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OzZET

Kiigiik Hiicre Disi Akciger Kanserlerinde Transkripsiyon Faktorii NFkB-aracili Otofaji
Diizenlenme Mekanizmalarinin Aydinlatiimasi

Ozge ALVUR
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Adustos 2020, 111 Sayfa

Otofaji, tum Okaryotlarda yuksek oranda korunmus hucre i¢i degradasyon ve geri
donusum prosesidir. Otofaji mekanizmasinda meydana gelen aksakliklar kanser de dahil
bircok hastaligin progresyonunda yer alir. Otofaji, kanserin dogasina bagli olarak timor
baskilayici bir mekanizma olarak davranabildigi gibi onkogenik bir mekanizma olarak da
davranabilir. Otofaji mekanizmasinin dizenlenmesinde birgok hlicre igi molekil, selller
proses ve yolaklar rol oynayabilir. Bu yolaklardan biri de NFkB yolagidir. Bir transkripsiyon
faktori olan NFkB, 6nemli hicresel proseslerde rol oynayan cok fazla sayida genin
ekspresyonunu regule eder. NFxB’nin otofajiyi indikleyici ya da otofajiyi inhibe edici olarak
davrandigi bilinmektedir. Kullanimda olan bir¢ok anti-kanser terapisinin hem otofajiyi hem
de NFxB yolagini etkiledigi bilinmektedir. NFkB yolag! ve otofaji arasindaki fonksiyonel
iliskiyi aydinlatmak kombine terapiler kullanilarak kanser tedavilerinin etkinliginin
arttirlmasina ve yeni stratejiler gelistiriimesine katki saglayabilecektir. Ancak literatlrde,
Kuiguk Hucre Digi Akciger Kanserlerinde (KHDAK) NF«kB yolaginin otofajiyi nasil diizenledigi
ve bu duzenlemenin ayrintili mekanizmasina iligkin bilgi bulunmamaktadir. Bu nedenle tez
calismamizda Kuiguk Hicre Digi Akciger Kanserlerinde NFxB’nin otofaji mekanizmasi
Uzerindeki olasi regule edici etkisini ve NFxB-aracili otofaji regllasyonunda rol oynayan
olas! genleri saptamayi amagladik. Oncelikle KHDAK hiicre hattinda NF«kB baskilanan ve
overeksprese edilen gruplar olusturduk ve bu gruplarda otofajiyi indukledigimiz ve
indiklemedigimiz alt gruplar olusturduk. Bu 6rnek gruplarinda otofaji diizeylerini western
blot analizi ile belirledik. Bunun sonucunda Kuglk Hicre Digi Akciger Kanserinde NFkB’nin
otofajiyi pozitif regile ettigini ortaya koyduk. Sonrasinda bu érnek gruplarinda RNA sekans
analizi ile gruplar arasinda farkli ekspresyon profili sergileyen genleri saptadik. NFxB
overeksprese edilen otofaji indUkli gruplarda ekspresyonu artarken NFxB baskilandiginda
ekspresyonu dusus gosteren genleri NFkB-aracili otofaji reglilasyonunda rol oynayan aday
genler olarak belirledik. RNA sekanslama sonuglarini qRT-PCR analizi ile teyit ederek
NF«xB-aracili pozitif otofaji regulasyonunda rol oynayan genleri saptadik. Calismamizin
‘NFkB Kuiguk Hicre Disi Akciger Kanserlerinde otofajiyi nasil regile eder ve bu
regllasyonda rol oynayan genler nelerdir?’ sorusuna cevap bulabilmek adina literattre katki
sunacagini distinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Otofaji, NFkB, KHDAK, LC3B, RelA

Bu galigma, Ogretim Uyesi Yetigtirme Programi ve PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri
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ABSTRACT

Elucidation of Transcription Factor NFkB-mediated Autophagy Regulation
Mechanisms in Non-Small Cell Lung Cancer

ALVUR, Ozge
PhD Thesis in Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. Hakan AKCA (PhD)

August 2020, 111 Pages

Autophagy, is an intracellular degradation and recycling process which has been
highly conserved in eukaryotes. Dysfunctions in autophagy process take place in
progression of various diseases including cancer. Depend on nature of cancer, autophagy
may behave as an oncogenic mechanism as well as a tumor suppressor mechanism. Many
intracellular molecules, cellular processes and pathways may play role in regulation of
autophagy mechanism. One of them is NFkB pathway. NFxB, a transcription factor,
regulates the expression of a large number of genes involved in important cellular
processes. It is known that NFkB behaves an autophagy inducer or inhibitor. Many anti-
cancer therapies in use effect both autophagy and NF«xB pathway. llluminating the functional
relationship between the NFkB pathway and autophagy can contribute to increase of the
effectiveness of cancer treatments by using combined therapies and to development of new
strategies. However in the literature, there is no information about how NF«xB pathway
regulates autophagy in Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC) and detailed mechanism of
this regulation. Therefore, in our thesis, we aimed to determine the possible regulatory effect
of NFkB on autophagy mechanism and possible genes involved in NFkB-mediated
autophagy regulation in NSCLC. Firstly, we constitued NFxB-suppressed and -
overexpressed groups in NSCLC cells and subgroups which we induced and not induced
autophagy. We determined autophagy levels in these groups by western blotting. As result,
we revealed that NFkB positively regulates autophagy in NSCLC. After that, in these groups,
we detected genes that display different expression profiles between the groups by RNA
sequence analysis. We determined the genes that showed decreased expression when
NFxB was suppressed while their expressions increased in NFxB overexpressed
autophagy-induced groups as candidate genes which play role in NFxB-mediated
autophagy regulation. We detected genes which play role in NFkB-mediated positive
autophagy regulation by confirming RNA sequencing results by gRT-PCR. We think that our
study will contribute to the literature in order to find the answer to the question of "How does
NFkB regulate autophagy in NSCLC and what are the genes involved in this regulation?"

Keywords: Autophagy, NFkB, NSCLC, LC3B, RelA

This study was supported by Faculty Member Training Program and Pamukkale
University Scientific Research Projects Coordination Unit (Project numbers:
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1. GIRIS

Akciger kanseri Dunya genelinde en yuksek yayginliga sahip olan kanser tirudur ve
baslica iki gruba ayrilir: Kiguk Hucreli Akciger Kanseri (KHAK) ve Kiguk Hucre Digl Akciger
Kanseri (KHDAK). Bu iki tip kanserin buyume hizlari, yayihmlari ve tedavileri farkhdir. Kiguk
Hucre Digi Akciger Kanseri (KHDAK), Kuguk Hucreli Akciger Kanserinin disindaki tum
epitelyal akciger kanserlerini kapsar. Amerikan Kanser Toplulugu’nun 2017 yil
verilerine gore akciger kanserlerinin %80-85’i KHDAK alt tirtne dahildir (WEB_1).

Otofaji, hucre i¢ci makro molekillerin ve organellerin bir kesecik igine alinarak
lizozomlara yoénlendirilmesi ve lizozomla birleserek burada par¢galanmasina yol agan bir
mekanizmadir (Oz Arslan vd 2011). Yapilan ilk c¢alismalarda otofajinin, besin
yoklugunda hucre igi molekdullerin geri donusimunu saglayarak hicrenin stres ortamina
uyum saglamasina yardim ettigi boylelikle hlcre i¢i homeostazin korunmasinda etkili
bir hiicresel proses oldugu gosterilmistir (Ohsumi 2001, Shintani ve Klionsky 2004). Son
on yilda yapilan ¢galismalar ise otofajinin; metabolizmanin dizenlenmesi, morfogenezis,
hicre farklilasmasi, yaslanma, hicre 6limu ve hicre igi patojenlerin yikimi gibi hiicresel
olaylarda da etkili bir rol oynadigini ortaya koymustur (Shintani ve Klionsky 2004,
Mizushima vd 2008). Ayrica otofaji; oksidatif stres, hipoksi, endoplazmik retikulum
stresi, hormonal dengesizlik, patojen-iliskili molekiler paternler, DNA hasari ve anti-
kanser terapileri gibi stres kosullarina yanit olarak da induklenebilir. Stres kosullari
altinda ¢ogunlukla hiicreyi koruma ydnunde cgalisan otofaji, bazi kosullarda da hticre
olum programlarini tetikleyebilir (Trocoli ve Djavaher-Mergny 2011). Arastirmalar,
otofaji mekanizmasindaki anormalliklerin; kanser, inflamatuar patolojiler ve
norodejeneratif hastaliklar gibi 6nemli saglik sorunlarinin da gelisim ve progresyonunda
rol oynadigini géstermektedir (Yang ve Klionsky 2010).

Otofaji ve kanser arasinda timdrin dogasina, evresine ve kosullarina bagh olan
karmasik bir iligki vardir. Otofaji, tumoér baskilayici bir mekanizma olarak fonksiyon
gosterebildigi gibi timorl destekleyici olarak da davranabilir. Bu iligskinin aydinlatiimasi

icin cok sayida genetik calisma yapilmistir ve bunlarin sonucunda calisilan gesitli



kanser tirlerinde otofaji-iligkili genlerde mutasyonlar saptanmistir. Yapilan galismalar
otofajinin, inflamasyonu, hilicre proliferasyonunu ve hiicresel hasar birikimini inhibe
ederek timor gelisimini sinirlandirdigini ancak diger taraftan cevresel degisimlere ve
anti-kanser uygulamalara maruz kalan belirli timorlerin gelisimini destekledigini
gostermektedir (Botti vd 2006, Levine 2007, Morselli vd 2009).

Transkripsiyon faktori olan NF«kB ailesi; hicre proliferasyonunda, sagkaliminda,
gelisiminde ve yaslanmasinda rol oynayan gesitli genlerin ekspresyonunu regile eder.
Ayrica bu transkripsiyon faktorleri inflamasyonun, dogal ve adaptif immun yanitin
duzenlenmesinde de 6nemli role sahiptir (Bonizzi ve Karin 2004, Perkins ve Gilmore
2006, Hayden ve Ghosh 2011). Normal hicrelere kiyasla kanser hicrelerinde NFxB
yolaginin ekstra dizenleyicileri vardir. Kanser hucrelerinde NFxB aktivitesi; Ras, EGF
reseptort, mTOR, Akt, STAT3 ve p53 gibi birgok timor diizenleyici yolagin kontroli
altindadir (Hayden ve Ghosh 2008, Chaturvedi vd 2010). Bu ylzden farkli sinyal
yolaklari NFxB Uzerinde kesisir ve uygun hicresel cevabi saglamak icin aktivatorler ve
represodrler arasinda kurulan denge araciligi ile sinyal iletimini siki sekilde dizenlerler.
NFkB yolagindaki herhangi bir duzensizlik inflamatuar hastaliklar ve kanseri de
kapsayan c¢esitli hastaliklarin gelisimine ve progresyonuna neden olabilmektedir
(Chaturvedi vd 2010). NFkB-aracili apoptozdan kagig, timdr gelisimini destekleyen Kilit
olaylardan biridir ve kanser terapilerine karsi direng gelisiminde oncelikli rol oynar.

NF«kB aile Gyeleri, otofajinin indliksiyonuna sebep olan sinyal yolaklarini ya aktive
ya da inhibe edebilir ve ayrica otofaji duzenleyici genlerin transkripsiyonlarini da regule
edebilir. NFkB ve otofajinin regllasyonunda rol oynayan yolaklar, timdrogenezin
kontroliinde rol oynayan ¢oklu yolaklarla ¢akistigi igin bu yolaklarin detayli molekuler
analizleri tUmor iligkili yanitlardaki rollerinin daha iyi anlagsiimasi icin gereklidir.
Kullanimda olan bir¢gok anti-kanser terapisinin de hem otofajiyi hem de NF«B yolaklarini
etkiledigi bilinmektedir. NFxB yolaklari ve otofaji arasindaki fonksiyonel iligkinin
aydinlatmasi ile kombine terapiler kullanilarak kanser tedavilerinin etkinliginin arttirilip
yeni stratejiler geligtiriimesine ayrica bu iliskide yer aldigi belirlenen molekullerin marker
olarak Kklinik kullanimina katki saglanabilecektir. Ancak literatirde, Kigik Hucre Digi
Akciger Kanserlerinde NF«kB yolaklarinin otofajiyi nasil dizenledidi ve bu duzenlemenin
ayrintih  mekanizmasina iligkin bilgi bulunmamaktadir. Yapilan calismalarda da bu

mekanizmalarin aydinlatiimasi gerektigine vurgu yapilmaktadir.



1.1. Amag

Bu tez galismasinin amaci; Kiguk Hicre Disi Akciger Kanserlerinde transkripsiyon
faktorli NFxB ve otofaji mekanizmasi arasindaki olasi fonksiyonel iliskiyi saptamak ve bu

iliskide rol oynayan olasi genleri tespit etmektir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Akciger Kanseri

2.1.1. Epidemiyolojisi

Uluslararasi Kanser Aragtirma Ajansi (IARC)’nin 2018 yilindaki tahmini verileri Dinya
genelinde 18,1 milyon kanser vakasinin teshis edildigini ve bunlarin 9,6 milyonunun &limle
sonuglandigini ortaya koymaktadir (Bray vd 2018). Bu verilerin olusturulmasinda
degerlendirilen 36 kanser c¢esidinden biri olan akciger kanseri, Dinya genelinde erkekler
arasinda en sik, kadinlar arasinda ise 3. en sik gorulen kanser tirtdir. Dinya Saghk
Orguti’niin verilerine gore, 2018 yilinda 2,09 milyon akciger kanseri vakasi teshis edilmis
ve bunlarin 1,76 milyonu 6limle sonuglanmigtir (WEB_2). Dinyanin 20 farkli bélgesinden
elde edilen veriler 1s1dinda Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan
olusturulan GLOBOCAN 2018 tahmini verilerine gore akciger kanseri tim kanser vakalarinin
%11,6’sini olusturmaktadir. Ayni veriler kanser nedenli 6limlerin %18,4’Gnden akciger
kanserinin sorumlu oldugunu, bunu %9,2 oranla kolorektum kanserinin takip ettigini ortaya
koymaktadir (Sekil 2.1) (Bray vd 2018). Bu da demek oluyor ki 5 kanser nedenli 6limden 1’i
akciger kanseri sebebiyle gerceklesmektedir. Sekil 2.2’de Dunya genelinde erkekler ve
kadinlarda akciger kanseri goértlme oranlari yasa gére standardize edilerek gdsterilmigtir.
Erkekler arasinda akciger kanserine bagh oélumlerin en sik goéraldigu Ulkeler Dogu Avrupa
(6zellikle Bulgaristan), Dogu Asya (Cin), Kuzey Afrika Ulkeleri ve Glineydogu Asya’nin belirli
ulkeleri (Myanmar, Filipinler ve Endonezya) iken kadinlarda akciger kanserine bagl élimler

en sik Kuzey Amerika, Kuzey ve Bati Avrupa (6zellikle Danimarka ve Hollanda)’ da gorular.
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Sekil 2.2 Akciger kanserinin uluslararasi dizeyde erkek (A) ve kadinlarda (B) yasa gore
standardize edilen 100.000 kiside gorulme sikhid (GLOBOCAN 2018’den alintilanmistir).



Ulkemizde, Tirkiye Istatistik Kurumu’'nun verilerine gére 2018 yilinda kansere bagli
Olimler, dolasim sistemi hastaliklarina bagli élimlerden sonra 2. sirada yer alan 6lim
nedenidir. Ayni verilere gére 2018 yilinda, 81.129 kansere bagli 6lim gerceklesmistir ve
bunlarin 25.017’si yani %30,8’i girtlak, soluk borusu tumoérleri ve akciger kanserleri
nedeniyledir. Bu 6limlerin 23.674’GUn0 65-74 yas araligindaki kisiler olusturmustur. Kansere
bagli 6lumlerin en yuksek oldugu ilk 5 ilimiz ise sirasiyla su sekildedir: %24,6 ile Kirklareli,
%23,8 ile istanbul, %23,2 ile Van ve Eskisehir, %23 ile Edirne. Akciger kanser élimlerini
%8,2 oranla lenfomalara bagli 6lumler ve yine %8,2 oranla mide kanserleri takip eder
(WEB_3). Sekil 2.3'te Diinya Saglik Orgiti’'niin, GLOBOCAN 2018 verilerine dayanarak
olusturdugu Turkiye’deki kadinlarda ve erkeklerde en sik gorllen kanser turleri
gosterilmektedir. Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC)nin 2018 yili tahmini
verilerine gore her cinsiyet icin akciger kanseri gorilme sikhidina gore siralandiginda 25 alke
arasinda Turkiye, 36.9/100.000 insidans ile 9. sirada yer alir (Tablo 2.1). Ayni verilere gére
25 Ulke arasinda Ulkemiz, erkeklerde 70.6/100.000 insidans ile 3. sirada yer almakta iken

kadinlarda ilk 25 Ulke arasinda yer almamaktadir.
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Sekil 2.3 Diinya Saglik Orglti’niin 2018 yil Tiirkiye verilerine gore erkeklerde ve kadinlarda
go6zlenen kanser turlerinin insidansi (WEB_2 kaynagindan modifiye edilmigtir)



Tablo 2.1 IARC’nin 2018 yili tahmini verilerine goére ilk 25 Ulkenin yasa gore standardize
edilmis akciger kanser insidanslari (WEB_4 kaynagindan alintilanmigtir)

Sira Ulkeler Kigi/100bin
1 Bulgaristan 56.7
2 Sirbistan 49.8
3 Yeni Kaledonya (Fransa) 42.3
4 Yunanistan 40.5
5 Fransiz Polinezyasi 39.8
6 Montenegro 39.7
7 Belgika 39.0
8 Guam 37.9
9 Tlirkiye 36.9
10 Danimarka 36.6
11 Polonya 36.5
12 Kuzey Kore 36.2
13= Bonsa Hersek 36.1
13= Fransa 36.1
15 Samoa 354
16= Cin 35.1
16= Amerika 35.1
18 Makedonya 34.1
19= Almanya 33.7
19= irlanda 33.7
21 Hollanda 33.3
22 Slovenya 32.9
23 Hirvatistan 32.5
24 ingiltere 325
25 Slovakya 31.2

Diinya Saglk Orgiti'niin 2018 yili tahmini verilerinde 18,1 milyon yeni teshis alan
kanser vakasi sayisinin 2040 yilinda 29,5 milyon olmasi ve bu vakalarin da 16.388.459’unun
olumle sonuglanmasi dngorulmektedir. Bu tahminler, Tarkiye icin ise 368.674 yeni kanser
teshisi ve bunlarin da 223.609’unun 6limle sonuglanacagi yénundedir. Akciger kanserinin
ise Dunya genelinde 2040 yihinda 3.104.704 6limden sorumlu olacagi, Turkiye'de ise
yaklasik 66.000 yeni vakadan 64.258’linlin 6limle sonuglanabilecegdi tahmin edilmektedir.

Tdm bu veriler, diger kanser tirleri gibi akciger kanserinin de insanlik tarihinde
gecmisten gelecege en 6nemli hayati tehlikelerden biri olarak yer aldigini gézler énine

sermektedir.



2.1.2. Etiyolojisi

Akciger kanserinin gelisiminde diger kanser turlerinde oldugu gibi tek bir sebep rol
oynamamaktadir. Sigara kullaniminin, akciger kanseri gelisiminde rol oynayan en buylk
faktor oldugu 50 yili askin suredir bilinmekle birlikte ¢ok farkli cevresel ve genetik faktorler,
cinsiyet farki, cografi 6zelliklerden kaynakli farkliliklar akciger kanserinin etiyolojisinde yer
alir. Bu faktorlerin detaylica tespit edilmesi akciger kanserinin dnlenmesinde ve akciger

kanserine bagh 6limlerin azaltilmasinda énem tasir.

2.1.2.1. Tutun ve sigara tiiketimi

1950’lerde Amerika’da yapilan iki farkh vaka ¢alismasiyla sigara kullanimi ile akciger
kanseri arasindaki iligkinin ilk kanitlari ortaya konmaya baslamistir. Bu calismalar
sonucunda arastirmacilar uzun yillar yogun sekilde sigara kullanan erkeklerde %96,5
oraninda akciger kanseri goéruldagid sonucuna varmisglardir (Doll ve Hill 1950, Wynder vd
1951). 2004 yilinda Amerikan Genel Cerrahi Dernegi, bu sonuclari destekleyerek sigara
kullaniminin major akciger kanser sebebi oldugunu vurgulamistir.

Sigara dumani aerosol gaz bilesiminden ve partikillerden olusan bir komplekstir.
Sigara bagimlihdina neden olan en éncelikli bilesen nikotindir. Katran ise nikotin ve suyun
birlesimi sonrasi sigara dumanindan arta kalan total partikilleri iceren maddedir (Hoffmann
vd 1997). Katran maruziyeti akciger kanserine sebep olan asil faktér olarak gorilmektedir.
Bunun yaninda polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH’lar), aromatik aminler, N-
nitrozaminleri kapsayan birgok potansiyel karsinogenezler ve benzen, vinil klorid, arsenik ve
krom gibi diger organik ve inorganik bilesikler sigara dumaninda yer alan 4000 farkh
kimyasal icerikten bazilandir (Dela Cruz vd 2013). Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi
sigara dumaninda en az 50 farkli karsinogenez tanimlamistir (Smith CJ vd 2000). Ozellikle
akciger kanseriyle iligkili oldugu disUnulen ajanlar tatln-spesifik N-nitrozaminlerdir
(TSNA’lar). Bunlar titiin ve duman olusumu sirasinda nikotinin nitrozasyonuyla olusur.
TSNA’lar tatin dumaninin solunumuyla dogrudan akcigere gecger ve sistematik olarak
absorbe edilerek pulmoner dolasima dagitilir. Sigara dumaninin derin nefesle ¢ekilmesi bu
dumanin majér bronglarin yanisira periferaldeki, koruyucu epitelyumdan yoksun bronslari
da etkilemesine neden olur ve bu da akciger kanserinin indiklenmesi ile iligkilidir (Wynder
ve Hoffmann 1994). 8 farkh TSNA belirlenmistir ve bunlardan 4-metilnitrozamin-I(3-piridil)-I-

butanon (NNK), akciger kanseriyle iligkisi hayvan deneyleriyle kanitlanmigs bir karsinojendir.



NNK, DNA’ya kovalent baglanabilir ve DNA tamir mekanizmalari bu bilesikleri uzaklastirarak
normal DNA'y! tekrar dlzenleyebilir ya da hasarli DNA’ya sahip olan hicreler apoptoza
gidebilir. Ancak bu tamir mekanizmalarinda ve apoptotik yolaklarda meydana gelen
anormallikler kalici mutasyonlarin olusmasina neden olur. Ayrica NNK, onkogen ve timor
baskilayici genlerle iligkili sinyal yolaklarini aktive ederek kontrolstiz hiicre proliferasyonuna
ve timorogeneze yola acabilir (Akopyan ve Bonavida 2006). NNK’lar K-ras onkogeninin
aktivasyonuna neden olan DNA mutasyonlariyla iligkilidir (Hoffmann vd 1993). K-ras
onkogen aktivasyonu insan akciger kanserlerinin %24’Gnde tespit edilmigtir ve eskiden
sigara kullanmis akciger kanser hastalarinda da varligini devam ettirdigi gozlenmigtir
(Belinsky vd 1989, Rodenhuis ve Slebos 1992). Bu da sigara kullanimini birakmanin
mutasyonlari geri gcevirmedigini géstermekte ve sigara kullanimi uzun yillar birakilsa dahi bu
kisilerde g6zlenen ylksek akciger kanseri riskini agiklamaktadir. Yine sigara dumanindaki
bir bilesen olan benzopiren metaboliti bir timoér baskilayici gen olan p53 geninde
mutasyonlara sebep olabilir ve p53 mutasyonlari akciger kanserlerinin %60’ inda gozlenir
(Deninssenko vd 1996). Yapilan calismalar 9 sigara kullanicisindan 1’inde akciger
kanserinin gelisebilecedi yoninde sonuclar sunmustur (Jemal vd 2005). Hayati boyunca
sigara kullanmamis bireylere kiyasla uzun sureli sigara kullanicilarinda akciger kanseri
gorulme olasih@r 10 ile 30 kat arasinda artis gosterir (Mattson vd 1987). Bu risk sigara
tuketiminin miktari, sigara kullanimina baglama yasi, duman inhalasyonunun derecesi,
sigaranin nikotin ve katran igerigi ve sigaranin filtre 6zellikleri gibi etkenlerle orantilidir.
Ancak kesin olan bir sey varsa o da sigara kullaniminin, akciger kanserine sebep olan
faktorler arasinda yer alan kisiye bagh degistirilebilir faktér olmasidir (Mattson vd 1987,
Harris vd 2004). Dunya genelindeki kansere bagli élimlerin %20’sinin tutin kullaniminin
engellenmesiyle o6nlenebilecedi tahmin edilmektedir (Pisani vd 2002). Ancak sigara
kullanicilarinin %20’sinden daha azinda akciger kanserinin gelismesi ¢gevresel faktorlerin ve
genetik yatkinh@in da akciger kanseri timoérogenezinde rol oynadidini géstermektedir (Dela
Cruz vd 2013).

