oraninda
karigtirtlir. Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilir.

siRNA-lipid karmagimi ilgili hiicreye damla damla akitilir. 6 kuyucuklu kap ‘8’

cizecek sekilde gilizelce karistirlir.

37°C’de 1-3 giin inkiibe edilir. Sonra aktarim yapilan hiicreler analiz edilir.

Not: Transfeksiyon ajaninin toksisitesini belirlemek icin 1,5 ml’lik tiipte 9 pul

Lipofectamine ajan1 ve 150 pl Opti-MEM® Medium karistirildi. Oda sicakliginda

5 dk bekletildi ve hiicrelere damla damla verildi.
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7.2. Ek 2: Lipofectamine™ 3000 Reagent Protokol

1. 6 kuyucuklu kaplara, her kuyuya 1 x 106 hiicre olacak sekilde ekim yapilir.
Bunlardan birisi hedef gen, birisi pozitif kontrol ve birisi de bos kontrol olarak {i¢

kuyucuk kullanilir.

2. 1,5 mI’lik ependorf tiip igerisinde 125 pl Opti-MEM® Medium ve DNA (2,5
ng/ul) eklenmistir. Sonrasinda, 5 uLL P3000™ Reagent (2 pL/pg DNA) eklenip

tyice karigtirilir.

3. 1,5 ml’lik ependorf tiip igerisinde 125 pl Opti-MEM® Medium ve 3.75 ul

Lipofectamine™ 3000 Reagent eklenmistir ve iyice karistirilir.

4. Hazirlanan DNA ve Lipofectamine™ 3000 Reagent karigimlari 1:1 oraninda

eklenerek iyice karistirilir.
S. Karisim 10-15 dk oda sicakliginda inkiibe edilir.
6. Mgili hiicre iizerine damla damla hazirlanan karisim eklenlir.
7. 6 kuyucuklu kap ‘8’ ¢izecek sekilde giizelce karistirlir.

8. 37°C’de 1-3 giin inkiibe edilir. Sonra aktarim yapilan hiicreler analiz edilir.
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7.3. Ek 3: High Pure RNA Isolation Protokol

1.

10.

Istenen yogunluga ulasmus hiicreler tripsin ile kaldirilarak tripsinin etkisini

durdurmak i¢in FCS iceren DMEM eklenir.

Hiicreler 3500 rpm’de 5 dk gevrilir. Siipernatan uzaklastirilir ve pellet 200 ul PBS

ile siispanse edilir.

Elde edilen karisim iizerine 400 pl parcalama tamponu eklenerek 15 sn

vortekslenir.
Tim karigim filtreli tiiplere aktarilir, 9200 rpm’de 30 sn gevrilir. Alt kisim atilir.

Filtreli tiiplere 100 pl (10 pl DNAz ve 90 pl DNAz inkiibasyon tamponu) DNAz
karisimi eklenerek 45 dakika oda sicakliginda beklenir.

500 pl yikama tamponu I eklenip 30 saniye 9200 rpm’de ¢evrilir. Alt kisim atilir.

500 pl yikama tamponu II eklenip 30 saniye 9200 rpm’de cevrilir. Alttaki tiip

yenisi ile degistirilir.

200 pl yikama tamponu II eklenip 2 dk 11800 rpm’de ¢evrilir. Alttaki tiip atilir ve

yeni bir tiip yerlestirilir.

50 pl eliisyon tamponu eklenir ve 1 dk oda sicakliginda beklenir. 9200 rpm’de 1
dk cevrilir. Filtreli tiip atilir.

RNA miktar1 spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir ve RNA’lar ¢caligma siirecine kadar

-80 °C’de saklanir. and Therapy. 2014;7:315-324.
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