Amerika’da yapilan bir calisma akciger kanseri teshisi alan kadinlarin %19’unun
erkeklerin ise %9’unun hayatlari boyunca sigara icmedigini sdylemektedir (Wakelee vd
2007). Calismalar hi¢ sigara icmeyen Kisilerde akciger kanseri gortlme olasiliginin yillar
icerisinde anlamli olarak arttigini géstermektedir (Harris vd 2004, Zell vd 2005, Yano vd
2008). Hic sigara igmeyen popilasyonda akciger kanseri goérilme sikligi kadinlarda
erkeklere oranla daha yuksektir ve sigara icmeyenlerde gérulen akcider kanseri Asya

kitasinda daha yaygindir. Ayrica akciger kanserinin histolojik tiplerinin sigara kullanimiyla
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iliskisi farklilik gdstermektedir. Ornedin KHAK ve skuamoz hiicre karsinoma igin sigara
kullanimi arasinda gucli bir iliski varken, adenokarsinoma insidansi, sigara icmeyen
kisilerde sigara kullananlara kiyasla daha yuksektir (%62-sigara kullanmayan %218-sigara
kullanan, 5155 kiside (Sun vd 2007) / %53-sigara kullanmayan, %19-sigara kullanan 21.853
kiside (Gabrielson 2006)). Sigara kullanmayan popllasyonda go6zlenen akciger
kanserlerinin risk faktorleri olarak pasif igicilik, radon maruziyeti, hava kirliligi, asbest ve
arsenik, ailede akciger kanseri dykusu ve genetik faktoérler gésterilmektedir. Calismalar,
Ozellikle Asyalilarda sigara icmeyenlerde goérilen adenokarsinomalarda epidermal buyime
faktort (EGFR) mutasyonlarinda artis oldugunu saptamigtir (Pao vd 2004, Kosaka vd 2004,
Shigemetsu vd 2005, Rudin vd 2009).

2.1.2.2. Genetik faktorler

Akciger kanseri gelisiminin tek nedeni sigara kullanimi degildir. Genetik sebepler,
sigara kullamimi kadar akciger kanser gelisiminde roll olan ve sigara kullanimiyla birlikte
insidansi arttirabilen risk faktorleridir. Sigara kullanimina bagli akciger kanserlerinde
G:C’den T:A'ya transversiyon sikligi yuksektir (Hollstein vd 1991, Le Calvez vd 2005). Bu
yuzden, bu transversiyonlari indiikleyen ya da 6nleyen DNA tamir aktiviteleri ve metabolik
enzim aktivitesi Uzerine yapilan akciger kanseri yatkinligiyla ilgili genetik calismalar
arttinlmigtir (Govindan 2010). Akciger kanseri igin pozitif aile dykdsinin bulunmasi akciger
kanser gelisiminin 1,7 kat artmasiyla iliskilidir (Lissowska vd 2010). Irksal farkliliklar, ailesel
oykunun bireyde akciger kanseri gelisimine etkisini degistirebilir. Siyah irkta birinci
dereceden akrabaliklarda aile éykusunun bulunmasi beyaz irka kiyasla riski 2 kat arttirir
(Cote vd 2005). Genom Capli iligkilendirme Caligmalari (GWAS), 5p15, 15q25-26 ve 621
kromozom bélgelerinde gézlenen mutasyonlari, Avrupalilarda artan akciger kanser riski ile
iliskilendirmigtir. 5p15 bolgesi telomeraz revers transkriptaz (TERT) enzimini kodlar ve bu
enzim normal hicrelerde telomeraz replikasyonunda ve korunmasinda rol oynar ve epitel
hicre proliferasyonunu dizenler. Bu enzimin, kanser hucrelerinde surekli ekspresyonu
nedeniyle anormal hiicre proliferasyonu gercgeklesir (Landi vd 2009). 15925-26 kromozom
bolgesi, 3 adet nikotin asetilkolin reseptor altbirimi kodlayan gen igerir ve bu bdlgedeki
mutasyonlar hem nikotin bagimhhdr hem de akciger kanserine yatkinhkla baglantilidir
(Thorgeirsson vd 2008). 6p21 kromozom bdlgesi G-protein sinyallesmesini duzenler ve
varyantlari sigara igmeyenlerde artan risk ile iligkilendirilmistir (Yokota vd 2010). 6p21
bolgesi BAT3 (HLA_B iligkili transkript 3) ve MSH5 (mutS homologu5) genlerini iceren
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bdlgedir. BAT3 proteini, bir histon asetiltransferaz olan ve p53 proteinini DNA hasarina yanit
olarak asetilleyen p300 proteini ile kompleks olusturur. MSH5 geni ise DNA yanlis eslesme
tamirinde rol oynayan bir gendir (Wang vd 2008, Landi vd 2009). 5p15.33 boélgesi, 6zellikle
en yaygin gorulen histolojik tip olan ve sigara kullanimiyla zayif iligkili olan akciger
adenokarsinoma riski ile iliskili bulunmustur. Bilinmektedir ki kanser, prekirsoér hiicrelerde
gerceklesen coklu genetik degisimlerin birikimi sonucunda gelisen bir hastaliktir. Bu ylizden
akciger kanseri tiplerinde gbzlenen molekiler yolak benzerlikleri ve farkliliklarinin
anlasiimasi énem tasimaktadir. Hicre blyumesi ile ilgili islevleri olan bazi genlerde dis
etkenlerle (radyasyon, kimyasal maddeler, virUsler) dedisiklik meydana gelerek “onkogen”
haline gelmesi karsinogenezde 6nemlidir. Bu onkogenlerin en 6nemli gruplari “myc” (C-myc,
L-myc, N-myc) ve “ras” (K-ras, H-ras, N-ras) aileleridir. Buna karsilik bazi timor baskilayici
genlerde de (retinoblastoma(RB) ve p53 geni) kanser hastalarinda mutasyon saptanmistir.
Genetik ve epigenetik degisimler de tumor baskilayici genlerin inaktivasyonuna,
onkogenlerin ise aktivasyonuna neden olur. Timorlerde meydana gelen mutasyonlar
genellikle ErbB protein ailesi (EGFR/HER1-4) ve GTPaz Kristen rat sarkoma viris (K-ras)
geninin rol oynadidi hicre sinyal yolaklarinda gozlenir (Herbst vd 2008). myc, p53, PTEN
ve PTPRD genleri akciger kanser tirleri arasinda yayginlikla degisime ugramistir. RB,
6zgun olarak kuguk hucreli akciger kanserlerinde inaktive edilirken p16 adenokarsinoma ve
skuamoz akciger kanserlerinde inaktivedir. K-ras, LKB1, EGFR ve ALK spesifik olarak
adenokarsinomalarda mutasyona ugramistir. Hatta adenokarsinomalar bu mutasyonlardan
hangisini tasidigina gére de KRAS-tip, EGFR-tip, ALK-tip ve non-KRAS/EGFR/ALK-tip
olarak alt tiplere ayrilir (Travis vd 2004, Subramanian ve Govindan 2008, Govindan 2010).
EGFR-tip, Asyalilarda (%30-50) siklikla gériinen adenokarsinomadir ve Asyalilarda gorilme
sikhdi, Amerikali ve Avrupalilarda (%10-20) goérulme sikhdindan daha yuksektir. Oysa
KRAS-tip, Amerika ve Avrupalilarda (%20-40), Asyalilardan (%10) daha sik, ALK-tip ise her
populasyonda yaklasik %5 oranindanda goérulir. Bu da akciger kanser gelisiminde etnik ve

cografik farkhliklarin etkisini géstermektedir.

2.1.2.3. Yas, cinsiyet, irksal ve etnik faktorler

Gelismis Ulkelerdeki cogu populasyonda ortalama yasam siresi uzadigi igin kanserin
g6rildigu ortalama yas araligi da artmistir. 65 yas ve Ustl insanlar arasinda sigara kullanim
yayginhgi (%9,3), 18-24 yas (%21,4), 25-44 yas (%23,7) ve 45-64 yas (%22,6) araligindaki
kisilere kiyasla daha fazladir. Akciger kanserli hastalarin %65’i, 65 yas ustu, %31,1'i 65-74
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yas araliginda, %29’u 75-84 yas araliginda ve %8,3’U 85 yas ve Ustindedir (Dube vd 2009,
Dela Cruz vd 2011). Teshis sirasindaki ortalama yas ise 70 tstudur.

1980’lerin sonunda kadinlarda, akciger kanserine bagli 6lim oranlari meme kanserine
bagh 6lim oranlarini geride birakmisti (Siegel vd 2011). 1950'den bu yana kadinlarda
akciger kanseri mortalitesi %600’den fazla artis gostermistir. Amerika’da, kadinlarda sigara
kullanim orani 1930-1960 yillari arasinda artmis ve bu artistan 20 yil sonra akciger kanserli
kadin sayisinda artis gézlenmistir (Weir vd 2003, Thomas vd 2005). Sigara kullanimi 1920’li
yillarda dodan erkekler arasinda 2. Dunya Savasi sirasinda zirve yapmigtir. 10 yil sonra ise
1930’lu yillarda dogan kadinlar arasinda sigara kullanimi en ylksek oranlara ulagmistir.
Sigara kullanimi erkeklerde (%23,1) kadinlara (%18,3) kiyasla daha disuktir ancak bu fark
gitgide kapanmaktadir. Neyse ki 2005 yili verilerinde kadinlardaki akciger kanserine bagh
olumlerin %0,2’lik bir artis ile sabitlenmeye bagladigi gdzlenmigtir (Jemal vd 2008). 1997-
2006 yillari arasi verilerin analiz sonuclarina gore akciger kanser mortalitesi erkeklerde yilda
74,08/100.000 iken kadinlarda bu oran yilda 40,81/100.000’dir (Cook vd 2011). Cinsiyetler
arasindaki bu farklarin, nikotin metabolizmasindaki, metabolik aktivasyondaki ve
karsinojenlerin detoksifikasyonundaki cinsiyet ile iligkili farkhliklar nedeniyle oldugu
disunilmektedir. Ornegin, sitokrom P450 tarafindan plazma nikotin temizliginde cinsiyet
farkinin etki ettigi raporlanmistir (Dela Cruz vd 2011). Ryberg ve Lindahl (1982), akciger
kanserli kadinlarda DNA’ya kovalent baglanan kimyasallarin erkeklere oranla daha ylksek
oldugunu gostermiglerdir. Bu tur calismalar kadinlarda dusiuk yogunlukta sigara
maruziyetinde akciger kanseri gelisimine yatkinligi agiklamaktadir. Ayrica hormonal etkenler
de bu yatkinligi destekleyebilir. Bir vaka kontrol ¢calismasi 6strojen replasman tedavisinin
artan adenokarsinoma riski ile 6nemli dlgude iligkili oldugunu gdstermistir (Taioli vd 1994).
Bunun aksine 40 yas ve altinda gorulen erken menapoz adenokarsinoma riskini dugurur.
Akciger kanseri sigara kullanmayan kadinlar arasinda sigara kullanan erkeklere gore daha
sikhkla gézlenir (Wynder ve Graham 1950).

Akciger kanser insidansinin siyahlar, Hawaii yerlileri ve diger Polinezyalilar arasinda
onemli Olgide daha ylksek oldugunu ancak Japon, Meksika, Porto Riko kokenli
Amerikalilar, Orta Amerika ve diger Latin Amerikalilar arasinda Amerikali beyaz irktan daha
diusuk oldugu gdésterilmistir (Menck ve Henderson 1982). Bu farkhliklarin baglangigta, farkli

etnik ve irksal gruplar arasinda sigara icme dizenindeki degisiklikler oldugu dasundlmastar.
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2.1.2.4. Cevresel hava kirliligi ve mesleksel faktorler

Son yillarda hizla blyimeye devam eden kiresellesme ve sanayilesme, hava
kirliliginin Dinya capinda artarak ilerleyen bir sorun olarak devam etmesine sebep
olmaktadir. DuslUk diizeyde hava kirliligine uzun yillar maruz kalmanin akciger kanser riski
Uzerindeki etkilerinin olctlmesi zordur. Belirli kirleticilerin tespitinde kullanilan analitik
metodlarin  gelistiriimesi, havadaki partikillerin  etkilerinin  ¢alisilmasi konusunda
arastirmacilara yardimci olmaktadir. Geligmekte olan Ulkelerde hava kirliligi daha da
kotulegsmekte, zararli partikullerin, sulfur dioksitin ve dumanin en yuksek konsantrasyonlari
bu Ulkelerde olculmektedir. Dig mekandaki hava kirliliginin akciger kanser riskini arttirdigi
dusunulmektedir. Kentsel ve kirsal karsilastirmalar yapan bir ¢alisma, kentsel etkenlerin
akciger kanser mortalitesi tGzerinde %10-40 oraninda artan risk ile iligkili oldugunu ortaya
koymustur (Pershagen 1990). Baska bir calismada ise 21 ile 30 yil boyunca 29,3 pg/m? nitrik
oksite (trafik havasi 6lgimiinde kullanilan 6lglt) maruz kalan bireylerde, %12,8 ug/m? nitrik
oksite maruz kalan bireylere kiyasla akciger kanser riskinin 1,44 kat arttigi gosterilmistir
(Nyberg vd 2000). ince partikiile ve siilfiir oksite bagli kirlilik akciger kanser riskini %8 arttirir
(Pope vd 2002). Birgok olasi karsinojenik bilesenin, cesitli fosil yakit trinlerinden kaynakl
bilesenlerden yayildigi disinilmektedir. Bu karsinojenlere maruziyete sebep olan meslek
dallarinda galisanlarda akciger kanser riski artmaktadir. ki bagimsiz meta-analiz
sonuglarina gore dizel egzozuna mesleksel maruziyet (kamyon tasimaciligi ¢alisanlar)
%30-50 oraninda artan akciger kanser riskiyle iligkilidir (Bhatia vd 1998, Lipsett ve
Campleman 1999).

Bircok calisma alaninda karsinojen olarak siniflandirilan maddeler yodun olarak
bulunmaktadir. Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi, arsenik, asbest, berilyum, kadmiyum,
klorometil eterleri, kromiyum, nikel, radon, silika ve vinil kloridi karsinojen olarak
tanimlamistir. Bu ajanlara maruz kalan mesleklerin basinda, metal eritme isleri, bocek
ilaclari Ureticiligi, madencilik, asbest madenciligi ve asbest tekstil Ureticiligi, cimento Gretimi,
ingaat ve yalitim malzemeleri Ureticiligi, seramik, cam ve granit endistrisi gelir. Bu ajanlarin,
Dunya genelindeki akciger kanserine bagl 6limlerin erkeklerde %10’undan, kadinlarda
%5’inden sorumlu oldugu tahmin edilmektedir (Driscoll vd 2005, Fingerhut vd 2006). Baska
bir calisma sonucuna goére 17.000 akciger kanser vakasindan 6.800°U isyerlerinde kimyasal
maruziyetine baglidir (Steeland vd 2003, Steeland vd 2003).
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2.1.2.5. Enfeksiyon

Enfeksiyonlarin akciger kanserinin sebepleri arasinda yer almasi hala daha tartismali
bir konudur. Onkogenik virtsler akciger kanseri sebebi olarak gosterilir. Yapilan ilk
calismalar bir retrovirisinin koyunlarda pulmoner adenomatozise sebep oldugunu ve bu
hastaliginda insan bronsgial alveolar karsinoma ile benzerlik gosterdigini ortaya koymustur.
Fakat bu iki hastalik arasindaki badglantlyi gésteren ve virlsin insanda akciger
adenokarsinomaya yol acabilecegini gosteren yeterli kanit yoktur (Mornex vd 2003). Daha
sonra yapllan ¢alismalar insan papilomaviristinin (HPV) diger dokularda karsinomayla
iligkili oldugunu gostermistir. HPV’nin brongial skuamoz hucre lezyonlarindaki olasi rolu ilk
defa Syrjanen tarafindan, brongial karsinomlardaki epitel degisimleri kadin genital sistemine
yerlesen HPV virlsinin sebep oldugu lezyonlara benzetmesiyle ortaya konmustur
(Syrjanen 2002). HPV DNA’sI skuamoz hiicre karsinomali dokuda tespit edilmistir. Ancak
farkh etnik ve cografik bolgelerde yasayan akciger kanserli hastalarda HPV enfeksiyon
yayginh@inin farklilasma gosterdigi raporlanmistir. Ornegin Asyalilarda, 6zellikle sigara
kullanmayanlarda, ylksek yayginlikta HPV DNA’sina rastlaniimistir. Ancak bati Avrupa’da
yapilan calismalar HPV’nin etiyolojik roliine dair anlamli sonuglar vermemistir (Syrjanen
2002, Chen vd 2004, Rezazadeh vd 2009). HPV'nin 16 ve 18 serotipleri diger serotiplere
kiyasla akciger kanseri ile daha iligkili bulunmustur. Bu HPV serotiplerindeki E6 ve E7
onkogenlerinin, genetik hastaliklara olduk¢a yatkin olan insan trake epitel hucrelerini
immortalize ettikleri gosterilmistir (Willey vd 1991). Burkitt lenfomalarla ve nazofarengeal
karsinomlarla iligkili olan Ebstein-Barr virisinin nadiren de olsa akciger kanserinin nadir bir
tirh olan lenfoepitelyoma-benzeri karsinoma ile guglu iliskisi oldugu Asyali hastalarda
saptanmistir. Fakat bu iliski Batili populasyonda gosterilememistir (Castro vd 2001). 2008
yilinda yapilan bir calismada Torque teno adli virise ait DNA, akciger kanserli idiopatik
pulmoner fibrozis hastalarinda yuksek dizeylerde tespit edilmistir ancak idiopatik pulmoner
fibrozis hastalarinda akciger kanser gelisimi ile iligkilendirmek ve klinik anlamini belirlemek
icin daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir (Bando vd 2008). Chlamydia pneumonia bakterisinin,
Ozellikle sigara dumanina maruz kalan bireylerde akut solunum enfeksiyonlarinin yaygin bir
sebebi oldugu ve akciger kanseri karsinogenezinde de rol oynayabilecegi ortaya konmustur
(Kirk vd 2007). Bu bakterinin reaktif oksijen tlrleri olusumuna bagli DNA hasari ve artan
mutasyon riskine neden oldugu bunlarin da artan akciger kanser riskiyle iligkili oldugu bazi
arastiricilar tarafindan hipotez edilmistir. Ayrica bu gibi enfeksiyonlar akciger kanser

gelisiminde sigara kullanimiyla sinerjistik olarak rol oynayabilir (Dela Cruz vd 2013).
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Tayvan’da yapilan bir calisma, tliberklloz hastalarinda, akciger kanseri i¢in 3,3 kat artmis
risk oldugunu gdstermistir. 2840 HIV-enfekte hastayla yapilan calisma, HIV’in akicger
kanser riskini 3,6 kat arttirdigini géstermektedir (Kirk vd 2007). Yapilan ¢alismalarla elde
edilen tim kanitlar, enfeksiyonlarin akciger kanseri gelisiminde rol oynayabilecegini

gosterse de bu konuda yapilacak daha kapsamli ¢calismalara ihtiyag vardir.

2.1.2.6. Diyet ve obezite

Akciger kanserlerinin yaklasik %30’unda diyetin roll oldugu dusundlmektedir (Willet
ve Trichopoulos 1996). Ornegin; vitamin A, C ve E gibi antioksidanlarin serumda diisik
konsantrasyonda bulunmasinin akciger kanser geligsimi ile iligkili oldugunu 6ne siren
¢alismalar mevcuttur (Boone vd 1990, Woodson vd 1999). Vitamin A, hem hayvansal
(retinol) hem de bitkisel (karotenoid) kaynaklidir ve sadece bitkisel kaynakli vitamin A’nin,
Ozellikle B-karotenin, akciger kanserine karsi koruyucu etkileri olugu gdsterilmistir (Buring ve
Hennekens 1995). Diyetin kanser gelisimindeki etkisi Uzerine yapilan en kapsamli anket,
1957 yilindan itibaren 19 yil boyunca yaslari 40-55 arasi degisen 2000 erkegin beslenme
OykUsu kaydedilerek yapilmistir. Bu ¢alisma sonuglarina gore B-karoten aliminin akciger
kanser insidansi ile ters orantih oldugunu goéstermistir (Shekelle vd 1981). Byers ve
arkadaslari (1987), yayinlanmis 27 ¢alismay! degerlendirerek en dusuk miktarda karoten
alimi olan bireylerle en yuksek miktarda karoten alan bireyler arasinda akciger kanseri riski
acisindan %50-100 oraninda fark oldugu sonucuna varmiglardir. Ancak bu c¢alismalarin
yanisira vitamin takviyesinin akciger kanserini baskilamadigini aksine bazi durumlarda riski
arttirdigini gosteren buyuk 6lgekte katihmci ile yapilan galismalar da mevcuttur (Omenn vd
1996, Hennekens vd 1996, Goodman vd 2004). Bunun yaninda, magnezyum, ¢inko, bakir
ve demir gibi belirli minerallerin dusuk alimlarinin artan akciger kanseri ile iligkili oldugunu
goOsteren calismalar olsa da daha sonrasinda yapilan ¢alismalarda toplam mineral alimi ile
akciger kanser riski arasinda anlamli bir iligki gézlemlenmemistir (Mahabir vd 2007, Mahabir
vd 2010). Turpgillerden olan brokoli ve lahana gibi izotiyosiyanatlardan zengin sebzelerin
tiketimi akciger kanserine karsi koruyucu etkiye sahip oldugunu gdsteren calismalar
mevcuttur (Brennan vd 2005). Flavonoid iceren dut, turuggiller, ¢ay, bitter gikolata ve kirmizi
sarap gibi yiyecek ve igeceklerin metabolitleri antioksidant ve antiproliferatif etkiye sahiptir.
Bir calismada akciger kanser riskinin en ylksek total flavonoid alimi yapan erkeklerde daha

diusuk oldugu tespit edilmistir (Mursu vd 2008).
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Son yillarda Diinya genelindeki obezite yayginligi nedeniyle akciger kanser riski
Uzerine asiri kilolu olmanin etkisinden bahsetmek bu baslik altinda anlamli olacaktir.
Gelismis ulkelerde yetiskin niifusun beste biri obez olarak nitelendirilebilir. Asiri viicut agirlig
endometriyal, meme ve kolorektal kanserlerle iliskilendiriimis ancak akciger kanseri ile
iliskilendiriimemistir. Renehan ve arkadaslari (2008) tarafindan yapilan bir meta-analiz
sonuglari vicut kitle indeksi ile akciger kanser riski arasinda ters iliski oldugu hata obezitenin
akciger kanseri Uzerinde koruyucu etkisi olabilecegi sonucunu raporlamigtir. Ancak sigara
kullanimi géz éndne alinmadan vicut kitle indeksi ile akciger kanserini iligskilendirmek
anlamh olmayabilir. CUnkd sigara igicilerinin vicut kitle indeksi, igmeyen ayni cinsiyet ve
yastaki sigara kullanmayan kigilere kiyasla daha duguktur (Whitlock vd 2009). Hi¢ sigara
kullanmamisg bireylerde vucut kitle indeksi ile akciger kanseri riski dogru orantili iken devamli
sigara kullanan kigilerde bu iligki ters orantilidir (Kabat vd 2007). Diger bir calismada ise
sigara icenlerde bel cevresi kalinligi ile akciger kanser riskinin dogru orantili oldugu
gOsterilmistir (Kabat vd 2008).

2.1.3. Histolojik siniflandirmasi

Akciger kanseri, gec tani ve sinirli tedavi imkanlari nedeniyle Diinya capinda kanser
nedenli élumlerin basinda gelir. Son yillarda akciger kanserinin molekuler profili kapsamli
olarak calisiimistir. Bu yeni karakteristikler akciger kanserinin molekuller patolojisinin
anlagiimasini saglar. Sorumlu genetik degisimlerin ve olasi molekuler hedeflerin
tanimlanmasi, sayisi artan akciger kanser hastalari icin molekuler hedefli terapilerin
gelistiriimesi igin 6nem tasimaktadir. Molekuler profilin anlagiimasindaki bu gelisimler
akciger kanserinin histopatolojik siniflandirmasini da sekillendirmistir.

Akciger kanseri iki ana histolojik grup altinda kategorize edilir: Kiguk Hucreli Akciger
Karsinoma (KHAK, tim akciger kanserlerinin %15’i) ve Kiglk Hicre Digi Akciger Karsinoma
(KHDAK, tum akciger kanserlerinin %85'’i). Kanitlar gostermektedir ki akciger kanser turleri,
ayni histolojik alt tipte yer alsa dahi histolojik ve molekiler acidan heterojen bir hastaliktir.
KHAK’lar daha agresif yapidadir ve ¢odu vakada cerrahi olmayan yollarla tedavi
yaklasiminda bulunulur oysa KHDAK’lar cerrahi ve yardimci ilag tedavilerinin
kombinasyonuyla tedavi yaklasimi tercih edilir. KHDAK'in kendi i¢erisindeki ¢esitliligi Dinya
Saghk Orguti'nin 2004 ve 2015 yillarinda siniflandirmalar alt tipler olusturarak tekrar
dizenlemesine neden oldu. KHDAK'In major tipleri adenokarsinoma, skuamoz hiicre

karsinoma ve blyuk htcreli karsinomadir. KHAK ndroendokrin farklilasmasi sergileyen diger
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timor gruplaridir. Daha detayl histolojik alt tipleme prognostik énemi olan doku tiplerini
tanimlamak igin diseksiyon érneklerinde kullantlir.

KHDAK’larin %60’ini olusturan alt tipi olan adenokarsinoma, en yaygin akciger kanser
tipi olarak tum akciger kanserlerinin de %40’in1 olusturur (Lewis vd 2014, Travis vd 2015).
Akciger adenokarsinoma hiicreleri genellikle pnémositik belirtecler eksprese eder. Ornegin
tiroid transkripsiyon faktori (TFF-1) ve NapsinA akciger adenokarsinoma vakalariin
%85%’inden fazlasinda eksprese edilir ve bu ylzden kéti farkhilagmis timérlerde ya da sinirli
biyopsi materyallerinde adenokarsinoma belirteci olarak kullaniimaktadir. Coklu gen
degisimleri adenokarsinomlarda gozlenebilir ve uygun molekuler hedefli terapiler ile hasta
sagkalimi desteklenebilir. Adenokarsinomanin kendi igerisindeki alt tipleri Dunya Saghk
Orglti’'niin - 2015 guncellemesi  ile olugsturulan akciger kanserinin  histopatolojik
siniflandirmasini gosteren Tablo 2.2'de goésterilmistir.

Skuamoz hlcre karsinomalari akciger kanserlerinin %20’sini olusturur (Lewis vd
2014). Son yillarda sigara igme aligkanliklarinin degismesine bagl olarak insidansi disis
gOstermistir. Skuamoz hucre karsinomu genellikle akcigerin merkezi kisminda, major
havayollari boyunca ortaya cikar ve buylk bir alana yayildiginda dokuda delikler
olusturabilir. Mikroskobik dederlendirmede skuamoz hicre karsinomu karakteristik olarak
keratinizasyon ve interselller kopruler sergileyebilir. Timorin ileri farkhlasmasinda
morfolojik siniflandirma yapilamadiginda p40, CK5/6, CK5 ve p63 gibi skuamoz hiicre
belirtecleri kullanilabilir (Conde vd 2013). Skuamoz huicre karsinomalarinda sagkalim orani
adenokarsinomalara kiyasla anlamli olarak daha yuksektir.

BlUyuk hucre karsinomalari, KHDAK vakalarinin azinligini olusturur. Blyuk hucre
karsinomalari, genellikle periferik yerlesimli ve nekrotik gérinimltddr. TUmor hicreleri
pleomorfik ve vezikiler ¢ekirdekli, buyuk ve poligonal sekillidir. Buylk hicre karsinomalar
tim akciger kanserlerinin %3’UnU olustururlar (Travis vd 2013).

Adenoskuamoz karsinoma Kuguk Hucre Disi Akciger Kanserlerinin nadir gorulen bir
tipidir ve tum akciger kanserlerinin %5’inden azini olusturur. Hem adenokarsinoma hem de
skuamoz hicre karsinoma bilesenlerini igceren bir hibrit karsinomadir. Diger Kiguk Hicre
Disi Akciger Kanser tipleri arasinda pleomorfik, ig hucreli ve dev hicre karsinomalar

sayllabilir ve akciger kanserlerinin %3’Ginden daha azini olusturur.
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\ Merkezi hava yollari
----- Kicik Hucreli Karsinoma

®-

Merkezi hava
yollari

Genellikle sigara
kullananlarda gdzlenen

kanserler: Periferal
Skuamoz Hiicreli bolgeler
Karsinoma

Hem sigara kullananlarda
hem kullanmayanlarda,
akcigerin derin
bolgelerinde ince
bronslarda ve hava
keseciklerinde gozlenen
kanserler:
Adenokarsinoma

b Periferal Bélgeler

Buyik Hicreli Karsinoma

Sekil 2.4 Akciger kanser tirlerinin akcigerde siklikla géruldigi bdlgelerin basit sematize
gosterimi (WEB_5 internet sitesinden modifiye edilmigtir.)

®s O SOPY f.‘ . SO
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- x> = - T o <> -
Kiiciik Hiicre CA AdenoCA Skuamoz Hiicre CA Biiyiik Hiicre CA
(%15) (%40) (%20) (%3)

Sekil 2.5 Akciger kanserinin basit histolojik siniflandiriimasi. NH: Néroendokrin hticre, SH:
Salgi hicresi. EH: Epitelyal hiicre, L: Lenfosit, M: Makrofaj, DK: Diz kas hlcresi
(Zamay vd 2017°den modifiye edilmistir.)
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Tablo 2.2 Diinya Saglik Orgiti'niin 2015 yilindaki son giincellemesi ile olusturulan akciger
kanserinin detayl histopatolojik siniflandiriimasi.

A. EPITELYAL TUMORLER

I. Adenokarsinoma

1. Lepidik adenokarsinoma

2. Asiner adenokarsinoma

3. Papiller adenokarsinom

4. Mikropapiller adenokarsinom

5. Solid adenokarsinom

6. invaziv miisin6z adenokarsinom

— Mikst invaziv miisindz ve misin icermeyen adenokarsinom
7. Kolloid adenokarsinom

8. Fetal adenokarsinom

9. Minimal invaziv adenokarsinom

— Mdusindz minimal invaziv adenokarsinom

— Non-miisin6z minimal invaziv adenokarsinom
10. Preinvaziv lezyonlar

— Atipik adenomatdz hiperplazi

— Adenokarsinoma insitu

a. MUsindz adenokarsinoma insitu

b. Non-miisin6z adenokarsinoma insitu

1. Skuamoz hiicreli karsinom

1. Keratinize skuamoz hiicreli karsinom

2. Non-keratinize skuamoz hiicreli karsinom
3. Bazaloid skuamoz hiicreli karsinom

4. Preinvaziv lezyon

— Skuamoz hiicreli karsinoma insitu

lll. Néroendokrin tiimorler

1. Kuigiik hiicreli karsinom

— Kombine kii¢ik hicreli karsinom

2. Biyiik hiicreli néroendokrin karsinom

— Kombine buyuk hiicreli néroendokrin karsinom
3. Karsinoid tiimor

— Tipik karsinoid

— Atipik karsinoid

4. Preinvaziv lezyon

— Diffliz idiopatik pulmoner néroendokrin hiicre hiperplazisi
B. MEZENKIMAL TUMORLER

I. Pulmoner hamartom

Il. Kondrom

lll. PEComatoz tiimorler

1. Lenfanjioleiomyomatozis

2. Benign PEComa

— Seffaf hicreli timor

3. Malign PEComa

IV. Konjenital peribrongiyal myofibroblastik tiimor
V. Diffuz pulmoner lenfanjiomatozis

VL. inflamatuar myofibroblastik tiimoér

VII. Epiteloid hemanjioendoteliyoma

VIil. Pléropulmoner blastoma

IX. Sinavyal sarkoma

X. Pulmoner arteriyal intimal sarkom

XIl. EWSR1-CREB1 translokasyonlu pulmoner mikst sarkom

XIll. Myoepiteliyal tiimorler
1. Myoepiteliyoma
2. Myoepiteliyal karsinom

IV. Biiyiik hiicreli karsinom

V. Adenoskuamoz karsinom

VI. Sarkomatoid karsinom

1. Pleomorfik karsinom

2. igsi hiicreli karsinom

3. Dev hiicreli

4. Karsinosarkom

5. Pulmoner blastom

VII. Tiikriik bezi tipi tiimorler

1. Mukoepidermoid karsinom

2. Adenoid kistik karsinom

3. Epiteliyal-Myoepiteliyal karsinom

4. Pleomorfik adenom

VIII. Papillomlar

1. Skuamoéz hiicreli papillom

— Egzofitik Skuamoz hiicreli papillom

— Endofitik Skuamdz hicreli papillom

2. Glandiiler papillom

3. Miks skuamoz hiicreli ve glandiiler papillom
IX. Adenomlar

1. Sklerozan pnomositom

2. Alveolar adenom

3. Papiller adenom

4. Musinoz kistadenom

5. Muké6z bez adenomu

X. NUT karsinom

Xl. Lenfoepiteliyoma benzeri karsinom
C. LENFOHISTIOSITIK TUMORLER

I. MALT Tipi Ekstranodal Marjinal Zon B Hiicreli Lenfoma
Il. Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma

lll. Lenfomatoid graniilomatozis

IV. intravaskiiler biiyiik B hiicreli lenfoma
V. Pulmoner Langerhans hiicreli histiositoz
VI. Erdheim-Chester hastaligi

D. EKTOPIK KOKENLI TUMORLER

I. Germ hiicreli tiimor

1. Matiir teratom

2. immatiir teratom

Il. intrapulmoner timoma

lll. Melanoma

V. Meningioma

E. METASTATIK TUMORLER
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2.1.4. Evrelemesi

Akciger kanser hastalarinin tedavi stratejileri belirlenirken siniflandirma ile birlikte
kanser evresinin dogru tespiti de kritik dneme sahiptir. Akciger kanseri igin iki buyuk
evreleme sistemi kullaniimaktadir. TNM sistemi Amerikan Kanser Ortak Komitesi tarafindan
belirlenmistir ve akciger kanserlerini primer timorin boyutu ve kapsamina (T), lenf nodu
tutulumunun derecesine (N) ve metastazin uzakligina (M) gore evreler. TNM evreleme
sistemi 6zellikle KHDAK hastalari i¢in kullanilir. Her harf yaninda timoérin tutulum derecesini
belirten bir sayl ya da harf ile birlikte kullanilir (6r: Tis=karsinoma in situ, Mg=Metastaz
uzakligi bilinmemekte, N,=Bodlgesel lenf nodlari degerlendirilememekte). Bu sayilarin
artmasi kanserin daha ilerlemis oldugunu belirtir. TNM evrelemesi belirlendikten sonra, daha
genel bir evreleme sitemi olan numerik evreleme sistemi ile birlikte kullanilir. Numerik
evreleme sisteminde, 0’dan I\V’e kadar bir derece TNM karakteristiklerine gore belirlenir ve
bu artan sayl kanserin ilerlemesini ifade eder. Bazi durumlarda evreler, a ve b harfleri
kullanilarak alt evrelere ayrilarak belirtilir (Tablo 2.3). KHDAK evrelemesi icin dncelikle fiziki
muayene, biyopsi ve goruntileme testlerinin sonuglari klinik olarak degerlendirilir. Yeni tani
alan KHDAK vakalarinin %15’i evre | ve II'dir. Bu hastalar cerrahi rejeksiyon ile tedavi igin
adaydirlar. 5 yillik sagkalim evre la hastalar icin %70, evre Ib hastalar icin %60, evre lla
hastalar igin %55 ve evre lIb hastalar igin %40’tir. KHDAK tanisi almis hastalarin %25’i evre
[II'teki hastalardir. Evre Il de, evre llla ve llIb olarak kendi icinde alt evrelerde incelenir. Evre
[lla boyutuna ve yayilimina gére T1.3 ve N2 nodal tutulumlu ya da Ts ve N1 nodal yayihmhdir.
Yeni tani almis KHDAK hastalarinin %50’si evre IV'tur. Bu hastalar kemoterapi ile tedaviye
uygun hastalardir (WEB_1, Cersosimo 2002).
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Tablo 2.3 Akciger Kanseri Calisma Dernegi’'nin (IASLC) 2017 yilinda olusturdugu en gincel
8. TNM evreleme sistemi

2.2. Otofaji

T Skoru N Skoru M Skoru \
EVRE T N M
Gizli (occult) karsinom |Tx NO MO
Evre 0 Tis NO MO
T1mi NO MO
AL Tla NO MO
Evre | A2 Tlb NO MO
IA3 Tilc NO MO
1B T2a NO MO
1A T2b NO MO
Tla N1 MO
T1b N1 MO
Evre Il Tic N1 MO
B T2a N1 MO
T2b N1 MO
T3 NO MO
Tla N2 MO
T1lb N2 MO
Tilc N2 MO
T2a N2 MO
MA
T2b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
Evre lll Tla N3 MO
T1lb N3 MO
Tilc N3 MO
1B T2a N3 MO
T2b N3 MO
T3 N2 MO
T4 N2 MO
T3 N3 MO
e T4 N3 MO
Herhangi bir T |Herhangi bir N |Mla
Evre IV IVA Herhangi bir T |Herhangi bir N M1b
VB Herhangi bir T |Herhangi bir N |Mic

2.2.1. Genel bilgi

Otofaji terimi, Yunanca’dan turetilmis ve anlami ‘kendini yemek’ olarak cevrilebilecek

bir terimdir. Bu terim ilk olarak, 40 yili agkin sire o6nce Christian de Duve’'un, rat
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karacigerlerinde yaptigi calismada, mitokondri ve diger hiicre i¢i yapilarin lizozomlarda
degradasyonunu tanimlamak icin kullaniimistir (Deter vd 1967). 2016 yilinda Nobel
odulinin, Fizyoloji ve Tip alaninda, otofaji mekanizmasinin aydinlatiimasi Uzerine yaptigi
calismalar nedeniyle Yoshinori Ohsumi’ye verilmesi bilim dinyasinin ilgisinin bu hiicresel
mekanizma Uzerine yogunlasmasina neden olmustur. Otofaji mekanizmasini aydinlatma
amagch yapilan ilk calismalar mayalardaki (Saccharomyces cerevisiae) otofajiden sorumlu
genlerin tanimlanmasiyla baglamistir. Bu calismalarda gerceklestirilen genetik tarama
testleri neticesinde ginimuize kadar 32 farkl otofaiji iligkili gen (Atg “AuTophaGy-realated’
genleri) tanimlanmig ve bu genlerin, cogu mantarda, bitkilerde, solucanlarda, sineklerde ve
memelilerde énemli dlgide korundugu gézlemlenmistir (Klionsky 2007, Nakatogawa vd
2009). Yapilanilk galismalar, otofajinin besin yetersizligi ile indiklenen ve makromolekdillerin
lizozomlar araciligiyla hucre ici yikimini saglayarak bu yikim Urdnlerinin geri kazanimi ile
hicrenin stres sartlarina uyum saglamasina yardim eden bir mekanizma oldugunu ortaya
koymustur (Ohsumi 2001, Shintani vd 2004). Ancak son yillarda otofajinin bu goérevinin
yanisira, metabolizmanin dizenlenmesi, morfogenezis, hiicre yaglanmasi ve farklilagsmasi,
hicre 6lumu, dogal ve adaptif immun sistemde de rol oynadigi gosterilmistir. Ayrica otofaiji
mekanizmasindaki bozukluklarin basta kanser, nérodejeneratif hastaliklar, kardiovaskuler
hastaliklar olmak Uzere cesitli patolojik streglere neden oldugu bilinmektedir (Mizushima vd
2008, Yang ve Klionsky 2010).

Makrootofaji, mikrootofaji ve saperon-aracili otofaji olarak tanimlanmis 3 tip otofaji
mekanizmasi vardir. Her GU¢ mekanizmada da sitoplazmik bilesenlerin bir kesecik icerisine
alinarak bu kesecigin lizozomlarla birlesip kesecik igeriginin proteolitik degradasyonu
gercgeklestirilir. Makrootofaji; sitoplazmik kargonun, otofagozom olarak adlandirilan gift
membranli vezikiller icerisine alinarak lizozomlarla birlesmesi sonucunda olusan
otolizozomlara dagitilma prosesidir. Makrootofaji pek c¢ok hlicrede bazal dizeyde
gerceklesen, protein pargalarinin ve hasarli organellerin pargalanmasinda rol oynar.
Mikrootofaji, sitozolik komponentlerin, lizozom membraninin ice ¢gdokmesiyle igeri alinarak
degrade edilmesidir. Hem makrootofaji hem de mikrootofaji blylk yapilari segici ya da segici
olmayan mekanizmalarla vezikll icerisine alabilir. Saperon-aracili otofajide, hedeflenen
proteinler, lizozomal membran reseptorleri tarafindan taninan Hsc-70 gibi saperon
proteinleriyle kompleks olusturarak lizozomal membrandan transloke edilerek degrade
edilir. Saperon-aracili otofaji, KFERQ motifli proteinleri taniyarak lizozom zarina tasidigi igin
segici mekanizma ile degradasyon s6z konusudur (Glick vd 2010, Oz Arslan vd 2011). Tez

calismamiz, baslica otofaji mekanizmasi olan makrootofaji tizerine yodunlastigdi igin, genel
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literatlr kullanimina da uygun olarak, tez icerisinde ‘otofaji’ olarak adlandirilan mekanizma
ile kastedilen ‘makrootofaji'dir.

Otofaji, degrade edilecek bilesenin vezikil igcine alinmasinin hedeflenerek programli
sekilde gerceklestiriimesine gore secici ve secici olmayan otofaji seklinde de incelenebilir.
Makrootofaji de aslinda secici olmayan otofaji olarak nitelendirilebilinir. Segici olmayan
otofajide degrade edilecek sitoplazmik bilesenler c¢ift membranli vezikiller olan
otofagozomlar igerisine hedefli olmayan sekilde alinarak yikilirken, segici otofajide
mitokondri, peroksizom, lizozom, ER, ribozomlar, lipid damlalari, patojenler, belirli serbest
proteinler ve RNA’lar otofagozom igerisine hedeflenerek alinir ve degrade edilirler (Kocatlrk
vd 2019). Segici otofaji kargo reseptorlerini ve adaptoérlerini kullanarak hedeflenen kargoyu
otofagozom membranindaki LC3 protein ailesi Uyelerine baglar. Kargo reseptdrleri bir ya da
daha fazla LIR (LC3 Interacting Region-LC3 Etkilesim Bolgesi) domeyni icererek
otofagozom membranindaki LC3 proteinlerine baglanirlar. Ayrica ubikutinlenmis proteinlerin
otofagozomlara segici otofa;ji ile alinmasina yarayan bir diger kargo reseptér domeyni de
ubikutin iligkili domeyn (UBA)dir (Lamb vd 2013). Segici otofaji tipleri de hedef alinan
organel veya kargoya gore isimlendirilmistir. Asiri sayidaki hasarli mitokondrilerin otofaiji ile
degradasyonu ‘mitofaji’, peroksizomlarin degradasyonu ‘peksofaji’, lipid damlalarinin
degradasyonu ‘lipofaji’, ER ve ribozomlarin degradasyonu ‘retikllofaji ve ribofaji’, pankreas
hicrelerinde salgi granullerinin degradasyonu ‘zimofaji’, néral hastaliklarda galisilan protein
agregatlarinin degradasyonu ‘agrefaji’, intraseluler istilaci patojenlerin degradasyonu ise
‘ksenofaji’ olarak spesifiklestiriimistir (Reggiori vd 2012).

Makromolekullerin otofaji araciligiyla geridonidsime alinmasi, hicrelere besin
yoksunlugu, oksidatif stres, hipoksi, ER stresi, metabolik stres gibi stres kosullari altinda
sagkalim avantaji saglar (Kroemer ve Piacentini 2015). Ayrica segici otofaji ihtiyaca gore
organel sayisinin kontrol altinda tutulmasini, disfonksiyonel bilesenlerin eliminasyonunu,
ubikutin-proteozom sistemiyle is birligi yapip patojenlerin uzaklastiriimasini da gerceklestirir.
Ancak belirli kosullar altinda otofajinin asiri ya da dizensiz aktivasyonu hicre 6limine
sebep olabilir. Bu ylzden hiicre tipine, uyarana, kosullara ya da mevcut hastalik tirine
bakilmaksizin otofajiyi sadece bir 6lim ya da sagkalim yolagi olarak nitelendirmek dogru
degildir. Hipoksi ve/veya besin yoksunlugu ya da oksidatif stres gibi stres kosullari altindaki
bir tumor géz dntne alindiginda kanser hicreleri otofaji mekanizmasini kendi yararlarina
kullanirlar (Kenific ve Debnath 2015). Ayrica kanser hucreleri, metastazin adimlari olan
dolasima migrasyon, damar c¢eperine tutunma, ekstravazasyon ve Kkolonizasyon

asamalarinda kargsilastiklari gevresel streslere direnmek igin otofajiden yararlanirlar. Yani
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otofaji araciliiyla sitoplazmik bilesenlerin geri donisimi kanser hicrelerine sagkalimi
destekleyen esansiyel faktorleri ve strekli enerji kaynagi sunar ve bu da timorin metastatik
gucunu ve reklrrensini destekler (J. Su vd 2015, Vera-Ramirez vd 2018).

2.2.2. Otofajinin fizyolojik rolleri

- Hicresel homeostazin korunmasi

Bazal sartlarda otofaji, uzun dmdarla ve yanlis katlanmig proteinlerin degradasyonunu
saglayarak hicresel bilesenlerin kalite kontrolini ve hucresel homeostazin korunmasini
saglar (Glick vd 2010). Bu kalite kontroliin énemini agiklayan bir érnek vermek gerekirse;
otofaji mekanizmasindaki aksakliklar nedeniyle néronlarda protein agregatlarinin ve hasarli
organellerin birikimi sonucu Alzheimer, Parkinson, Hungtington ve amilotrofik lateral
sklerozis gibi bircok nérodejeneratif hastalik ortaya ¢ikabilmektedir (Son vd 2012, Nixon
2013).

- Stres vanitinin diizenlenmesi

Besin yoklugu, oksidatif stres, hipoksi ya da enfeksiyon gibi hiicresel stres sartlarinda

otofaji hlicreyi koruyucu ve adaptif bir rol oynar.

- Starvasyona badli stres yaniti

Starvasyon suresince otofaji DNA, RNA, karbohidratlar, proteinler ve trigliseridler gibi
makromolekulleri degrade eder. Boylelikle, nikleozidler, amino asitler, sekerler ve serbest
yag asitleri daha sonrasinda yeniden sentezlenecek olan biyomolekullerin ve hucresel
fonksiyonlari igcin gerekli olan ATP’nin sentezinde kullaniimak Uzere hilcrede

bulunabilecektir.

- Hipoksik kosullara yanit

Otofaji, dlsuk oksijen seviyesinin neden oldugu stresi azaltmak igin indUklenebilir
(Karantza vd 2007). Oksijen yoksunlugunda induklenen birincil faktér olan HIF-1a (Hipoxia
inducible factor-1a), Bcl-2/Beclin1 kompleksini bozarak otofajiyi indikleyen BNIP3

ekspresyonunu arttirarak bu yanita aracilik eder (Bellot vd 2009).
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- Enfeksiyona yanit

Otofaji hiicresel homeostazi korumasinin yanindan intraselller mikrobiyal enfeksiyon
durumunda da rol oynar. Otofaji mekanizmasi ile Mycobacterium tuberculosis, Salmonella
typhimurium ve Grup A Streptococcus gibi istilaci patojenler yakalanir ve bunlar degrade
edilmek Uzere lizozomlara génderilir. intraselliler patojenlerin bu sekilde uzaklastirilmasi

‘ksenofaji’ olarak adlandirilan segici otofajiye bir drnektir.

- Oksidatif stres ve mitokondriyal hasara yanit

Serbest radikallerin asir Uretimi hicre i¢i molekullere ve organellere zarar verebilir.
Oksidatif stres PERK-elF2a-ATF4-CHOP yolagi ile aktive edilebilir ve otofajiyi indukleyebilir
(B’Chir vd 2013). Serbest oksijen tdrlerinin (ROS) artan Uretimi JNK1 gibi Bcl-2'yi
fosforilleyerek otofajiyi indukleyen MAPK’lari (mitojen-aktive protein kinaz) aktive edebilir.
Fosforillenen Bcl-2, Beclin1 ile kompleks olusturamaz ve Vps34 kompleksine katilir ve
otofagozom olusumunun baslatiimasina neden olur (Liang vd 1998, Oberstein vd 2007, Son
vd 2011). Ayrica ROS hasarini sinirlandirmak igin hasarli mitokondriler segici otofajinin turi

olan ‘mitofaji’ ile degrade edilir (Kroemer vd 2010, Filomeni vd 2015).

2.2.3. Otofajinin regiilasyonunda rol oynayan molekiiler mekanizmalar

Normal kosullar altinda otofaji uzun 6murla proteinlerin yikimini saglayan diger yandan
kisa dGmdarla proteinlerin proteozomal yikimina tamamlayici bir mekanizma olarak davranir.
Otofaji aglik, hipoksi, mitokondriyal hasar gibi gesitli stres kosullarinda indiklendiginde uzun
Omdrlu proteinleri ya da organelleri igeren sitoplazma igerigi “izolasyon membrani” olarak
da isimlendirilen sisternal bir membran olan ‘fagofor’ ile ¢gevrelenir. Fagoforlar, memelilerde
orijinlendigi yapinin ne oldugu konusu zamaninda tartigmali da olsa ER, trans-Golgi ya da
endozomlardan kdken alan ¢ift katmanli lipid yapidadir. Ktistakis ve arkadaglari fagoforlarin,
fosfotidil inositol 3-fosfat iceren ‘C’-seklindeki ‘omegazom’ adi verilen (‘Q’ omega isaretine
benzedigi icin) ve ER ile dinamik sekilde baglantili yapilardan koken aldidini one
surmaslerdir (Axe vd 2008, Simonsen ve Tooze 2009). Elektron mikroskop analizleri fagofor
ve ER arasindaki direkt baglantiyr gostermistir (Hayashi-Nishino vd 2009, Yla-Anttila vd
2009). Fagofor daha sonra ‘otofagozom’ olarak bilinen ¢ift membranli vakuolleri olugsturmak
icin uzar, genisler ve protein agregatlari, organeller ve ribozom gibi yapilari igine alarak
kapanir. Sitoplazmik kargo ile yUkli olan otofagozomlar, dinein motorlarini kullanarak

mikrotubuller Uzerinde mikrotlbul organize edici merkeze dogru ilerler ve lizozom ile birlegir
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ve bu flizyon yapiya ‘otolizozom’ adi verilir. Otofagozom iceridi lizozomal asit proteazlar
tarafindan degrade edilir. Lizozomal membrandaki permeazlar ve tasiyici proteinler
araciligiyla, degradasyon Urlnleri ve amino asitler tekrar sitoplazmaya eksport edilerek
yeniden makromolekil sentezi ve metabolizma igin kullanima sunulur (Mizushima 2007).
Tdm bu slre¢ i) baslama ii) nukleasyon iii) olgunlasma ve iv) lizozom ile birlesme ve
degradasyon olarak temel 4 basamakta incelenebilir (Sekil 2.6). Bu basamaklarin
regulasyonunda rol oynayan molekller mekanizmalar mayalardan insanlara kadar

korunmusgtur ve 40 farkli ATG geni bu mekanizmada rol oynar.
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Sekil 2.6 Otofaji mekanizma basamaklarinin sematik gosterimi

-Baslangic asamasi

Otofagozomlarin olugsmasi igin ilk adim olan baglangi¢c asamasi, memeli hiicrelerinde
amino asit yoksunlugu gibi gicli bir uyarim sonrasinda ER membranindan kdken alan
omegazom olugumu ile baglar (Axe vd 2008). TOR (target of rapamycin) proteini
(memelilerde mMTOR) otofajinin majér regulatéri olan bir serin-treonin kinazdir. mTOR,
otofaji ile iligkili olan iki farkli kompleks igerisinde yer alir mTORC1 ve mTORC2. mTORC1
kompleksini olusturan proteinler; ULK1/2, Atgl3, Atgl01, FIP200 ve RAPTOR iken
MTORC2 kompleksi mLST8, RICTOR, mSIN1 ve PROTOR proteinlerinden olusur.
MTORC1 kompleksi besin-iligkili sinyallere daha duyarlidir ve otofaji ¢ogu durumda
MTORC1-bagimli olarak mTORC?’in inhibisyonu ile indUklenir (Ravanan vd 2017). AMPK

(AMP-aktive protein kinaz), azalan ATP dizeyi sonucu biriken AMP ile etkilesime girerek
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konformasyonel dedisime ugrayan ve aktive olan heterotrimerik bir enzimdir. AMPK
aktivasyonu, TSC2 kompleksini aktive ederek ve RAPTOR'’u inhibe ederek mTORC1
aktivitesini bloke eder. Bunun yaninda AMPK, ULK1'i fosforilleyerek aktive eder ve ULK1’in
MTORC1 kompleksinden ayrilmasina neden olur. Bazal blyime kosullarinda lizozom
membraniyla iliskili olan mTORC1, ULK1/2-Atg13-FIP200 kompleksi ile birliktedir ve bu
birliktelik ULK1/2 ve RAPTOR arasindaki dogrudan baglanti sayesinde gerceklesir. Aktif
MTOR, Atgl3 ve ULK1/2'yi fosforilleyerek ULK1/2’nin kinaz aktivitesini baskilar. Ancak
besin yoksunlugu ya da kimyasal muamele sonucu mTOR’un inhibe olmasiyla ULK1/2,
MTORC1 kompleksinden ayrilir ve otofosforillenir. Aktif ULK1/2, Atg13 ve FIP200’G
fosforilleyerek  kompleks halde (ULK1/2-Atg13-FIP200-Atg101) pre-otofagozomal
membrana transloke olur ve burda Atg9 ile etkilesim sonucunda Sinif Il fosfotidil inositol 3
kinaz (PI3K) kompleksi membranlara cagirilir ve aktive edilir. Atg9 c¢ok gecisli bir
transmembran proteindir ve Golgi kompleksinden membran yapilarini, olugacak olan
otofagozom boélgesine tasir (Li Yu vd 2018). Tum bu slre¢ sonucunda otofaji indiklenmis
olur (Alers vd 2012, Ravanan vd 2017, Kocatlrk vd 2019). Bu suregte rol oynayan molekuler

mekanizmalar Sekil 2.7’de 6zetlenerek gosterilmistir.

- Nukleasyon asamasi

Fagofor ya da izolasyon membrani olarak adlandirilan ‘C’ sekilli yapilarin olusumunu
ifade eden otofajinin ‘nikleasyon’ adiminda oncelikli rold Sinif 1ll PI3K kompleksi oynar.
Vps34 (vesicular protein sortin 34), Beclinl (maya Atg6 ortologu), p150, AMBRAL, Atg14 ve
Atg9 bu komplekste yer alan proteinlerdir. Vps34, substrat olarak kullandigi fosfotidilinositol
lipidleri (PI) fosfotidil inositol trifosfata (PI3P) donusturir. PI3P’ler fagofor uzamasi ve diger
Atg proteinlerinin fagofora ¢agirilmasi i¢in esansiyeldir. Beclinl, BH3 domaini nedeniyle anti-
apoptotik protein Bcl-2 ile etkilesimde olan bir proteindir ve bu etkilisimi otofajiyi inhibe eder.
Ancak aclik indUklu sinyal sonrasinda Bcl-2’nin Jnk-aracili fosforilasyonu sonucu Beclinl
Bcl-2’den ayrilir ve Vps34 ile etkilesime girerek membran nikleasyonunu destekler.
AMBRAL, ULK1 tarafindan fosforillenerek dinein motor kompleksinden ayrilir ve sonra
fagofor olusum asamasinda Beclin1’e baglanmak Uzere ER’ye transloke edilir (Di
Bartolomeo vd 2010). Vps34-Beclinl kompleksinin aktivitesi Beclinl-bagiml olarak Barkor
(Atgl4L), RUBICON (negatif regulatér), VMP1, Bcl-2 (negatif regulatér), BIF-1 ve UVRAG
gibi proteinler araciligiyla regile edilir. Kompleksin diger bir Uyesi p150 (mayalardaki
Vps15'e benzer) Vps34'Un dizenleyicisidir ve PI3K ile etkilesimi lipid kinaz spesifik

aktivitesini arttirir (Panaretou vd 1997). Vps34-aracili PI3P’nin enzimatik tretimi, PI3P-



28

baglayici domain iceren otofaji proteinleri (WIPI1-4 ve DFCP) icin tutunma alanlari saglar ve
sure¢ izolasyon membranin olgulasma adimi yoninde islemeye devam eder (Mauthe vd
2011).

-Olgunlasma asamasi

Olgunlasma adimi kimi kaynaklarda ‘uzama’ olarak da adlandirilan ve izolasyon
membraninin otofagozom olusumu tamamlanana kadar genigleyerek degrade edilecek
icerik etrafinda uglardan birlesip kapanmasi sdrecidir. Bu surecin yurttilmesini 2 ubikutin
benzeri konjugasyon sistemi olan Atg5-Atgl2 konjugasyon sistemi ve LC3-PE sistemi
ustlenir. Atg5-Atgl2 konjugasyon sistemi, Atg7 (El-benzeri enzim), Atgl0 (E2-benzeri
enzim) ve Atg16L1 gibi Gyeleri de barindirir. Atg7, Atg12’yi aktive ederek E2-benzeri ubikutin
tasiyici protein olan Atg10’a transfer eder. Atg10, Atg12'nin AtgS'e lizin 130 (K130)
rezidusunden kovalent konjugasyonunu katalizler. Atg5-Atgl2 konjugasyonunu takiben
Atg16L1 ¢agrilarak konjugasyona dabhil olur ve E3-benzeri fonksiyon gdsteren Atg5-Atgl2-
Atgl6L1 kompleksi (800 kDa) olugur. Bu kompleks, ikinci konjugasyon sisteminin
gerceklesmesi icin E3-benzeri enzim aktivitesine sahiptir ve fagofora, uygun blkey yapisini
verir. ikinci sistem, LC3 proteinine bir lipid molekili olan fosfotidiletanolaminin (PE)
konjugasyonunu icerir. Onciil LC3 proteini Atg4 tarafindan kesilir ve LC3-1 olarak
adlandirilan serbest sitozolik bir protein olusur. Bu kesilme sonucu agiga ¢ikan karboksi
ucundaki glisin rezidilerine PE konjugasyonu Atg7 ve Atg3 tarafindan gercgeklestirilir.
Olusan PE takil LC3 proteini LC3-II olarak adlandirilir ve gift kath otofgozom membraninin
her iki katmaninda da bulunur (Nakamura ve Yoshimori 2017). Bu yluzden de
otofagozomlarin tespitinde dolayisiyla da otofajinin tespitinde bir belirte¢ olarak kullanilir
(Kabeya vd 2000, Hanada vd 2007, Nakatogawa vd 2007).
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Sekil 2.7 Otofaji mekanizmasinin dizenlenmesinde rol oynayan temel molekiler
mekanizmalarin sematik gosterimi

- Lizozom ile birlesme ve degradasyon asamasi

Otofagozom olusumunun tamamlanmasindan sonra degrade edilecek icerigi
hapseden otofagozomlarin, degradasyonun gerceklesecedi lizozomlarla birlesmesi gerekir
ve olusacak olan yeni yapi ‘otolizozom’ olarak adlandirilir (Mizushima 2007). Bunun igin
otofagozom ve lizozomlar birbirilerine dodru yaklagsmalidir, daha sonra SNARE-aracili
fuzyon gergeklesir. Otofagozom-lizozom fizyonunun ilk adiminda, dis otofagozomal
membran tek katli lizozom membraniyla birlesir. Tam birlesme i¢ otofagozomal membranin
lizozomal hidrolazlar tarafindan degradasyonuyla ve otofagozom igeriginin lizozom
Ilimenine maruz kalmasiyla gergeklesir. Flizyonun tam olarak saglanmasinda sitoiskelet
elemanlari ve iligkili motor proteinleri, birlestirici faktorler, fosfolipidler ve spesifik SNARE
kompleksleri rol oynar. Starvasyon kosullarinda intraselller pH’taki degisimler lizozomlarin
perinidklear bdlgede kiimelenmesine, otofagozomlarin ise hicrenin periferalinde rastgele
olusmasina neden olur. Olusumunu tamamlayan otofagozomlar mikrottibullere baglanarak
mikrotubul boyunca transporte olur ve lizozomlarin bulundugu perinuklear bdlgelerde
yogdunlasirlar. Dinein ve kinezin motor proteinleri otofagozomlarin mikrotubull Gzerinde
lizozomlara dogru tasinmasini saglar. Mikrotubul-kdkenli motor proteinlerinin yanisira
MYO6/miyozin VI ve MYO1/miyozin | gibi aktin-kdkenli motor proteinleri de otofagozom-
lizozom fiizyonunda rol oynar (Yu vd 2017).

Baslangigta otofaji degrade edecegi igerigi rastgele segen bir mekanizma olarak

tanimlansa da son zamanlarda yapilan galismalar farkh otofaji reseptoérlerinin spesifik
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kargolari taniyarak degradasyona sectigini gostermistir. Bu da secici ve segici olmayan
otofaji ayrimina neden olmustur (Glick vd 2010, Ravanan vd 2017). SQSTML1 (p62), NBR1,
NDP52 (CALCOCO2), OPTN ve BNIP3L segici otofajide rol oynayan otofaji reseptorleridir.
Bu reseptorlerden bazilari hedef kargoya baglanip ubikutinleyebilir. Ayrica bazi reseptoérler
LIR (LC3-etkilesim bdlgesi) motifleri tasirlar ve bu motifler ile olgunlasmaya devam eden
heniz kapanmamis otofagozom membranin i¢ vylzeyindeki LC3’lere baglanarak
otofagozomun kendi etrafinda olusmasini saglar. Bu otofaji reseptdrleri genelde kargoyla
birlikte lizozom flizyonundan sonra degrade olur ve bu ytuzden hicresel dizeyleri otofaji
aktivasyonunun artmasiyla diser. Bu da onlarin otofajik aktivitenin élgimi icin belirteg
olarak kullanimini saglar (Lamb vd 2013, Akkog ve Gdzuagik 2018).

Otofagozom-lizozom flizyonu sirasinda SNARE proteinleri, integral proteinleri (6r:
LAMP-2) ve RAB proteinleri (6r: RABS ve RAB7) gibi birgok protein kompleksi rol oynar.
SNARE proteinlerinden olan STX17, SNAP29, VAMP8 ve HOPS (homotipik fizyon ve
protein siniflandirma) kompleksi bu proseste yer alir. Membran fuzyonu boyunca farkh
membranlar Uzerindeki R-SNARE ve Q-SNARE proteinleri biraraya gelerek fuzyon igin
gereken kuvveti saglayacak trans-SNARE kompleksini olusturur. Memelilerde otofagozomal
Q-SNARE, STX17'dir. Otofajinin indiklenmesi ile normal sartlarda ER ve mitokondri
membraninda bulunan STX17, otofagozom olusumunun bitmesine yakin otofagozom
membranina g¢agirilir. Otofagozomal STX17, SNAP29 ve VAMP8 (lizozomal R-SNARE) ile
etkileserek trans-SNARE kompleksini olusturur ve otofagozom-lizozom flizyonuna aracilik
eder. Birlesme faktorleri bu asamada rol oynayan diger bir grup proteindir. Bunlar 3
kategoriye ayrilir: HOPS (homotipik fizyon ve protein siniflama) kompleksi, RAB7 ve
otofagozomal ve lizozomal komponentleri temel flizyon mekanizmasina baglayan
adaptorler. Otofagozom-lizozom flzyonundaki temel birlestirici faktérler HOPS
kompleksidir. HOPS’lar; Vpsl1l, Vpsl16, Vpsl8, Vps33A, Vps39 ve Vps4l proteinlerini
kapsayan korunmus bir komplekstir. HOPS kompleksi STX17 (Q-SNARE) ile etkilesir ve
otofagozom-lizozom fizyonunu saglayan trans-SNARE kompleksinin  olusumunu
kolaylastirir (Yu vd 2017). Bu asamada rol oynayan birgok adaptér protein otofagozom
membrani ve lizozom membrani Uzerindeki flizyon proteinleri arasinda baglanti kurar
(EPG5, PLEKHM1, TECPR1). Otofagozom-lizozom flzyonu dig otofagozom membraninda
tamamlaninca lizozom igeridi iki otofagozom membrani arasina geger ve ic membranin
degradasyonu gercgeklesir ve otofagozomal kargonun degradasyonu baslamis olur (Sekil
2.8).
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Sekil 2.8 Otofagozom ile lizozomun birlesmesinin ve bu asamada rol oynayan baslica
proteinlerin sematize gosterimi (Yu vd 2017 kaynagindan taslak alinarak gizilmistir).

2.2.4. Programli hiicre 6lim mekanizmasi olarak “otofajik hiicre olimii”’

1972 yihinda Kerr ve arkadaslari tarafindan yayinlanan galismada arastirmacilar hiicre
6lim mekanizmalarini iki baslik altinda siniflandirarak genetik olarak kontrol edilebilen hiicre
Olum tipini ‘apoptoz’, pasif ve kazara olan hicre 6lim tipinin de ‘nekroz’ oldugunu belirttiler
(Kerr vd 1972). 1990 yilinda ise Clarke tarafindan morfolojik degerlendirme sonucu hticre
olimu 3 alt kategoride incelendi. Tip | hiicre 6limu olarak belirtilen apoptotik hiicre élimd,
Tip Il hicre 6luma olan otofajik hicre olumu, Tip Il hicre 6limi ise lizozomal olmayan
vezikul degradasyonu olarak tanimlanmis ve Tip IlIA ve Tip IlIB olmak Gzere 2 alt tipte
incelenmistir. Ancak Hicre OIimi Komitesinin 2018 yilinda, hicre 6lum tipi
siniflandirmasini  sadece morfolojik olarak degil molekiler, genetik, biyokimyasal,
farmakolojik ve fonksiyonel mekanizmalariyla da degerlendirerek guncellemistir. Bu
glncelleme sonucu; intrinsik apoptozis, ekstrinsik apoptozis, immunojenik hicre 6lumd,
otofaji-bagimli hicre 6luma, lizozom-bagimli hicre 6lumi, NETotik hicre dluma, entotik
hicre olimu, parthanatos, piroptozis, ferroptozis, nekroptozis, MPT-gidimli nekrozis
olarak 12 baglik altinda siniflandirma yapilmistir (Galluzzi vd 2018). Yine 2018 yilinda farkli

iki galisma grubu iki yeni hicre 6lum tipini (alkaliptozis ve okseiptozis) de siniflandirmaya
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dahil ederek bu sayiyi 14’e gikarmistir (Holze vd 2018, Song vd 2018). Goraldigi gibi ilk
calismalarla bir sagkalim destekleyici mekanizma olarak ortaya ¢ikan otofaji glincel veriler
ile ayni zamanda programli hiicre 6lim mekanizmalarindan biri olarak kabul gérmustir. Bu
konudaki ilk ¢calismalarda, élen hicrelerin sitoplazmasinda otofagozom ve otolizozomlarin
birikimi gdzlenmistir ve ‘otofajik hiicre 6limuU’ terimi literatlire girmistir (Schweichel ve Merker

1973). Otofajinin hicre olimuyle iliskisi bilimsel komiteler tarafindan ¢ ayri sekilde ele

alinmistir:
i) Otofaji-iligkili hlcre olimi: otofajinin indliklenmesi apoptozun (ya da diger
Olim yolaklarinin) indiklenmesi ile ¢akisir ancak otofaji bu dlimde aktif rol
oynamaz, otofaji mekanizmasi galismaya devam eder
i) Otofaji-aracili hicre 6lima: otofajinin indiksiyonu apoptozu uyarir ve sistem
apoptoz ile devam eder.
iii) Otofaji-bagimli hicre 8limua: hdcre 6lumd apoptoz ve nekrozdan badimsiz

olarak otofaji indiiksiyonu ile gerceklesir.

Otofajik hicre élimindn morfolojik karakteristiklere gore tespiti yapilabilse de bunun
nedensel ozellikleri hala tam olarak netlestiriiememis bir konudur. Otofaji ve diger 6lim
yolaklari arasindaki etkilesim ve is birligi otofajinin hiicre 6liminde oynadigi rollerin tespitini
zorlastirmaktadir. Bir hiicre 6limU otofajinin baskilanmasi ile dnlense dahi buna ‘otofa;ji-
bagimli hicre 6lumu’ diyebilmek igcin hem apoptozun hem de nekrozun bu hticre éliumuyle
iligkili olmadigini gbsteren kanitlar olmasi gerekmektedir.

Otofaji-bagimli hicre 8lumandn bir formu olarak adlandirilan ‘otozis’, starvasyon ya
da Beclinl-tirevli peptid muamelesi sonucu plazma membranindaki Na*/K*-ATPaz'lara
bagli olarak meydana gelir ve 6len hticreler apoptotik ve nekrotik morfolojik karakteristikler
gOstermez. Ayrica bu hicre 6lumd Atg13 ve Atg14’Gn knockdownu ya da otofagozom
olusumunun kimyasal inhibisyonu ile énlenebilir (Liu vd 2013, Xie vd 2016). Otozis, hipoksi-
iskemik hasar sonucu yeni dogan farelerin beyinlerinde meydana gelir. Otofaji-bagimli hiicre
O6lumUndn apoptoza gidemeyen memeli hiicrelerinde meydana geldigini gosteren kanitlar
da mevcuttur (Shimizu vd 2004, Arakawa vd 2017, Lamy vd 2013). Otofaji-bagimli hiicre
olimu goézlenen hicreler starvasyon-indikli otofaji stirecindeki hlicrelerle kiyaslandiginda
otofajik vezikullerin sayica ve boyutc¢a ¢ok arttigini ve bir otofajik hiperaktivasyon sézkonusu
oldugu goézlenmistir. Ayrica 6len hicrelerde degrade olmus mitokondri, intraselller
membranlar ve sitoplazmik materyaller oldugu saptanmistir. Bu bulgular asin otofaji
aktivasyonunun sitoplazmik bilesenlerin asiri tuketimine neden olarak hayati organellerin

degradasyonuyla hicrenin 6lime gitmesine neden oldugunu géstermektedir. Otofajik hicre
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olimune bir diger érnek de katalazlarin otofajik degradasyonu sonucu artan reaktif oksijen
turlerinin sebep oldugu otofajik hicre olimudir (Yu vd 2006). Otofaji ya da apoptoz
regulasyonunda rol oynayan bazi proteinler bu iki yolak arasinda baglanti saglamaktadir.
Ornegin p53, apoptozun indiikleyicisi olmakla birlikte DRAM adli hedef proteininin artan
ekspresyonuyla otofajiyi indtkler (Crighton vd 2006). Beclin1, otofaji reglilasyonununda rol
oynayan anahtar proteinlerden biridir ve antiapoptotik protein olan Bcl-2 ve Bcl-xL ile ayri
ayri kompleks olusturabilir. Bu etkilesim ile otofaji baskilanirken apoptoz indiklenir. Ancak
kompleksin dagiimasiyla Beclin1-bagimli otofaji induklenirken apoptoz baskilanir (Pattingre
vd 2005).

2.2.5. Otofaji ve kanser

Otofaji, kanser progresyonunda karmagik ve paradoksal bir role sahiptir. TUmor
hicresinin kaderinin otofaji tarafindan belirlenmesi kanserin tlrine, evresine ve genetik
Ozelliklerine baghdir (Eisenberg-Lerner ve Kimchi 2009). Bir sagkalim yolagi olarak otofaji
yanhs katlanmis proteinleri, hasarli organelleri ve ROS’u uzaklastirarak hicreyi koruyucu
etki gosterir ve bunun sonucunda mutasyonlara ve bu mutasyonlarin birikimi sonucunda
olusabilecek kansere bir engel teskil eder. Fakat kanserin ilerleyen evrelerinde otofaji hala
daha hicrenin sagkalimini destekleyici etkisini gdstermeye devam ederse ve kanser hicresi
otofaji-bagimli hicre élumine de ydnelmiyorsa kanser hicreleri igin otofaji mekanizmasi
metabolik ihtiyaglari karsilayan ve hizli proliferasyonu destekleyen onkogenik bir
mekanizma haline gelecektir (Yang vd 2011, White 2012). Otofaji, kanser progresyonunda
rol oynayan hucre proliferasyonu, hicre déngusu kontroll, anjiyogenez, invazyon ve
metastaz, apoptozdan kagis ve metabolizma regullasyonu gibi belli bagli mekanizmalarin
regllasyonuna katilarak progresyonu iyi ya da koéti yonde etkileyebilir. Calismalarin
¢ogunlugunda otofajideki fonksiyon bozukluklarinin genomik instabilite, timdrogenez ve
malign transformasyonla iliskilendirildigi icin otofaji bir tumoér baskilayici mekanizma olarak
ele alinmigtir (White 2012). Otofaji iligkili gen olan Beclin1’de monoallelik delesyon bulunan
farelerde tumor gelisimi saptanmistir ve meme, over ve prostat kanserlerinin %40-75’inde
Beclin?’in allelik kaybi gézlenmistir (Aita vd 1999, Liang vd 1999, Shen vd 2008). Bu nedenle
kanitlar Beclin1’in bir tUmoér baskilayici olarak rol oynadidini ortaya koymaktadir. Beclin1
regulasyonunda pozitif regulatér olan UVRAG ve BIF-1 proteinlerinin de kolon, gastrik,
meme, prostat ve bdbrek kanserlerinde monoallelik delesyonlari ya da mutasyonlari tespit

edilmistir (Kung vd 2011). Bir diger otofaji dizenleyici protein Atg4C, farelerde kimyasal
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olarak indiklenen fibrosarkomalarin ¢ogunda disik ekspresyon goéstermis ve aday bir
timor baskilayici olarak raporlanmistir (Kimmelman 2011). Hem timérogenezde hem de
otofaji regulasyonunda dnemli rol oynayan PI3K/Akt yolaginda rol oynayan birgcok Uyenin
fonksiyon kaybi da bu iki hiicresel mekanizmayi birbirine baglayabilmektedir (Roy ve
Debnath 2010, Noguchi vd 2014). Bir timor baskilayici gen olan PTEN’'de meydana gelen
fonksiyon kaybi mutasyonlari ve anormal PI3K-Akt-mTOR sinyalleri malignant hiicrelerde
otofajide dusiise sebep olabilir. Buda mTOR’un inhibe ettigi AMBRA-1 tarafindan defosforile
olan c-myc sonucu dizenlenen hiicre proliferasyonunda artisa sebep olur ve sonug olarak
otofajideki baskilanma timor progresyonuna neden olabilir. Ayrica otofaji inhibisyonuyla
biriken p62 agregatlari sitotoksisiteye, oksidatif strese ve DNA hasarina yol agar. Bu
fenomen birgok kanser tiriinde saptanmis ve kétl prognoz ile iligkilendirilmistir (Kimmelman
2011, Noguchi vd 2014). Tium bu g¢alismalarin sonuglari otofajinin timaor baskilayici olarak
rol oynadigini ve otofaji mekanizmasinda meydana gelen anormalliklerin timérogeneze
neden olabilecegini géstermektedir.

ileri evre timorlerde ise durum farklilik gdsterebilir, ¢iinkii otofaji proliferasyon
yetenegi artmis olan timor hicrelerinin yuksek eneriji intiyacini karsilama yoninde davranir.
Otofaji-aracii  makromolekiler degradasyon temel yapitaslarinin geridonisimuni
saflayarak kanser hucrelerinde artan metabolizmay! destekler ve bu sayede tumor
hicrelerini metabolik stres-indukli nekrozdan korur (Liu ve Ryan 2012). Ayrica dusuk
oksijen miktari HIF-1a-bagimli ve bagdimsiz otofaji induksiyonunu uyararak tumor
progresyonunu destekler (Bellot vd 2009). Bu nedenle otofajinin kimyasal inhibisyonu ya da
esansiyel otofaji genlerinin knockdownu tiimor hicrelerinin apoptoz sonucu Olmesiyle
sonuglanabilir. Ornegin farelerdeki genetik calismalar otofajik bir gen olan FIP200’Un
delesyonunun meme tumdrlerinde blyumeyi baskiladigini géstermistir (Wei vd 2011).
HRAS, KRAS, BRAF mutasyonu goézlenen kanserler otofajiye bagimlidir ve biylime
kosullarinda dahi bazal otofaji duzeyi yuksektir (Kim vd 2011). Bu hucrelerde otofajinin
kimyasal ve genetik olarak inhibisyonu saglandiginda pankreatik ksenograft modellerinde
ve genetik fare modellerinde timodr regresyonu bildiriimistir (Kimmelman 2011, Yang vd
2011, Yang vd 2011). Yani otofaiji ileri evre ve/veya belirli mutasyonlari tagiyan kanserler
icin strese toleransi arttirmasi, besin ve enerji ihtiyacini karsilamasi nedeniyle timor

hucrelerinin sagkalimini arttiran onkogenik bir mekanizma olarak da davranabilir.
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2.2.5.1. Kiigiik hiicre dig1 akciger kanserlerinde otofaji mekanizmasi

Klguk Hucre Digi Akciger Kanserlerinin (KHDAK) progresyonunda otofajinin oynadigi
rol diger kanser tlrlerindeki gibi kanserin evresine ve sahip oldugu genetik degisimlere gére
¢cift yonludur ve apoptotik yolaklar ile etkilesim s6z konusudur. 2018 yilinda Nakashima ve
arkadaslari tarafindan gercgeklestirilen klinik bir calisma sonucunda 67 KHDAK hastasindan
alinan tiumor dokularinda yapilan bir galisma sonucuna gére bu dokularda gbzlenen ylksek
otofaji duzeyi, artan tumor proliferasyonuyla ve kotu prognoz ile iligkilendirilmigtir.

Otofaji Akt, PI3K, Bcl-1 ve mutant p53 gibi farkli onkoproteinler tarafindan her zaman
inhibe edilir ve degrade edilmesi gereken proteinlerin (6rn: hicre proliferasyonuna neden
olanlar) hicrede asiri ekspresyonu gdzlenir. Diger taraftan otofajinin sirekli aktivasyonu
otofajik hicre dlumune ya da apoptoza neden olabilir. KHDAK hastalarinda en yaygin
goérilen  mutasyonlardan  biri adenokarsinomalarda %45-70, skuamoz hicre
karsinomalarinda %60-80 siklikla p53 mutasyonlari ve EGFR, KRAS, LKB1, PIK3CA ve
PTEN gibi genlerdeki diger sik gorulen mutasyonlar mTOR duzenleme mekanizmalariyla
yakin iligkilidir.

Normal sartlarda sitoplazmada Ilokalize olan p53, hicresel stres sartlarinda
fosforillenerek nikleusa transloke olur (Kruse ve Gu 2009). Nuiklear p53, otofajiyi
desteklerken, sitoplazmik p53 otofajiyi inhibe eder. Stres sartlarinda nukleusa gegen p53,
sestrin1 ve sestrin2 proteinlerinin ekspresyonlarini arttirarak AMPK-TSC2-mTOR yolagi
aracihgiyla otofajiyi uyarir (Budanov ve Karin 2008). Sitozolik p53 otofaji iligkili bir protein
olan FIP200 ile etkilesir ve yarigmali olarak otofajiyi inaktive eder. p53’un anti-otofajik roll
AMPK’nin inhibisyonu ve mTORC1 aktivasyonu ile de gerceklesebilir (Tasdemir vd 2008).

mTOR yolagindaki fonksiyon bozukluklari skuamoz akciger karsinomalarinda ve
adenokarsinomalarda siklikla goézlenir (Han vd 2013, Fumarola vd 2014). Ayrica EGFR
mutasyonu taglyan hastalarda anormal PI3K-Akt-mTOR aktivasyonu saptanmistir. Bu da
klinikte EGFR-tirozin kinaz inhibitéri (EGFR-TKI) tedavisine direng gelisimine neden olur
(Fumarola vd 2014). mTOR’u dolayisiyla da otofajiyi regile eden yolaklardan biri de PI3K-
Akt yolagidir. PI3K’larin aktive olan reseptorler (IGF-1, EGFR, VEGFR gibi) tarafindan
uyarimi sonucu membran fosfolipid bileseni PIP2, PIP3’e donusturalir. PIP3 dnemli bir
sekonder mesajcidir ve Akt gibi hedef proteinleri aktive eder ve Akt aktivasyonu sonucu
mTORC?T’in  aktivasyonu dolayisiyla otofajinin  baskilanmasi  gergeklesir. PI3K
adenokarsinomalarda %2 siklikla skuamoz hicre karsinomlarinda ise %2-18 siklikla

mutasyona ugramistir, %25-45 siklikla da amplifiye olmustur (Liu vd 2017). mTOR, Akt-
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badimsiz sekilde LKB1-AMPK yolagi tzerinden de reglle edilebilir. KHDAK hastalarinda
LKB1 mutasyon ya da delesyon sonucu timaor baskilayici fonksiyonunu kaybeder ve LKB1-
AMPK-mTOR yolagi araciligiyla timér buydmesini desteklerken otofajiyi de baskilar
(Mendoza vd 2011). Raf-MEK-ERK yolagi da mTOR regilasyonunda rol oynayan ve

KHDAK hastalarinda fonksiyonu bozulan yolaklardan biridir.

2.2.5.2. KHDAK tedavisinde otofaji mekanizmasini hedefleyen terapoétik yaklagimlar

KHDAK ile mucadelede tedavi yaklagimlari temel olarak kanser evresine baghdir.
Ancak bunun yaninda, kiginin genel saghk durumu, akciger fonksiyonlari ve kanserin
kendine has diger 6zellikleri de tedavi sec¢imini etkileyen faktorlerdir. Birgok vakada farkl
tedaviler kombine olarak kullanilir. Gunimuzde siklikla kullanilan tedaviler, cerrahi
midahale, radyofrekans ablasyonu (RFA), radyasyon terapisi, kemoterapi, hedefleyici
tedavi yaklasimi, immunoterapi ve palyatif prosedurlerdir. Hiicre proliferasyonunu yéneten
ve tumdr buyimesini destekleyen sinyal molekillerini kodlayan mutant onkogenlerin
tanimlanmasi akciger kanser hastalari icin daha az toksik ve daha efektif ilaglarin
gelistiriimesine imkan saglamaktadir.

KHDAK tedavisinde sikga kullanilan kemoterapétik ajanlarin ¢cojunun otofajiyi
indukledigi gosterilmistir (Kaminsky vd 2012, Liu vd 2013, Cho vd 2014). Ancak kemoterapi-
indUklU otofajinin inhibisyonunun ilag ve radyasyona direng gelistiren kanserlerin tedavisi
icin yararli bir strateji olabilecegi gokga tartigsiimaktadir (Duffy vd 2015). Platin bazli bilesikler,
taksanlar ve EGFR inhibitorleri gibi geleneksel kemoterapdtiklerle kombinasyon halinde
otofaji inhibitérlerinin, 6zellikle klorokin ve hidroksiklorokin kullanimini degerlendiren bir dizi
klinik calisma devam etmektedir (WEB_6). Bircok kanser tiriiniin tedavisinde kullanilan
cisplatin DNA molekillyle intra- ve interstrand ¢apraz badlar olusturarak sitotoksik etki
yaratir ve doz badl olarak hiicre déngusinin durdurulmasina ve apoptoza yol agcar. H460
KHDAK hicre hattiyla yapilan bir c¢alismada 5-20 pM konsantrasyonunda cisplatin
kullaniminin otofajiyi indukledigi raporlanmistir (Cho vd 2014). Calismada otofaji inhibitoru
3-metiladenin (3-MA) ile cisplatinin kombine kullanimi sonucu anti-timér etkinin ve
apoptozun arttigi gosterilmistir. Yapilan calismalarin genelinde cisplatin siklikla hucre
koruyucu otofajiyi baslatmakta ve bu otofaji bloke edilirse hlicrelerin duyarhligi artmaktadir.
Ancak tim bu c¢alismalar hucre kultarinde farkh hicre hatlariyla gerceklestirildigi icin zit

sonuglar ortaya ¢ikabilmekte ve klinik yanitlar icin ileri calismalar gerekmektedir.
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MTOR inhibitdéri olan rapamisin ile diger anti-kanser ilaglarin kombine kullanimi
Uzerine yapilan g¢alismalarda ilacin tek basina kullanimina kiyasla etkisinin arttirilabildigi
g6sterilmistir. Ornegdin, Bcl-2 inhibitéri ABT-737, rapamisinle kombine kullanildiginda hiicre
kiltirl ve ksenograft modellerinde apoptoz ve otofajiyi indukleyerek radyasyon terapisinin
etkisini arttirmaktadir (Kim vd 2009). KHDAK’de rapamisinin haricinde mTOR’un
upstreaminde rol oynayan proteinleri hedef alan baska ajanlar UGzerine de calismalar
mevcuttur. Ornegin AZD8055 (PI3K inhibitérii), otofaji aktivasyonu gergeklestiren bir ajandir
ve KHDAK ksenograft modellerinde gicli baylime inhibisyonuna ve tUmdr regresyonuna
neden olmustur (Jordan vd 2014). KHDAK’de mTOR yolagini hedef alan ¢oklu klinik
calismalar devam etmektedir. Ornegin ABBV-221, Navitoclax, Selumetinib ve INK128 adli
ajanlar KHDAK klinik denemelerinde faz | agsamasindadirlar (Dhloria vd 2016). 2019 yilinda
faz Il agsamasi tamamlanan bir calismada karboplatin, paklitaksel ve hidroksiklorokin (otofaji
inhibitdri) kombine olarak kullaniimigtir. Calisma sonugclarina gére ortalama sagkalim suresi
3,3 ay, KRAS mutasyonu bulunan hastalarda ise 6,4 ay olarak saptanmistir. Arastirmacilar
ileri evre KHDAK hastalarinda gelisen kemoterapi direncine otofaji inhibisyonuyla engel
olunabilecegi ve ileri calismalarin KRAS-pozitif timorlerle gergeklestiriimesinin yararli

olacagini séylemislerdir (Malhotra vd 2019).

2.3. Transkripsiyon Faktori NFkB

Nuklear Faktér Kappa B (NFkB) transkripsiyon faktéri ailesi, hemen hemen tim
multiselliler organizmada gelisim, hticre proliferasyonu, sagkalim, inflamasyon, immun yanit
ve yaslanma gibi énemli hicresel slreglerde rol oynayan bir¢ok genin ekspresyonlarini
reglle eder (Gerondakis vd 2006, Hayden ve Ghosh 2012, Hoffmann ve Baltimore 2006).
NF«B sistemi siki sekilde kontrol edilir ve regllasyonunda olugsan herhangi bir aksaklik
kanser, inflamatuar ve immun hastaliklara sebebiyet verebilir. Memelilerde NFkB ailesi 5
Uyeden olugur: RelA (p65), c-Rel, RelB, p50 ve p52 ve bu proteinler sirasiyla RELA, REL,
RELB, NFKB1 ve NFKB2 genlerinden kodlanir (Hoffmann ve Baltimore 2006, Perkins ve
Gilmore 2006, Vallabhapurapu ve Karin 2009). NFKB1 ve NFKB2 sirasiyla p105 ve p100
prekursorleri olarak eksprese olur ve sonrasinda kirpilarak fonksiyonel transkripsiyon
faktorleri p50 ve p52’'ye donustirilir (Hoesel ve Schmid 2013). NF«kB aile tyeleri, homo- ve
heterodimerizasyonlari icin ve hedef genlerinin promoterlarindaki ‘«B bdlgesi’ olarak

adlandirilan spesifik DNA yanit dizilerine baglanmalari igin esansiyel olan N-terminal
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bdlgelerinde ‘Rel homoloji domainleri’ (RHD) igerirler. Transkripsiyonal aktivasyon
domaininin (TAD) buludugu C-terminal bdlgeleri NFkB Uyeleri arasinda korunmamistir
¢unkl kismi proteoliz ile olusan p50 ve p52, TAD yerine glisin-zengin boélge icerir (Gupta vd
2010, Zheng vd 2011). Bu bes uyenin herbiri hicre tipine ve uyaran gesidine bagli olarak
belirli bir gen setinin aktivasyonunu indikler. Herbir tye birbiriyle heterodimer olusturabilir
ancak bazilarinin birbirine afinitesi yapilari nedeniyle daha giglidir. Ornegin p65/p50 ve
RelB/p52 birbiriyle daha kararli dimerler olusturur (Huang vd 1997, Huang vd 2005). Cogu
hucrede NF«kB dimerleri sitoplazmada NF«B inhibitorleri (1kB) olarak adlandirilan protein ile
ayeleri (IkBa, 1kBf, IkBe) ile kompleks halde bulunurlar ve nikleusa translokasyonlari
bdylece dnlenir (Hayden ve Ghosh 2008).

Uyarana ve hicre tirine bagl olarak NFkB aktivasyonu iki farkli yolak araciligiyla

saglanir: kanonikal yolak (NFxB esansiyel moduilatér (NEMO)-bagimh yolak) ve non-

kanonikal yolak (NEMO-bagimsiz yolak). iki yolakta da NFxB aktivasyonu, B kinaz (IKK)

komplekslerinin aktivasyonu araciligiyla gergeklesir. IKK kompleksleri ya katalitik kinazlar
IKKa, IKKB ve duzenleyici protein NEMO (IKKy) tarafindan ya da IKKa homodimerleri
tarafindan olusturulur (Israel 2010, Arkan ve Greten 2010). Kanonikal yolak dncelikli olarak
TNF reseptor aile Gyeleri, Toll reseptor aile Gyeleri ve antijen reseptorleri gibi pro-inflamatuar
reseptorlerin uyarilmasi araciligiyla aktive edilir. Ayrica belirli anti-kanser terapileri de bu
yolagi aktive edebilir. Bu reseptdrler IKK kompleksini (IKKa, IKKB ve NEMO) aktive eder ve
aktive olan IKK kompleksi IkB ubikutinasyonunu kolaylastirir ve fosforilleyerek 26S
proteozom tarafindan degradasyonunu saglar. Sonrasinda p65/p50 ve c-Rel/p50 dimerleri
nikleusa gecer ve hedef genlerinin ekspresyonunu aktive eder (Gupta vd 2010, Chen ve
Chen 2013). Non-kanonikal yolak LTBR, CD40 ve BAFFR’den olusan spesifik TNF
reseptorlerinin  uyarilmasi ile aktive edilir ve lemfoid organlarin Uretimi, B-hlcre
olgunlagsmasi ve adaptif immunitede rol oynar (lsrael 2010, Espinosa vd 2011). Non-
kanonikal yolakta ‘NFxB-indikleyici kinaz’ (NIK) birikimi ve stabilizasyonu, IKKa
homodimerlerinin aktivasyonunu uyarir. Bunun Uzerine sitoplazmada inaktif olarak bulunan
RelB/p100 kompleksindeki p100, C-terminalindeki glisin-zengin rezidilerine fosfat grubu
transferi sonucu ubikutinlenir ve p52’ye donustirultr. Aktive olan RelB/p52 heterodimeri
nukleusa transloke olarak hedef genlerinin ekspresyonlarini indikler (Gupta vd 2010, sun
2011). Normal hucrelerde NFxB aktivasyonu, cogunlukla aktivasyonu sonlandiran bir
feedback donglsl nedeniyle gecicidir. Surekli NFxB aktivasyonunun onlenmesi hem

kanonikal hem de non-kanonikal yolakta IKK inaktivasyonuyla sagdlanir. Bunun igin upstream
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NFkB yolaginda rol oynayan aktivatérlerin (kanonikal yolakta RIP, non-kanonikal yolakta
NIK) IKK-aracili fosforilasyonu gerceklestirilerek proteozomal degradasyonlari saglanir.
IKK’lar kendilerini de fosforilleyerek inhibe edebilirler (Israel 2010, Arkan ve Greten 2010).
NFxB aktivasyonunun diger represorleri A20 ve CYLD'dir. Bu iki protein, K-63
deubikutinasyonuna aracilik eder ve sonrasinda TRAF (TNF-associated factor), RIP ve IKKy
gibi NFxB aktivasyonu igin gereken sinyal molekullerinin inaktivasyonunu gerceklestirir
(Wertz ve Dixit 2010, Harhaj ve Dixit 2010). Bu NF«B represérleri ayni zamanda NFkB hedef
genleri arasinda oldugu igin negatif feedback mekanizmasiyla fonksiyon goésterirler. Ayrica
NFkB'nin p65 altbiriminde meydana gelen post-translasyonal modifikasyonlarin
(fosforilasyon, ubikutinasyon ve metilasyon) IKK/NFkB sinyallesmesini etkiledigi
gOsterilmistir (Perkins 2006).

Nukleusta NFxB kompleksi, DNA molekuli Gzerinde hedef genlerin promoter
bolgelerindeki ‘B bolgeleri’ olarak adlandirilan 6zel baglanma motiflerini tanir ve baglanir.
Bu baglanma motifi 5-GGGRNYYYCC-3’ (R: pdurin; Y: pirimidin, N: herhangi nikleotid)
olarak saptanmistir. Bazal transkripsiyon mekanizmalari bu motif tGzerinde birlesir ve hatta
AP-1, CBP gibi kromatin remodelleyici proteinler ve p300 gibi diger transkripsiyon faktorleri
ile NF«B bu motif Gzerinde etkilesim kurabilir (Hoesel ve Schmid 2013). Diger transkripsiyon
faktorleri ile fiziksel etkilesim NFxB’nin DNA’ya baglanma ve gen ekspresyonunu aktive
etme yetenegdini etkileyebilir. Aktivasyonunu ve fonksiyonunu etkileyen bu ¢ok sayidaki
faktor nedeniyle NFkB bazi durumlarda pro-inflamatuar ya da anti-inflamatuar dizenleyici

olarak karsit roller oynayabilir (Pires vd 2018).

2.3.1. NFkB ve kanser

Hucre sagkaliminda, invazyonda, anjiyogenezde ve metastazda rol oynayan genleri
upregule etmesi nedeniyle NFkB vyoladi, bircok kanser tlarinin baglamasinda ve
progresyonunda 6nemli rol oynayabilmektedir. Cesitli tipteki malignansilerde NFxB’nin
surekli aktivasyonu gorulur. Bunun nedeni NFxB aile Uyelerini ya da onlarin negatif
regulatorlerini kodlayan genlerin ekspresyonlarindaki degisimler ya da pro-inflamatuar
sitokinler gibi NFkB indukleyicilerin tumor mikrogevresindeki surekliligi olabilir (Perkins
2007). Uzun sireli kronik inflamasyon, hasarli dokularda ve mikrogevresinde genetik
dizilerin ve epigenetik profilin degisimine yol agarak DNA hasar birikimine neden oldugu icin

timorogenezde rol oynar. inflamasyon immiin sistemin timér hiicrelerine saldirmasini
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engeller ve hicre proliferasyonunu ve genetik kararsizligi indikledigi icin onkogenik
mutasyonlara neden olur (Xia vd 2014). NFkB, kanser ve inflamasyon arasindaki iliskiye
bircok adimda aracilik eden baslica yolaktir. Timoér dokularinda artan NFkB aktivitesi ve
pro-inflamtuar sitokinlerin birikimi timoérogenik mikrogevrenin olusumunu destekler. Diger
yandan, kronik inflamatuar mikrogcevre immunbaskilanmaya neden olur ve timorin
immungdzetimden kagisini destekler. inflamasyonun oldugu bolgedeki nétrofil ve
makrofajlar tarafindan salinan ROS nedeniyle genomik kararsizlik ve DNA hasari
desteklenir. Ayrica immun hucrelerden salinan ROS ve sitokinler NFkB yolagini aktive
edebilir ve pozitif feedback déngusiine neden olabilir. Bunun yaninda ROS, sitokinler ve
diger bir inflamatuar regilator prostaglandin E2 (PGE2), DNA tamir mekanizmalarini da
baskilayarak genetik mutasyonlarin birikimine yol acar (Collata vd 2009). NFkB yolaginin
kanser gelisimindeki 6éncelikli rolt kronik inflamasyonu indiiklemesi ve desteklemesiyle olsa
da hicre proliferasyonunu uyararak, apoptozu baskilayarak, anjiyogenezi regile ederek,
metaztazi destekleyerek ve tumoér metabolizmasinin remodellenmesinde dogrudan rol
oynayarak farkli hiicresel yolaklar Gzerinden de timdérogenez slrecine katilir.

Apoptozun NFxB-aracili o6nlenmesi tumor gelisimini destekleyen ve kanser
terapilerine direng gelisimine neden olan mekanizmalardan biridir (Nakanishi ve Toi 2005,
Ralhan vd 2009). NFxB’nin anti-apoptotik roll tzerine yapilan ¢alismalar bu transkripsiyon
faktorinidn Bcl-2 aile Uyeleri, c-Flip ve IAP’lar (apoptoz inhibitorleri) gibi anti-apoptotik
proteinleri kodlayan genlerin ekspresyonunu arttirdigini goéstermistir (Karin 2006). Ayrica
NFkB aktivasyonu ROS-bagimh apoptozu ve nekrozu baskilayan anti-oksidan proteinlerin
ekspresyonunu upregtile eder (Naugler ve Karin 2005, Luo vd 2008). NF«kB’nin onkogenik
roline ilk kanit c-Rel'in retroviral bir gen olan v-Rel onkogenine homolojik benzerlik
gosterdiginin anlasiimasiyla ortaya ¢ikmistir (Basseres ve Baldwin 2006). Daha sonra da
birgcok kanser turinde NF«B’nin surekli aktivasyonu saptanmistir. Ancak NFkB’nin kanser
tizerindeki rolii her kosulda timdrogenez destekleyici yonde degildir. Ornegdin arastirmacilar
NFxB-Snail yolaginin upstream duzenleyicisi olan LCN2’'nin p65 fosforilasyonunu inhibe
ederek p65’in ve Snail'in nuklear birikimine yol agtigini ve NFkB yolagini inhibe ettigini,
bdylelikle kolorektal kanser hucrelerinin epitelyalden-mezengimale gecisini (EMT) ve
metastazini inhibe ettigini gdstermislerdir (Feng vd 2016). Sonug olarak NF«kB yolagi farkli

kanser turlerinde farkli etkilere sebep olabilir.
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2.3.2. NFxB ve otofaji sinyal yolaklari arasindaki etkilesim

2.3.2.1. NFxB sinyal yolag bilesenlerinin otofaji aracili degradasyonu

Belirli sinyal yolaklarindaki proteinlerin dogru katlanmasindan ve olgunlagmasindan
sorumlu olan saperon proteini ‘isi sok proteini 90’ (Hsp90)’nin fonksiyonu kimyasal yolla
inhibe edildiginde IKKa, IKKB ve IKKy otofaji araciliiyla degrade edilir (Qing vd 2006, Yan
vd 2007). Otofaji inhibe edildiginde ise IKK degradasyonu énlenir ancak Hsp90’nin diger bir
substrati olan ve proteozomal yolak araciliiyla gergeklesen Akt degradasyonu bu
durumdan etkilenmez. Ayrica non-kanonikal NFkB yoladinda rol oynayan IKKa aktivatori
NIK, Hsp90 ile etkilesim kuran bir proteindir. NIK/Hsp90 etkilesiminin bozulmasi NIK'in
otofaji-aracili degradasyonuyla ve dolayisiyla NFkB aktivitesinin inhibisyonuyla sonuclanir
(Qing vd 2007). Bu kanitlar Hsp90'nin otofaji ve NFkB yolaklari arasinda duzenleyici bir
kopri godrevinde oldugunu goéstermektedir (Xiao 2007). Otofaji ile NFxB iligkisinde rol
oynayan bir diger protein Keap1'dir (Kelch-benzeri ECH-iligkili protein 1). TNF uyarimina
yanit olarak Keap1, IKKB fosforilasyonunun inhibisyonu ve otofaji-aracih KK
degrdasyonuna neden olarak NF«B aktivasyonunu negatif yonde regtle eder (Yu vd 2011).
Colleran ve arkadaslarinin yaptigi calismayla NFxB inhibitori IkBa’'nin yeni bir otofaji
substrati oldugu ortaya konmustur. TNF uyarimini takiben IkBa’nin degradasyonu otofaji-
aracih olabilmektedir. Sonu¢ olarak otofaji IKK degradasyonunu gergeklestirerek NFxB
inhibisyonuna ya da lkBa degradasyonunu gerceklestirerek NFkB’nin surekli aktivasyonuna
neden olabilir (Colleran vd 2011). Ro52 proteini IKKB’yi otofaji-aracili degradasyon igin
hedefleyen bir diger sinyal molekulidur (Niida vd 2010). Tum bunlarn 6zetleyecek olursak
Hsp90, Keapl ve Ro52, IKK'lar (6zellikle IKKB) ile etkileserek NFkB ve otofaji yolaklari
arasindaki etkilesime aracilik ederler. Farkh uyaranlara karsi IKK’lar ile kurduklari spesifik
etkilesimler, otofaji-aracili IKK degradasyonunu baskilayarak ya da aktive ederek NFxB
aktivitesini regule ederler. Bazi otofaji reglile eden proteinlerin de ayni zamanda NFxB
aktivitesini regile ettikleri raporlanmistir. Ornegin kargo reseptér proteini p62 (SQSTM1);
TNF, IL-1 RANK ligandi gibi uyaranlara yanit olarak NFkB aktivasyonu saglar (Moscat ve
Diaz-Meco 2009). Ancak bazi galismalarda da p62’nin negatif NFkB regllasyonunda rol
oynadigi gdsterildigi icin bu konuda daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir (Mathew vd 2009).

Esansiyel otofaji iligkili protein olan Beclinl’in de sigara dumanina maruz kalan hicrelerde
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NFkB aktivitesini reglle ettigi gosterilmistir. Ayrica farelerde Beclin1'in heterozigot

knockoutu p65 fosforilasyonunu arttirir (Kim vd 2008).

2.3.2.2. Otofajinin NFkB-aracili regiilasyonu

TNF uyarimina yanit olarak ¢ogu hucrede kanonikal NFxB araciligiyla NFkxB aktive
edilir ve birgcok anti-apoptotik ve anti-oksidan genlerin aktivasyonuna neden olur (Dutta vd
2006, Karin ve Gallagher 2009). NFkB’nin TNF-bagimli aktivasyonu, Ewing sarkomalarda,
meme ve l6semi kanser hilcre hatlarinda otofajiyi baskilarken, bu hicrelerde NFkB
aktivasyonunun kaybi otofaji reaktivasyonuna neden olur (Djavaheri-Mergny vd 2007,
Djavaheri-Mergny vd 2007). TNF ile uyarilan hucrelerde otofajinin baskilanmasi mTOR
yolaginin aktivasyonuyla iligkilidir. Bununla tutarli olarak IKK aktivasyonunun belirli hticre
tiplerinde mTOR aktivasyonu icin gerekli oldugu bazi ¢alismalarda gdsterilmistir (Lee vd
2007, Dan vd 2007, Dan ve Baldwin 2008). Otofajinin NFkB-aracili negatif regllasyonunu
destekleyen diger bir galismada da NFkB aktivitesinin inhibisyonu koéti prognoziu
myelodisplastik sendromlu hastlarda starvasyon-indukli otofajiyi desteklemektedir (Fabre
vd 2007). Bunun yaninda NFxB’nin otofajiyi destekledigini gosteren calismalar da
mevcuttur. Ornegin; 1si-sok stresi stiresince NF«kB aktivasyonu, otofajiyi indiikleyerek biriken
agregat ve yanls katlanmis proteinlerin degradasyonunu saglar ve bdylece hicre
sagkalimini destekler (Nivon vd 2009). Diger bir calismada da glangliosid-astrosit
aktivasyonu kapsaminda NFxB aktivasyonunun otofaji-bagimli hicre dlumunu indikledigi
gosterilmistir (Hwang vd 2010). Toll-like reseptor-aracili otofaji ve NFxB sinyal yolagi
arasindaki iliskiyi TLR4 agonisti lipopolisakkarit kullanarak makrofaj hiicre hattinda gésteren
bir calisma TLR4-sinyal kompleksinin NFxB upstreamindeki aktivatér TRAF6 araciligiyla
Beclinl ubikutinasyonuna yol acarak otofajiyi destekledigini géstermistir. Ancak diger bir
NFkB hedef gen drind olan A20 adhh deubikutinasyon enzimi ise Beclinl
deubikutinasyonuyla otofajiyi sinirlandirir. Bu ¢alisma NF«B’nin otofajinin ya aktivatoru ya
da inhibitoru olarak davranabildigini ve bunun sinyal suresine ve hucre tipine gore
degisebildigini gosteren bir galismadir (Shi ve Kehrl 2010).

insan Beclin1 geninin promoter bélgesindeki dizi analizleri bu bélgede birkag NF«kB
baglanma motifi bulundugunu goéstermistir. Bu da NFkB’nin Beclinl gen ekspresyonunu
reglle edebildigi anlamina gelir. Ozellikle NFxB aile Uyelerinden p65’in, Beclinl

promoterindaki kB bdlgesine spesifik olarak baglandigi in vivo ve in vitro calismalarla
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gOsterilmistir (Copetti vd 2009). Ancak p65-bagiml Beclinl upreglilasyonu, uyaran gesidine
ve hulcre cgesidine baghdir (Nivon vd 2009). Bunun yanisira NFkB aile Gyeleri diger
transkripsiyon faktorleri ile is birligi icerisinde de pro-otofajik genlerin ekspresyonlarini regtle
edebilir. Ornegin; Skp2 (S-phase kinase-associated protein 2) geni bir NFkB hedef genidir
ve bu genin Urdnu ubikutin ligaz kompleksinde yer alarak otofaji yolagini aktive eder (Barre
ve Perkins 2010). NFxB up- ya da downstreaminde yer alan bazi proteinler de otofaji
regilasyonunda rol oynar. Ornegin; IKK kompleksinin upstream kinazi olan TAK1
(Transforming growth factor-B activating kinase 1) meme epitelyal hicrelerinde AMP-aracili
MTORCL1 inhibisyonu araciligiyla otofajiyi destekler (Herrero-Martin vd 2009). Sonug olarak
NFkB dogrudan kendisi pro-otofajik genlerin transkripsiyonunu reglile ederek, NFxB
yolaginda regulle edici rol oynayan proteinler araciliiyla dolayli yoldan ya da diger
transkripsiyon faktorleriyle is birligi icerisinde yer alarak otofajiyi inhibe ya da aktive edebilir.
Otofajinin NFxB-aracili inhibisyonu ya da aktivasyonu hicre tipine ve uyaranin tirine

baghdir.

2.3.3. Kanser tedavi yaklagimi olarak NFxB ve otofaji arasindaki iligkinin hedeflenmesi

Mevcut kullanilan anti-kanser terapileri arasinda hem otofaji mekanizmasini hem de
NFxB yolaklarini etkileyebilen yaklagimlar bulunmaktadir (Tablo 2.4). Otofaji ve NFxB
yolaklari arasindaki fonksiyonel etkilesime iligkin temel bilgiler, kanser tedavilerinin etkinligini
arttirmak icin her iki yolagi da hedefleyen ilaglarin kombine kullanimina yoénelik yeni
stratejiler gelistirilmesine ipuglari saglayabilir. Ornegin multiple myeloma hastalarinda
otofajinin inhibitdri olan hidroksiklorokinin, bortezomib adli NFkB yolagini hedefleyen bir
molekiille birlikte kullanimina yénelik Faz I-1I klinik galismalari tamamlanmis ve bu iki ilacin
birlikte kullaniminin hastalarda tolere edilebilir oldugu ve proteazom inhibisyonu ve otofajinin
son basamaginda inhibisyonuyla kanser hiicrelerinde biriken otofagozom nedeniyle artan
hicre olumune neden oldugu raporlanmistir (Vogl vd 2014). Klorokin adh otofaji
inhibitérinun anti-timor etkisi birgok farkli calismayla da gdsterilmistir. Otofajiyi inhibe
ederek tumor hicre 6lumunu induklemesinin yaninda tumaor hucrelerinde direng yolaklarini
da indukleyebilir. Melanoma ve skuamoz karsinoma hucre hatlariyla yapilan bir gcalismada
klorokinin otofagozom birikimine, p62 upregulasyonuna ve JNK sinyal yolag! aktivasyonuna
neden olarak NFkB'yi aktive ettigi gosterilmigtir. Bu nedenle NFkB yolagini bloke etmenin

klorokinin anti-kanser etkisini arttiracagi ortaya konmustur (Yang vd 2017).
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Tablo 2.4 Gundmuzde kullanilan anti-kanser ilaglari arasinda otofaji mekanizmasini ve
NF«B sinyal yolaklarini hedefleyenler ve etki mekanizmalari (Trocoli ve Djavaheri-Mergny

2011)

ilag

Etki Sekli

NF-xB lizerine etkisi

Otofaji lizerine etkisi

Otofajiyi hedefleyen ilaglar

birlesmesini engeller

Rapamisin ve analoglari mTOR inhibisyonu inhibisyon /aktivasyon Aktivasyon
(CCI-779, RADO01, AP23573)
Hidroksiklorokin Lizozom ile otofagozom | inhibisyon /aktivasyon inhibisyon

NF-<B’yi hedefleyen ilaglar

Bortezomib 1xB’nin proteozomal inhibisyon inhibisyon/aktivasyon
(PS-341, Velcade degradasyonunu inhibe
eder
Dogal urinler IKK aktivitesini inhibe inhibisyon Aktivasyon
(kurkumin, resveratrol) eder
2.4. Hipotez
Doktora tez calismamizin literatir taramasi kapsaminda sunulan Dbilgiler

dogrultusunda hipotezleri su sekildedir:

1. Kuglk hicre digi akciger kanserlerinde, birgok dnemli selller proseste dizenleyici

rol oynayan NFxB sinyal yolaginin otofaji mekanizmasi Uzerinde de duzenleyici

rold oldugu 6ngorilmektedir.

2. Kuguk hicre digi akciger kanserlerinde olasi NFkB-aracil otofaji regilasyonunun

aydinlatiimasi ve rol oynayan araci genlerin tespit edilmesi literatlire énemli bir

katki sunacak ve bu iki mekanizmayl hedefleyen tedavi stratejilerine isik

tutabilecektir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Hiicre Kiltiiru

Bu tez calismasinda deneysel model olarak H1299 KHDAK hticre hatti kullaniidi.
Kaltur sartlar %10 Fetal Bovine Serum ve %0,5’lik penisilin/streptomisin iceren RPMI
1640 (Kat. N0:52400-025, Gibco) besiyerinde, 37°C’de, %5 CO, ve %95 nemli hava
iceren sartlarda gergeklestirildi.

3.2. Kullanilan Kimyasallar

Tez ¢alismasi suresince kullanilan kimyasallarin marka isimleri ve katalog numaralari
asagida belirtiimektedir.
Torin1 (Kat. No: #14379) adli kimyasal Cell Signaling Technology’den temin edilmis olup
otofajiyi indlklemek igin kullanildi.
LC3B (Kat. No: #3868), Phospho-NFkB (Kat. No: #3033) ve GAPDH (Kat. No: #5174)
antikorlari Cell Signaling Technology’den, NF«xB (Kat. No: sc-372) antikoru ise SantaCruz
Biotechnology’den temin edildi. HRP-konjuge anti-rabbit sekonder antikor (Kat. No: 5450-
0010) Seracare Inc.’den temin edildi. immiinfloresans deneylerinde kullanilan Alexa Fluor-
488-konjuge anti-rabbit (Kat. No: A27034) sekonder antikor Thermo Fisher Scientific’den
temin edildi.
NFkB overekspresyonu i¢in kullanilan pcDNA3.1 ve p65 plazmid vektorleri Prof. Dr. Osman
Nidai Ozeg’ten temin edildi.
NFxB mRNA’sini 6zgln olarak hedef alan small interfering-RNA (NFkB p65 siRNA) (Kat.
N0:6261) ve hicbir mRNA’y1 hedef almayan negatif kontrol siRNA (Kat. No:6568) Cell
Signaling Technology’den alindi.
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Plazmid vektér transfeksiyonlari ve siRNA transfeksiyonlari igin Lipofectamin 2000 (Kat.
N0:11668019, Thermo Fisher Scientific) ve Opti-MEM besiyeri (Kat. No: 31985062, Thermo

Fisher Scientific) kullanildi.

3.3. H1299 Hiicreleri igin Optimum Torinl Dozunun Ayarlanmasi

H1299 hucreleri, otofajinin negatif regulatord mTOR’un inhibitord olan “Torin1” ile
24 saat muamele edilerek otofajinin  maksimum duzeyde oldugu Torin1
konsantrasyonu LC3BII antikoru (otofaji tespitinde kullanilan belirteg) kullanilarak
western blot yontemi ile saptandi. Bunun igin 6-kuyucuklu platelere kuyu basina
0,5x10° hicre olarak ekilen H1299 hiicreleri %80-85 yogunluga ulastiginda artan
konsantrasyonlarda (0, 25, 50, 100, 250 nM) Torinl uygulanarak ve 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda hicreler RIPA tamponu ile toplandi. Toplanan hlcrelerden
elde edilen protein lizatlari ile %12’lik SDS PAGE jelinde yurutme sonrasi western blot
analizi yapildi. Otofaji calismalarinda otofagozom membraninda bulunmasi nedeni ile
otofaji belirteci olarak kullanilan LC3BII proteinine 6zgun antikor kullanilarak protein
ekspresyon duzeyleri saptandi. Bundan sonraki denemelerde bu optimum

konsantrasyon degerinde Torin1 kullaniidi.

3.4. Plazmid Vektorii ve siRNA Transfeksiyonlari

NFkB overekspresyonunu gergeklestirmek icin  pcDNA3.1-p65 vektdrinin
transfeksiyonu igin asagidaki protokol uygulandi. Negatif kontrol grubuna ise pcDNA3.1-
Mock vektoru transfekte edildi.

1. 10mrlik petri kaplarinda kilttre edilen H1299 hiicre hatlari, konfluent olduklarinda
tripsin edilerek 6-kuyucuklu platelere 0.5x10° hiicre/ml olacak sekilde ekildi ve bir
gece %5 CO; ve %95’lik nem ve 37°C’de inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonrasi transfeksiyon iglemi igin A tiipii (3 pg plazmid ve Opti-MEM ile
125 pl tamamlandi) ve B tipu (5 ul Lipofectamine 2000 ve 120 ul Opti-MEM) olacak
sekilde iki adet tup hazirland.
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3. Atldpundeki plazmid+Opti-MEM, Lipofectamine 2000+Opti-MEM karigimini iceren B
tipune aktarildi ve nazikge pipetaj yapildi ve 15-20 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi.

4. Transfeksiyon icin ekilen hicrelerin besiyerleri ¢ekildi ve yerine 1750 ul taze besiyeri
eklendi.

5. inkubasyon siiresi biten transfeksiyon karisimi 6-kuyucuklu platelerdeki hiicrelerin

besiyerine nazikge ilave edildi.

NFkB ekspresyonunun gegici baskilanmasi icin siRNA transfeksiyonu asagidaki
protokol izlenerek gerceklestirildi. Negatif kontrol olarak hicbir mRNA'y1 hedef almayan
SiRNA kullanildi.

1. 10mrlik petri kaplarinda kiltlre edilen H1299 hicre hatlari, konfluent oldugunda
tripsin ile kaldirilarak 6-kuyucuklu platelere 0,5x108 hiicre/ml olacak sekilde ekildi ve
bir gece %5 CO; ve %95’lik nem ve 37°C’de inkibe edildi.

2. inkubasyon sonrasinda transfeksiyon islemi icin A tipi (10 uM ana stoktan 5 pl
SiRNA ve 120 ul Opti-MEM) ve B tupu (5 pl Lipofectamine 2000 ve 120 pl Opti-MEM)
olacak sekilde iki adet tiip hazirlandi.

3. A tupundeki siRNA+Opti-MEM, Lipofectamine 2000+Opti-MEM karigimini iceren B
tiplne aktarildi ve nazikge pipetaj yapildi ve 15-20 dakika oda sicakliginda inkibe
edildi.

4. Transfeksiyon igin ekilen hicrelerin besiyerleri ¢ekildi ve yerine 1750 ul taze besiyeri
ile eklendi.

5. Inkibasyon siiresi biten transfeksiyon karigimi 6-kuyucuklu platelerdeki hiicrelerin

besiyerine nazikge ilave edildi.
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3.5. Western Blot Analizi

3.5.1. Protein izolasyonu

Western blot analizleri icin protein izolasyonu asagidaki protokol izlenerek

gerceklestirildi.

1.

inkiibasyon siresini tamamlayan hiicrelerin besiyerleri uzaklastirildi ve soguk
fosfatla tamponlanmis tuzlu su (PBS) ile 2 defa yikandi.

PBS uzaklagtirildiktan sonra hicrelerin bulundugu kiltur kaplar buzun Ustune alindi
ve Onceden hazirlanan 1X proteaz (Kat. No: 5871, Cell Signaling Technology)
inhibitdér kokteyli iceren RIPA (Kat. No: 9806, Cell Signaling Technology) tamponu
hicre yogunluguna bagl olarak 250-300 ul olacak sekilde hiicrelerin Gzerine eklendi.
RIPA tamponu eklenen hiicreler 5-10 dakika buz Ustlinde inkibe edildi.

Sonrasinda %95 glcte ve saniyede 1 dongl olacak sekilde ayarlanan sonikatér
cihazi (Serie 2000.2, Bandelin Sonoplus) kullanilarak érnekler yaklasik 30 saniye
sonikasyon islemine tabi tutuldu.

Sonikasyon iglemi sonrasinda ornekler, 12.000 g’de 10 dk +4 °C’de santrifiij edildi
ve slUpernatant temiz bir tiipe alinarak protein saflastirildi ve 6rnekler kullanilincaya
kadar -80°C’de muhafaza edildi.

3.5.2. Protein miktar tayini

Saflastirilan protein miktari Bradford protein miktar tayini yontemi ile élgildi. 1/1000

sulandirilan 800 ul olacak sekilde hazirlanan érneklerden ve BSA standartlari icin 25, 12,5,

5, 2,5 ve 1 ug/ml olacak sekilde sulandirilan 800 pl hacminde BSA sollsyonlarindan
hazirlandi ve her birine 200 pl Bradford reaktifi (Kat. No:500-0006, BioRad) eklendi.

Hazirlanan érnekler ve standartlar G¢ tekrarl olarak 96-kuyucuklu platelere konuldu ve 595

nm dalga boyunda Glomax Multi Detection System (Promega) cihazi ile absorbans degerleri

Olgalda.
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3.5.3. SDS-PAGE i¢in jelin dokiilmesi, 6rneklerin yiriitiilmesi ve PVYDF membrana

transferi

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezinde (SDS-PAGE) kullanilan jelin elde edilmesi igin

gereken solusyonlarin hazirlanisi asagida maddeler halinde belirtilmistir. Separating

(Ayristirma) ve Stacking (YUkleme) jellerinin dékimd, yuritme ve transfer islemleri icin

kullanilan kimyasallarin oranlari ve miktarlari Tablo 3.1’de belirtiimistir.

1.

Separating (Ayristirma) Tamponu: 1,5 M Tris bazi (pH: 8,8). Tris (Kat. No: TRS001,
BioShop) kimyasalindan 18,17 gr tartilarak yaklasik 80 ml distile su ile ¢ozuldu pH:
8,8’e ayarlandi, distile su ile 100 mI'ye tamamlandi ve 0,8 pm’lik filtreden gegirilerek
kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.

Stacking (Yukleme) Tamponu: 0,5 M Tris bazi (pH: 6,8). Tris (Kat. No: TRS001,
BioShop) kimyasalindan 6,04 gr tartilarak yaklasik 80 ml distile su ile ¢ézuldu pH:
6,8’e ayarlandi, distile su ile 100 mI'ye tamamlandi ve 0,8 um’lik filtreden gegirilerek
kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.

%10 Sodyum Dodesil Silfat (SDS): 10 gr SDS tartilarak 100 ml distile su ile ¢ézildi
ve 0,8 um’lik filtreden gecirilerek kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.

%10 Amonyum persulfat (APS): Her jel dokimu igin taze hazirlandi. 0,1 gr APS (Kat.
N0:1610700, BioRad) tartilarak 1 ml distile su ile ¢6zildi ve kullanilincaya kadar
+4°C ’de saklandi.

4X Yukleme tamponu: 900 pl Laemli Tamponu (Kat.No: 1610747, BioRad), 100 pl B-
merkaptoetanol (Kat. No:805740, MerckMillipore)

Running (Yaritme) Tamponu (25 mM Tris, 190 mM Gilisin, %0,1 SDS): 3,03 gr Tris
bazi, 14,26 gr Glisin (Kat. No: GLN002, BioShop) ve 1 gr SDS (Kat. No: SDS001,
BioShop) tartilarak dH-O ile ¢ézuldu.

Transfer Tamponu (25 mM Tris, 190 mM Glisin, %0,05 SDS): 2,42 gr Tris bazi, 11,41
gr Glisin ve 0,4 gr SDS tartilarak dH»O ile ¢6zuldu. Ayri bir mezure 200 ml metanol
konuldu. Transfer islemine kadar hem tampon hem de metanol +4°C’de sogutuldu.

Transfer igsleminden hemen 6nce tampon ve metanol karistirildi.
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Tablo 3.1 Separating (Ayristirma) ve Stacking (YUkleme) jel formulasyonlari.

Separating (Ayristirma) Jeli Stacking (Yiikleme) Jeli

%12 %4
dHz20 5 ml 4.77 ml
%30 Akrilamid/bis-akrilamid
(29:1, Kat. No: 1610156, 6mi Limi
BioRad)
1,5 M Tris pH: 8.8 3,75 -
0,5 M Tris pH: 6.8 - 2mi
%10 SDS 150 pl 80 ul
%10 Amonyum persulfat 45 yl 40 pl
TEMED (Kat. No:1610800, 7,5 ul 8 ul
BioRad)
TOPLAM ~15 ml ~8 ml

Western blot analizleri Mini-PROTEAN (BioRad) sistemi kullanilarak gerceklestirildi.
Jel doékimu igin sistemin kalin ve ince camlari saf su ile yikanip %70’lik etanol ile
temizlendikten sonra sistemin jel dokme aparatina yerlestirildi. YUkleme ve ayristirma jelleri
Tablo 3.1’de verilen formilasyona gére gradient jel elde etmek icin es zamanli olarak 2 ayri
tipte hazirlandi. Temed kimyasali iki tipe de konulduktan sonra vakit kaybetmeden ve
mumkuin oldugunca koépurtmeden karigtirildi. 10 ml’lik bir pipet ile 6nce ayristirma jel
solisyonundan 3 ml sonra yukleme jel solusyonundan 10 ml ¢cok yavas ve hava kabarcigi
olusturmamaya 6zen goOstererek cekildi. Sonrasinda pipet yaklasik 45°lik agiyla egik
tutularak pipet icerisine hava cekildi ve olusan kabarcik pipet icerisinde yukari dogru
cikarken %12’lik jel solisyonundan %4’lUk solisyona dogru gradient azalan bir jel solisyonu
olusumu saglandi. Bu %4-12 jel sollisyonu kalin camin ust kismindan yavasca dokuldu.
Ardindan taraklar nazikge yerlestirildi ve jelin polimerize olmasi beklendi.

Dokualen ayristirma jeli polimerize olurken drnekler jele yuklenmek Uzere hazirlandi.
Daha 6nceden konsantrasyonlari belirlenen érneklerden 50 pg olacak sekilde alinarak steril
bir eppendorfa aktarildi. Ornek hacminin 1/3'i oraninda 4X ylkleme tamponu eklendi ve
95°C’de 5 dakika kaynatildi. Tamamen polimerize olan SDS-PAGE jel, sistemin yurttme

tankina alindi ve yuritme tamponu eklendi. Hazirlanan érnekler kuyulara yuklendi ve 100
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voltta 90 dakika yurataldi. YurGtme islemi ile jel icerisinde ayrisan protein drnekleri, SDS-
PAGE jelden PVDF (polyviniliden difluorir) membrana (Kat. No: IPVH00010, Merck
Millipore) daha 6énceden hazirlanan transfer tamponu icerisinde 4°C’'de 90 mAmp’de

yaklasik 16 saat boyunca islak transfer yontemi ile transfer edildi.

3.5.4. immunoblotlama

PVDF membrana transfer olan protein drnekleri immunoblotlama igin ilgili primer
antikorla isaretlendi. Bunun igin, membran %5'lik yagsiz kuru sut tozu (Kat. No: 170-6404,
BioRad) iceren 25 mM Tris pH:7,6, 34 mM NaCl (Kat. No: SODO001, BioShop), %1 Tween20
(Kat. N0:1706531, BioRad) TBS-T c¢ozeltisi igerisine alinarak oda sicakliginda 1 saat
bloklama iglemi yapildi. Daha sonra membran, 1:1000 oraninda ilgili primer antikor igeren
%5'lik st tozu igceren TBS-T sollisyonuna alinarak 4°C’de gece boyu calkalanarak inkibe
edildi. inkiibasyon sonrasinda membran oda sicakliginda TBS-T sollisyonu igerisinde 10’ar
dakika olacak sekilde 3 kez calkalanarak yikandi. Yikama igleminin ardindan membran
1:5000 oraninda ilgili HRP (Horseradish Peroksidaz) bagh sekonder antikor (Kat. No: 5450-
0010, Seracare) ve %5'lik sut tozu iceren TBS-T solusyonu igerisinde oda sicakhgdinda 1
saat boyunca galkalanarak inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi membran oda sicakliginda
TBS-T solusyonu ile 10’ar dakika suresince 3 kez calkalanarak yikandi. Bu iglemler
sonrasinda Enhanced Chemiluminescence (ECL Kat. No: WBLUFO0500, Millipore)
solisyonu kullanilarak kemiliminesans reaksiyonu baslatildi ve spesifik protein bantlari

Odyssey ® Fc Imaging System (LI-COR Biosciences) goruntileme cihazi ile elde edildi.

3.6. Immunofloresans

inkiibasyon siireleri biten hiicrelerin besiyeri uzaklastirilarak PBS ile yikandi. Ardindan
hicreler %4 taze hazirlanmis formaldehit (Kat no: 252549, Sigma) ile fikse edildi ve hlicre
membrani gegirgenliginin saglanabilmesi i¢in %0,1 Triton X-100 (Kat no: 28314, Thermo
Fisher Scientific) iceren PBS ile oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi
bitince Triton X-100 sollsyonu uzaklastirildi ve 1:100 oraninda ilgili antikor, %3 BSA (Kat
no: sc-2323, Santa Cruz) ve %0,08 glisin iceren PBS icerisinde 4°C’de 1 gece boyu inkiibe
edildi. inkiibasyon siiresi bitince, 1:300 oraninda Alexa Fluor-488-konjuge anti-rabbit (Kat.
No: A27034, Thermo Fisher Scientific) (kirmizi), %3 BSA ve %0,08 glisin iceren PBS
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icerisinde 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyonun sonunda hiicreler flouresans

mikroskop ile gértntilendi ve 20X blyitmede fotograflar alindi.

3.7. Total RNA izolasyonu

H1299 hicrelerinde plazmid vektorl ile NFkB overeksprese edilerek ve siRNA-

aracil NFkB susturulmasi saglanarak bu hicrelerden QIAGEN miRNAeasy kit ile total RNA

izolasyonu firmanin protokolline uygun olarak asagida belirtildigi gibi gergeklestirildi.

1.
2.

Hucrelerin besiyeri uzaklastirildi ve soguk PBS ile yikandi.

500 ul Qiazol Lysis Reagent ile hiicreler pipetajlanarak toplandi ve steril bir
eppendorfa aktarildi.

Ornekler 30 saniye vortekslenerek homojenize edildi ve 2-3 dakika oda
sicakhginda bekletildi.

Homojenize olan 6rneklere 125 ul kloroform eklendi, 20 saniye siddetli sekilde
vortekslendi ve 2-3 dakika oda sicakhiginda bekletildi. Sonrasinda 6rnekler 15
dakika 4°C’de 12000 g'de santriftij edildi.

Akiskan faz, beyaz renkte ve orta kisimda bulunan DNA iceren faza temas
etmeden pipet yardimiyla alinarak steril bir eppendorfa aktarildi ve Uzerine
alinabilen akiskan faz hacminin 1,5 kati kadar %100’lUk etanol nazik¢e pipetaj
yapilarak eklendi.

Karisim bekletimeden RNeasy MinElute spin kolona aktarildi ve 15 saniye oda

sicaklhiginda 8000 g’de santrifij edildi. Kolon yeni bir toplama tipuine alindi.

. Ardindan kolona 700 pl RWT tamponu eklendi, 15 saniye 8000g’de santrif(ij edildi,

yeni toplama tliptine alindi. Sonrasinda 500 ul RPE tamponu eklenerek 15 saniye
8000 g’'de santriflj edildi ve filtre yeni bir toplama tliptne alindi.

8. Ardindan kolona 500 pl %80 etanol eklendi ve 2 dakika 8000 g’de santriflj edildi.

10.

Kolon, tekrar yeni bir toplama tipine aktarilarak kurutulmasi igin 5 dakika
maksimum hizda santrifyj edildi.

Son olarak kolon steril bir eppendorf tiipe alindi ve kolonun tam ortasina denk
gelecek sekilde 14 pl nikleaz icermeyen dH,O eklenerek 1 dakika oda
sicakliginda inkube edildi. Ardindan 1 dakika oda sicakliginda 16000 g’de santrifij
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edildi. Total RNA 6rnekleri kalite ve miktarlari Nanodrop cihazi ile dlglldikten

sonra kullanilincaya kadar -80°C’de saklanildi.

3.8. Total RNA’dan cDNA Sentezi

gRT-PCR analizi gergeklestirmek Uzere orneklerden izole edilen total RNA’larin
cDNA’ya donugumleri High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems
Kat. No:00342824) araciligiyla gerceklestirildi. Tim 6rneklerin konsantrasyonlari élgulerek
2 pPg olacak sekilde reaksiyon karisiminda kullanildi. Reaksiyon kosullari Tablo 3.2°de

gOsterilmektedir.

Tablo 3.2 Total RNA’yI cDNA’ya dénustirme reaksiyon bilesenleri ve kosullari

Total RNA (2 ug olacak sekilde konuldu) X Ml

10X RT Buffer 2 ul

25X dNTP Karisimi (100mM) 0,8 pl
10XRT Random Primerler 2 ul

MultiScribe Reverse Transkriptaz 1l

Nikleaz icermeyen su 4.2 ul
TOPLAM 10 pl
Reaksiyon kosullart:

25°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk, 85°C’de 5 dk, 4°C’de «

3.9. RNA Sekanslama (RNA-seq)

H1299 hucreleriyle olugturulan NFxB overeksprese edilen ve NFkB susturulan normal
sartlardaki ve otofaji indukli sartlardaki 8 érnek grubunun total RNA’lari RNA sekans analizi
hizmet alimi seklinde gercgeklestirimek Uzere Macrogen Inc. (Giney Kore) firmasina
goénderildi. Oncelikle 6rneklerin total RNA’lari izole edildi ve RNA'larin kalitesi ve miktarlari
Olclldi. Firma godnderdigimiz RNA Orneklerinden kontaminat DNA’nin DNaz ile
uzaklastirimasi, rRNA’larin uzaklastirimasi, RNA fragmantasyonu, cDNA’'ya reverse

transkripsiyon, dizilere adaptorlerin  baglanmasi, PCR sonrasi belirli uzunluktaki
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fragmentlerin secilimi ve cDNA uclarinin dizilenmesi temel adimlarini Novaseq 6000

(llumina) cihaziyla uygulayarak RNA sekanslama gercgeklestirdi.

3.10. Kantitatif Real-Time PCR (qRT-PCR)

RNA-seq sonuglarinin teyit edilmesi igin saptadigimiz genlerin  mMRNA
ekspresyonlarinin belirlenmesi igcin gRT-PCR islemi, Bio-Rad CFX96 Touch cihazi
kullanilarak gergeklestirildi.

Tezimizde Tablo 3.3'te gosterilen qRT-PCR reaksiyon bilesenleri ve sartlari
saglanarak Tablo 3.4’te primer dizileri yer alan 24 tane genin ve normalizasyon igin de (-
Aktin (ACTB) geninin relatif mRNA ekspresyon seviyeleri KiloGreen 2X gPCR MasterMix
(abm, Kat. No: MasterMix-KS) kiti kullanilarak belirlendi

Tablo 3.3 gRT-PCR reaksiyon bilesenleri ve kosullari

cDNA (nukleaz icermeyen su ile 5 kat seyreltiimis olarak) 4 ul
Forward (ileri) primer (10 uM) 0,5 ul
Reverse (geri) primer (10 uM) 0,5 ul
KiloGreen 2X qPCR MasterMix 10 pl
Nukleaz icermeyen su 5ul
TOPLAM 20 pl
PCR sartlari: 95°C’de 10 dakika 1 déngu, (95°C 10 saniye, 60°C 60 saniye) 45 dongu
ve 65-95 °C arasi 0,5°C hassasiyette erime egrisi (melting curve)




Tablo 3.4 gRT-PCR ile mRNA ekspresyonlari degerlendirilen genler ve primer dizileri
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Genler ileri (Forward) primer (5>3) Geri (Reverse) primer (5>3)
EGR3 GCTATGACCGGCAAACTCG CTCGGGGTACAGATTGTCAGG
EBI3 GAAGTACTGGATCCGTTACAAGC GAAGGACGTGGCTTCAATG
MMP15 AGACGGTCGTTTTGTCTTTTTC GTCAGCGGCTGTGGGTAG
FBLN5S GCGTACACAGAGAAGGCTATGTAA CATGGTTTTGAAACACATTCTCTAA
UNC13A GCAAGGGATTAGAAAAGGGCA ATCATCTGGGTTCCGTCTGAG
STK32A TCACAGGGATATGAAGCCTGAC TCGGTCTCCTGAAACTCCAA
BDH1 CACAGAAAGCCTGGAAAAGGT GACCAGCCGGATCCTCTTAAT
LOC100996724 | TTTGATGCTGGAACTTTGGTGT AGACACTGAGGTTGAGTGGTG
LOC102724593 | AGGAGCATCCAAGCAGATGA AGCTTGATCCAATCCCTCGTC
MMP1 CAGCTTCCCAGCGACTCTA TTCTCCGCTTTTCAACTTGCC
AP1M2 CCTTTCAGGCAGCAAGAACAAA CGTTGTCAAAGCGAGAGAGC
LOC100129617 | ACGGTGCTGTTCTGGGATTT CTCATCCGTGAAAGGGAGCA
CSPG4 ACAGAGGAACCCTGGATGGA CCGTCACTCGGAAGAAGTGT
SERINC4 AGACTGTAGCTGGTTCCTGG CCGTCACTCGGAAGAAGTGT
DNAH17 TGGTCTCACCAGTGGACTTCCT GCTTGGCAGATCCTTCGATGTC
TNFSF15 TCACAAAGGGCCGTCTTCAT GGCTTATCTCCGTCTGCTCT
SPOCK?2 TCCAATAGCCAGCTCCGTG AGTGGTTGGCACCAATACAGA
TGFgI CTCCCTGGTCAGCAATGTCA CTCATCAGTCAGGACTCGCC
SPTB AGGTGAAGCAGTACCAGGACCA CTCCTCGCAATCTACGCAGTAG
ZNF33BP1 TGCCTTACACAAAAAGTTCCACT TGAAGGTTCTGCCACACTGA
NLRP3 CATTTCCTCTCTAGCTGTTCCTG ACAGAAAGTTCTCCTGTTGGC
CDRT3 GACAGCTGCTTTATAGGGGGT CATGGTCTGGACTGAACCGA
MYRFL GTGTCAGGAGACTTATTGCTGC GTCTTCTGACCATCGCCTCTGA
B-ACTIN CACCATTGGCAATGAGCGGTTC AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT

3.11. Biyoinformatik Araglarin Kullanimi

KHDAK hicre hatlarinda NFxB-aracili otofajinin pozitif regtilasyonunda rol oynayan

genlerin mRNA ekspresyon profillerini belirlemek amaciyla yapilan RNA-seq analizi

sonucunda elde edilen verilerin igslenmeden Onceki kalite kontroli FastQC v0.11.7 adli

program araciligiyla gergeklestirildi. Sonrasinda ham veriler Trimmomatic 0.38 programi ile

adaptor dizileri ve 36 baz ciftinden daha kisa okumalar uzaklastirilarak iglenmis veri haline

getirildi. HISAT2 versiyon 2.1.0 programi okunan dizileri referans genom hg19 ile eslestirip

haritalama igin kullanildi. StringTie versiyon 1.3.4d programi referans genom ile eslestirilen

okunan dizilerden bilinen genleri ve potansiyel transkriptleri olusturmak igin kullanildi. Ornek



56

gruplari arasinda ekspresyon karsilastirmalari (DEG analizi), tespit edilen genlerin ve
transkriptlerin genel yer aldigi biyolojik prosesler ve rol oynadigi molekiler fonksiyonlar icin
gen set zenginlestirme analizleri (GSEA) Gene Ontology veritabani kullanilarak yapildi
(WEB_10). RNA-seq ve gRT-PCR analizleri sonucunda saptanilan genlerin tahmini
promoter bolgelerindeki NFkB baglanma bolgelerinin tespiti “Eukaryotic Promoter Database
(EPD)’ adli internet sitesi Uzerinden yapildi (WEB_12). Saptanilan genlerden eksprese olan
proteinlerin NFxB, otofaji iligkili genler ve kendi aralarindaki olasi etkilesimi STRING
versiyon 11.0 adli database kullanilarak analizlendi.

‘BULGULAR’ béliminde yer alan heat map haritasinda ve grafiklerde (Sekil 4.6, Sekil
4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9) o6rnek isimleri kisaltilarak verilmistir. Kisaltmalarin karsiligi olan

ornek grubu isimleri su sekildedir:

Csi_T_plus: Kontrol siRNA otofaiji indukli grup

MOCK _T_plus: kontrol vektéru otofaji indUkli grup

P65si_T plus: p65siRNA otofaji indukli grup

P65 T plus: p65 overekspresyon vektoru otofaji indukli grup,
MOCK_T_minus: kontrol vektérl normal grup

P65 T minus: p65 overekspresyon vektori normal grup

P65si_T_minus: p65siRNA normal grup

3.12. istatistiksel Analiz

Calisma boyunca gergeklestirilen western blot analizi, gqRT-PCR sonuglarinin
istatistiksel olarak anlamhliklari, IBM-SPSS 23.0 kullanarak Student’s t-test yontemi ile
analiz edildi. p<0.05 degerine sahip sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Sonuglarin ortalama degerleri + standart sapmalari belirtilerek gosterildi. RNA-seq analizi ile
okunan bazlarin dogrulugu i¢in Phred kalite skorlamasi kullanilarak 1000 bazda 1 hatali baz
okumasi anlamina gelen Phred skoru 30 (Q30, %99,9 dogruluk) dederlendirmesine uyan
okumalar degerlendirmeye alindi. RNA-seq analizi sonrasi yapilan DEG analizi igin
karsilastirma gruplari arasindaki ekspresyon farklarinin degerlendiriimesi igin kullanilan
istatistiksel metodlar Fold Change analizi, edgeR kullanilarak exactTest ve hiyerarsik

siniflandirma metodlaridir.
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4. BULGULAR

4.1. H1299 Hiicreleri igin Torin1 Optimum Dozunun Belirlenmesi

Tez calismamizin ilk deneysel asamasina deneylerimiz suresince kullanilacak olan
TorinT’in  (#14379 CST) H1299 hucrelerinde otofaji indlksiyonu i¢in  optimum
konsantrasyonunu belirleyerek bagladik. Torinl, otofajinin negatif regllatéri olan mTOR’un
inhibitdriddur ve bu sayede otofajiyi indiklemek icin kullanilan bir kimyasaldir. H1299
hicreleri farkh dozlardaki Torin1 ile 24 saat muamele edilerek otofajinin maksimum dizeyde
oldugu Torin1 konsantrasyonu LC3BIl antikoru (otofagozom membraninda bulunmasi
nedeni ile otofaji diizeyinin tespitinde kullanilan belirteg) kullanilarak western blot yéntemi
ile saptandi. Bunun igin tezimizin ‘GEREC ve YONTEMLER’ béliminde “3.3. H1299
hicreleri icin optimum Torin1 dozunun ayarlanmasi’ baghgi altinda belirttigimiz deneysel
prosedir gergeklestirildi. Farkh dozlarda Torin1 uygulanan H1299 hucrelerinde otofajinin
dizeyi LC3BII proteinine spesifik antikor kullanilarak saptandi. Bunun sonucunda en fazla
LC3BII ekspresyon artigi kontrole kiyasla 4,72 kat artis ile 100nM Torin1 kullaniminda
go6zlendi (Sekil 4.1). Bundan sonraki denemelerde bu optimum konsantrasyon degerinde

Torin1 kullanildi.
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Sekil 4.1 H1299 hicrelerinde 24 saat sonunda en yuksek otofaji diizeyini saglayan optimum
Torinl konsantrasyonunun western blot analizi ile tespit edilmesi ve dansitometrik dlgim ile
elde edilen LC3BIl OD degerlerinin GAPDH OD degerlerine gbére normalize edilerek
sonuglarin grafik seklinde gdsterimi. + SD degderleri birbirinden bagimsiz 3 deneyin ortalama
degerleridir. *p<0.05, **p<0.03, ***p<0.01.

4.2. Plazmid Vektorii ile NFkB Overekspresyonu ve siRNA-aracili NFkB Knockdownu

Sonucunda Otofaji Diizeyinin Western Blot Analizi ile Degerlendiriimesi

6-kuyucuklu platelere herbir kuyucuga 0,5x10° hiicre olacak sekilde H1299 hiicre
ekimi yapildi ve hicreler yaklasik %80’lik yogunluga ulastiklarinda bir grup hilcreye
Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific) aracii p65 overekspresyon vektor
transfeksiyonu yapilirken diger gruba da NFkB knockdownu i¢in p65 siRNA'’si transfekte
edildi. Bu transfeksiyon islemleri “Torinl uygulanmayan normal sartlardaki’ hiicre grubuna
ve ‘Torinl uygulanan otofaji indukli sartlardaki’ hiicre grubuna ayri ayr yapildi. Hicreler
RIPA tamponu ile toplandi ve ardindan da LC3BIl, NFkB (p65), p-NFkB (p-p65) ve
normalizasyon igin de GAPDH antikorlari kullanilarak western blotlama gercgeklestirildi.
Protein ekspresyon dizeyleri igin Image Studio 5.2 programi kullanilarak dansitometrik

Olcum gerceklestirildi ve GAPDH protein ekspresyon dizeyi normalizasyon igin kullanildi.
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Torinl uygulanmayan ‘normal sartlardaki’ ve Torinl uygulanan ‘otofaji indUklG
sartlardaki’ H1299 hicre hatlarina pcDNA3.1+p65 overekspresyon vektori ve p65 siRNA
transfeksiyonu sonrasinda p-p65, p65, LC3BII protein dizeyleri ayri ayri degerlendirilerek
grafige aktarildi. Sekil 4.2'de gosterilen sonuglara gore Torinl(-) normal sartlarda ve
Torinl(+) otofaji indikli sartlarda overekspresyon vektori transfekte edilen gruplarda
anlamlh p65 ekspresyon artisi (sirasiyla 1,59 ve 1,52 kat), siRNA transfekte edilen gruplarda
ise anlamli diizeyde p65 protein ekspresyon baskilanmasi saglandi (sirasiyla 2,38 ve 4,76
kat). Yani NFxB overekspresyonu ve knockdownu protein diizeyinde tespit edilebilir sekilde

gerceklestirildi.
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Sekil 4.2 Torinl(-) normal sartlardaki ve Torinl(+) otofaji indukli sartlardaki H1299 hiicre
hatlarina pcDNA3.1+p65 overekspresyon vektorl ve p65 siRNA transfeksiyonu sonrasinda
p65 protein dizeyleri ve dansitometrik 6lgim sonucu elde edilen OD degerlerinin GAPDH
ile normalize edilerek grafik seklinde gdésterimi. £ SD degerleri birbirinden bagdimsiz 3
deneyin ortalama degerleridir. *p<0.05, **p<0.03, ***p<0.01.
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NFkB knockdown edilen Torinl(-) normal sartlardaki grupta ve Torinl(+) otofaji
indUklG grupta aktif p65 (p-p65) ekspresyon dizeyi diserken (sirasiyla 1,72 ve 2,17 kat)
NF«kB overeksprese edilen grupta p65 aktivasyonu artti (sirasiyla 1,59 ve 3,2 kat) (Sekil 4.3).
NF«kB aktivasyonundaki bu degisimler Torin1 uygulanarak otofaji induklenen grupta anlamli
olarak daha fazladir. Bu sonug gostermektedir ki Torin1(+) otofaji indukli sartlarda da NF«xB
overeksprese edilebilmekte ve overeksprese edilen NFkB nikleusa gegcip hedef genlerinin
ekspresyonunu arttiracak sekilde fosforile olabilmektedir. H1299 huicrelerinde pro-otofajik

proteinlerin NFxB’nin aktivasyonu utzerinde herhangi baskilayici bir etkisi yoktur.
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Sekil 4.3 Torinl(-) normal sartlardaki ve Torinl(+) otofaji induklt sartlardaki H1299 hicre
hatlarina pcDNA3.1+p65 overekspresyon vektorl ve p65 siRNA transfeksiyonu sonrasinda
p-p65 protein dizeyleri ve dansitometrik 6lcim sonucu elde edilen OD degerlerinin GAPDH
ile normalize edilerek grafik seklinde gosterimi. £ SD degerleri birbirinden bagimsiz 3
deneyin ortalama degerleridir. *p<0.05, **p<0.03, ***p<0.01.
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Ayni gruplarda otofaji dizeyi LC3BIl protein ekspresyon dlzeyine bakarak
degerlendirildi. LC3BII daha 6nce de belirttigimiz tGzere otofagozom membraninda yerlesik
bir proteindir. Serbest sitozolik LC3BI 6ncul proteinine fosfotidiletanolamin molekilinin
konjugasyonuyla LC3BII proteini olusur ve otofaji mekanizmasinin belirlenmesinde en
yaygin kullanilan belirtectir. Sekil 4.4’te gorildigu Uzere siRNA-aracili p65 susturulmasiyla
NF«B inaktivasyonu saglanan gruplarda LC3BII ekspresyonu diserken (sirasiyla 1,2 ve 1,4
kat) p65 overekspresyonu ile NFkB aktivasyonu saglanan gruplarda LC3BIl ekspresyonu
artti (sirasiyla 1,42 ve 1,69 kat). Torin1 uygulanarak otofajinin indiklendigi grupta LC3BII

ekspresyon artigi, normal sartlardaki gruba kiyasla anlamli olarak daha yuksektir.
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Sekil 4.4 Torinl(-) normal sartlardaki ve Torinl(+) otofaji induklt sartlardaki H1299 hicre
hatlarina pcDNA3.1+p65 overekspresyon vektort ve p65 siRNA transfeksiyonu sonrasinda
LC3BII protein dlizeyleri ve dansitometrik dlgiim sonucu elde edilen OD degerlerinin GAPDH
ile normalize edilerek grafik seklinde goésterimi. £ SD degerleri birbirinden bagdimsiz 3
deneyin ortalama degerleridir. *p<0.05, **p<0.03, ***p<0.01.
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Yaptigimiz bu analizler sonucunda elde ettigimiz sonuclar; H1299 hiicrelerinde NF«B aktive
olunca otofajinin induklendigini gdstermektedir. Dolayisi ile bir transkripsiyon faktéri olan

NFkB, otofajiyi indlkleyen genlerin ekspresyonunu arttirarak H1299 hiicrelerinde otofajiyi
indukluyor olabilir.

4.3. NFkB-aracili Otofaji Regiilasyonunun immunoflouresans Gériintiileme ile
Degerlendirilmesi

H1299 hicreleri ‘Torin1(-) normal grup’ ve ‘Torin1(+) otofaji indlkli grup’ olarak iki ayri
gruba ayrilmis ve gruplarin ikisinde de NF«B susturulmus grup hem de NF«kB overeksprese

edilmis gruplar olusturulmustur. Bu gruplarda otofaji diizeyi immunoflouresans 6zellikli LC3B
antikoru (#3868 CST) kullanilarak flouresans mikroskopi ile degerlendiriimistir.

TORIN1 () TORIN1 (+)

Kontrol siRNA

p65 siR

Mock

pcDNA+p65

Sekil 4.5 Torinl(-) normal sartlarda ve Torin1(+) otofaji indUklu sartlarda NFxB

overeksprese edilmis ve susturulmus gruplarda LC3B proteininin beyaz 1sik ve 588nm dalga
boyundaki immunoflouresans goruntusu.
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immunoflouresans gériintiileme sonucunda daha énceki western blot sonuclarimizia
tutarli olarak ‘Torin1(-) normal sartlardaki’ H1299 hiicrelerinde NFkB susturuldugunda LC3B
proteinin sinyali goreceli olarak dismekte ancak NF«kB overeksprese edilen grupta LC3B
sinyali artti. “Torin1(+) otofaji indUklu grupta’ da sonuglar ayni sekilde fakat LC3B

sinyallerinin NFkB-bagiml artis ve azaligi nispeten daha belirgindir.

4.4. RNA-seq Analizi ile NFkB-bagimh Otofaji Reglilasyonunda Rol Oynayan Genlerin

Belirlenmesi

H1299 hicrelerinde NFxB overekspresyonu ve knockdownu gerceklestirilerek
“Torin1(-) normal grup” ve “Torin1(+) otofaji indukIu grup” olarak iki ana grup tekrardan
olusturuldu ve bu hucrelerin total RNA’lari Macrogen (Glney Kore) firmasinin kosullarina
uygun olarak RNA-seq analizi yapilmak lizere ‘GEREC ve YONTEMLER'’ béluminde ‘3.7
Total RNA izolasyonu’ baghgi altinda belirtilen deney prosediiriine gére izole edildi. Toplam
8 adet Ornek grubumuzdan 7 tanesi sekanslama yapilmak Uzere gonderildi. Macrogen
firmasi bu o6rneklerde ‘NovaSeq 6000’ protokolunu kullanarak farkli gen ekspresyon
profillerini belirlemek icin Homo sapiens tim transkriptom dizilemesi gergeklestirdi (Deney
prosediri ‘3.9. RNA Sekanslama (RNA-seq) bagh@ altinda belirtiimistir). (Ornek
gruplarinin isimleri Sekil 4.6-7-8-9da kisaltilarak verilmistir, uzun isimleri "GEREC VE
YONTEMLER” bolimiinde “3.11 Biyoinformatik Araclarin Kullanimi” bagh@ altinda

aciklanmistir.)

4.4.1. RNA-seq analizi i¢in olusturulan gruplarin ve analiz verilerinin dogrulugu

RNA-seq analizi yapilan 7 6érnek grubunun her birinden elde edilen verilerin kalitesini
gOsteren degerler Sekil 4.6’da ve her bir 6rnedin haritalanma orani ise Sekil 4.7’de
gosteriimektedir. iglenen veriler HISAT2 adli program araciliiyla referans genoma

haritalandi.
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Q30(%)

Sekil 4.6 Sekanslanan érneklerden elde edilen verilerin Q30 skoruna gére dogrulugu

Haritalanma Oranlari (%)
| Haritalanma Oranlari (%)

H1299 Csi T ' S S Y S 4
H1299_MOCK_T I}
H1299_MOCK_T_ I N N S N
H1299_P65_T  Ef
H1299_P65_T_ I N R 7
H1299_P65si_T N N N A N N0
H1299_P65si_T_ ! ! | N

30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 20 95 100

Sekil 4.7 Orneklerin haritalanma oranlari

Bu sekans analizi sonucunda Orneklerimizde toplam 27.685 gen degerlendirmeye
alindi ancak bu genlerin 14.806 tanesi istatistiksel olarak anlamli bulundu. Haritalama
sonrasinda StringTie adli programla transkriptler olugturuldu. Ornek gruplari arasinda gen
ekspresyon farklarini belirlemeye yarayan DEG (Differantially Expressed Genes) analizi
edgeR adli program araciligiyla gergeklestirildi. DEG analizi sonucunda 926 adet farkli
ekspresyon deg@erlerine sahip gen tespit edildi. Bu 926 genin karsilastirma gruplari
arasindaki ekspresyon diizeyi farki en az 2 kattir (p<0.05). Ornekler ve genler arasindaki
ekspresyon patern benzerlikleri heat map grafigi ile gosterilmektedir (Sekil 4.8). Grafige
bakildiginda NFkB overeksprese edilen ve susturulan gruplar arasindaki gen ekspresyon

farkhhdi géze carpmaktadir.
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Color K Heat map of the one-way Hierarchical Clustering
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Sekil 4.8 Ornekler ve genler arasindaki ekspresyon patern benzerligini gdsteren heat map
haritasi.

Ayrica Sekil 4.9'da da gruplar arasindaki ekspresyon patern benzerligi hiyerarsik

siniflandirma grafigi ile de gosterilmistir.
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Sekil 4.9 Gruplar arasi ekspresyon farkhliklarinin hiyerarsik siniflandirma grafigi ile
goOsterimi

4.4.2. DEG analizi ile gruplar arasinda farkli eksprese olan genlerin saptanmasi

DEG analizi sonucunda gruplar arasi farkli eksprese olan genler belirlendi. Oncelikle
bu sonuglar arasinda p65 ekspresyon durumunu degerlendirdik (Tablo 4.1). Sonuglara gore;
H1299 hicre hattinda otofaji indiklendiginde p65 ekspresyonu normal sartlardakine goére
yaklasik 1,4 kat artti. Otofaji indUkli grupta overekspresyon vektérlyle eksternal p65
ekspresyonu sagladigimizda p65 ekspresyonu yaklasik 67 kat artis gdsterdi. p65
ekspresyonu siRNA-aracili susturuldugunda ise yaklasik 4 kat bir ekspresyon baskilanmasi

saglandi.



67

Tablo 4.1 RNA-seq analizi sonucunda karsilastirilan gruplar arasindaki NFkB (p65)

ekspresyon degdisim oranlari

Torinl(+) / Torinl(-)

P65 (+) Torinl(+) / Torinl(+)

p65 (-) Torinl(+) / Torinl(+)

Gen Adi (Fold Change) (Fold Change) (Fold Change)
67.458973 -3.614150
RELA 1.398949 p65 (+) Torinl(-) / Torinl(-) p65 (-) Torinl(-) / Torinl(-)

(Fold Change)

(Fold Change)

65,73681952

-3,358954084

RNA-seq analizi sonucunda 14.806 adet gen istatistiksel olarak anlamli bulundu ve

bunlar arasindan 926 gen tim gruplarda karsilastirilabilir sonuglar verdi. Gene Ontology veri

tabaninda dayanarak bu genlerin hangi biyolojik proseslerde yer aldigi ve hangi molekiler

fonksiyonlarda gorevli olduklari genel olarak enrichment analizi ile degerlendirildi. Sekil

4.10'da p65 overeksprese edilen ‘Torin1(+) otofaji indUkli grupta’ kontrole kiyasla farkli

ekspresyon profiline sahip genlerin genel olarak yer aldigi biyolojik prosesler ve molekiler

fonksiyonlari gosterilmektedir. Ekspresyonu otofaji indukli sartlarda p65-aracili artan

genlerin daha ¢ok makromolekdller ile kompleks baglanma, reseptor baglama ve nikleik

asit baglayici transkripsiyon aktivitesi gibi molekuler fonksiyon goésterdikleri gozlendi. Bu

genlerin yer aldigi baglica biyolojik prosesler ise metabolik prosesler, metabolik proseslerin

regllasyonu ve uyarana yanit gibi proseslerdir. Bu sonuglar otofaji mekanizmasi ile NFkB

transkripsiyon faktorl arasindaki iliskiyi anlayabilmek adina anlamlidir.
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Molekiiler Fonksiyon

GO Fonksiyonel analize gore ilk 10 terim
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Biyolojik Proses
GO Fonksiyonel analize gore ilk 10 terim
Pvalue<0.05(*), ©.01(**), 0.001("*")

Hucresel proses
Metabolik proses
Biyolojik regtlasyon

Tek hicreli organizma prosesi

Cok hucreli organizma
regulasyon prosesi

Biyolojik proseslerin regtlasyonu

Metabolik proseslerin regulasyonu

Tek ve ¢ok hucreli organizma
prosesleri

Uyarana yanit

Cok hucreli organizma prosesleri

Sayi

Sekil 4.10 p65 overeksprese eden Torinl(+) otofaji indikli H1299 hiicrelerinde kontrole
kiyasla ekspresyon farklihgi gosteren genlerin molekdler fonksiyonlari ve yer aldigi biyolojik
prosesler Gene Ontology veri tabanina dayanarak enrichment analizi ile belirlenmigtir.
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RNA-seq sonucunda tim karsilastirma gruplari arasinda farkh ekspresyon profiline
sahip 926 gen arasindan, otofaji indUkll sartlarda NFkB-aracili ekspresyonu artan ve azalan
genler siralamasi yapilarak, bu genler ‘otofaji indikli sartlarda en az 1,5 kat anlamli
ekspresyon degisimi gosterme’, ‘karsilastirma gruplari arasinda tutarli sonu¢ verme’,
‘literatiirde heniz kesin bir hlicresel prosesle iliskilendiriimemis olma’ ve ‘otofaiji ile iligkili
olma’ kriterleri degerlendirildi. Bu degerlendirme sonucunda gruplar arasi ekspresyon profil
farklari gqRT-PCR ile dogrulanmak Uzere 20’si otofaji indukll sartlarda ekspresyon artisi
gosteren, 3'U otofaji indiklendiginde ekspresyon disusu gosteren olmak lzere toplam 23
gen segildi. Tablo 4.2°de bu 23 gen ve otofaji indUkli gruptaki ekspresyon diizeyi degisimleri

gOsterilmektedir.

Tablo 4.2 Torinl(+) otofaji indUkll H1299 hiicre hatlarinda p65 overeksprese edilen ve
susturulan gruplarda anlamh ekspresyon dizeyleri saptanarak qRT-PCR ile ekspresyon
duzeyleri dogrulanmak Uzere segilen genler

. . 65 overeksprese 65 susturulan
Gen Adi }og;ggr]yngg;m"') !I)'orin1(+) 1 Tgrin1(+) 'i;'orin1(+) | Torin1(+)
(Fold Change) (Fold Change)

UNC13A 6.310211 25.306432 -1.049492
EGR3 5.351772 6.879454 -3.135480
MMP1 4794975 1.859751 -4.084858
EBI3 4.293846 21.608422 -3.106794
SERINC4 4.068319 1.602545 -1.517221
TNFSF15 3.915883 4.013105 -1.876773
DNAH17 3.079106 2170327 -3.851241
MMP15 2761695 11.893093 -3.851241
SPOCK2 2761695 2.083800 -2.344034
TGFBI 2.452309 1.824240 -2.148817
SPTB 2436122 1.951221 -1.861553
LOC102724593 2428279 1.103697 -1.511832
ZNF33BP1 2.335304 2.290009 -2.491863
NLRP3 2.324882 2.606038 -1.835754
LOC100996724 2204752 1.933209 -1.072106
CDRT3 2.074559 2.112276 -1.951821
BDH1 2.044964 1.598995 -4.360007
FBLN5S 1.937116 6.759901 -2.721803
STK32A 1.636926 1.584919 -1.575418
MYRFL 6,938660 1,523636 -2,216962
CSPG4 -1.531934 -1.565258 9.803545
LOC100129617 -1.761824 -1.787833 1.612720

AP1M2 -2.482285 -3.184524 1.215864
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4.5. gRT-PCR ile RNA-seq Analizi Sonucunda Saptanan Genlerin Ekspresyon Diizey

Degigsimlerinin Dogrulanmasi

RNA-seq sonuglarini dogrulamak amaciyla H1299 hiicre hatlariyla deney gruplari
tekrar olusturuldu ve Torinl(+) otofaji indikli ve Torinl(-) normal gruplarda transfeksiyon
araciligi ile NFkB overeksprese edildi ve susturuldu. Bu 6érnek gruplarindan toplanan total
RNA’larin konsantrasyonlari 6lguldikten sonra esit konsantrasyondaki RNA izolatlar
cDNA'ya cevrildi. cDNA’lar ile KiloGreen 2X gPCR MasterMix-No Dye kiti (Applied Biological
Materials abm) kullanilarak gRT-PCR reaksiyonlari 3’lu tekrarlar geklinde hazirlandi ve
uygun reaksiyon Kkosullarinda Biorad CFX96 Touch cihazinda gRT-PCR iglemi
gerceklestirildi. gRT-PCR sonucunda her bir genden elde edilen sonuglar Tablo 4.3'te

listelenmisgtir.

Tablo 4.3 RNA-seq sonucuna gore belirlenen genlerin qRT-PCR analizi sonucunda
saptanan ekspresyon duzey degisimleri ve istatistiksel anlamliliklari. *p<0.05, **p<0.03,
***n<0.01

p65 overeks. p65 susturulan

Torin1(+)/Torin1(-) Torin1(+)/Torin1(+) Torin1(+)/Torin1(+)
Gen adi (Fold Change) p-degeri (Fold Change) p-degeri (Fold Change)
EGR3 3,73 0,036854 3,92 0,000048 -1,51
EBI3 1,73 0,020709 7,09 0,038198 -2
MMP15 414 0,003521 1,79 0,047233 -1,69
FBLNS 1,55 0,04923 3 0,000552 -1,58
UNC13A N/A N/A N/A N/A N/A
STK32A 3,38 0,000262 1,59 0,04134 -1,68
BDHA1 1,07 0,707333 4,08 0,022847 -8,92
LOC10096724 N/A N/A N/A N/A N/A
LOC102724593 N/A N/A N/A N/A N/A
MMP1 -2,19 0,00001 1,11 0,047568 -3,66
SERINC4 1,59 0,003447 1,42 0,028068 -2,44
DNAH17 6,32 0,001005 2,51 0,000099 -1,87
TNFSF -6,5 0,000012 5,46 0,003361 -10,4
SPOCK2 3,99 0,00002 2,2 0,000003 -1,72
TGFB1 2,03 0,01 1,85 0,0191456 -1,86
SPTB 1,14 0,08 -1,32 0,675912 -211
ZNF33BP1 -1,18 0,07 1,74 0,000409 -1,24
NLRP3 1,94 0,0001 1,92 0,0378691 -1,97
CDRT3 1,65 0,61 2,02 0,11597 -1,34
MYRFL -1,37 0,202107 2,45 0,011405 1,09
AP1M2 -1,77 0,000001 1,87 0,00128 -1,81
LOC100129617 -1,6 0,028589 3,32 0,000018 -1,56

CSPG4 -2,62 0,01 1,67 0,102926  -3,08
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gRT-PCR analiz sonucunda belirlenen ekspresyon degisimleri RNA-seq sonuclariyla
korele olan genler Tablo 4.4'te gosterilmistir. Bu genlerin p65 overeksprese edilen ve
susturulan Torinl(-) normal grupta ve Torin1(+) otofaji indikli gruplardaki relatif mRNA

ekspresyon degisimleri ise Sekil 4.11°de grafik seklinde gdsterilmistir.

Tablo 4.4 gqRT-PCR analizi sonucunda RNA-seq sonugclari ile korele ekspresyon dizey
degisimi saptanan genler. *p<0.05, **p<0.03, ***p<0.01

p65 overeks. p65 susturulan
Torin1(+)/Torin1(-) Torin1(+)/Torin1(+) Torin1(+)/Torin1(+)

Gen adi (Fold Change) p-degeri  (Fold Change) p-degeri (Fold Change)
EGR3 3,73 0,036854 3,92 0,000048 -1,51
EBI3 1,73 0,020709~ 7,09 0,038198* -2
MMP15 414 0,003521* 1,79 0,047233« -1,69
FBLNS 1,55 0,04923~ 2 0,000552++ -1,58
STK32A 3,38 0,000262~ 1,59 0,04134* -1,68
SPOCK2 3,99 0,00002=+ 2,2 0,000003*+ -1,72
TGFBA1 2,03 0,01+ 1,85 0,0191456~ -1,86
NLRP3 1,94 0,0001== 1,52 0,0378691~ -1,97
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Sekil 4.11 gRT-PCR analizi sonucunda RNA-seq sonuglari ile korele ekspresyon dizey
degisimi saptanan genlerin relatif ekspresyon degisimlerinin grafigi. £ SD degerleri
birbirinden bagimsiz 3 deneyin ortalama degerleridir.
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Sonuglarimiza goére; Tablo 4.4’te listelenen genler Kiguk Hicre Digi Akciger
Kanserlerinde NFxB transkripsiyon faktérinin regulasyonu aracih@ ile otofaiji
mekanizmasinin dizenlenmesinde rol oynuyor olabilirler. Bu 8 gen ile otofaji mekanizmasi
arasidaki etkilesim ile iliskili literatlr ve veritabani bilgisi Tablo 4.5’te 6zetlenmigtir. Tezimizin
‘TARTISMA’ bolimunde bu genlerin rol oynadidi baslica hiicresel prosesler, bunlarin otofaji
ile etkilesimleri ve daha énce yapilmis ¢alismalarla elde edilmis literatir bilgileri detaylica

degerlendirilmigtir.

Tablo 4.5 Tezimizde saptadigimiz NFkB-aracili pozitif otofaji regulasyonunda rol oynayan
genler ve otofaji mekanizmasi arasindaki etkilesim ile iligkili literatlr ve veritabani bilgisi

Gen Adi Otofaji mekanizmasi ile etkilesim Referans

EGR3 TF olarak otofagozom olusumda rol oynayan ATG12’yi hedef WEB_8
alir

EBI3 Alt Gnitesi oldugu IL-27 otofajiyi negatif reglle eder. Sharma

vd 2014
MMP15 LiteratUr bilgisi bulunmamakta -
FBLN5 Starvasyon-indikli otofaji sartlarinda FBLN5 birikimi Want vd
. - 2016

g6zlenmistir

(Eksfaliasyon sendromu)
STK32A G0:0006914 ID koduyla kayitli otofaji prosesinde rol oynayan WEB_10

gen setinin igerisinde yer alir.

G0:0016236 1D koduyla kayitl makrootofaji prosesinde rol

oynayan gen setinin icerisinde yer alir.

SPOCK2 Literatur bilgisi bulunmamaktadir -
TGFBI Mutant-TGFI protein birikimi otofaji mekanizmasinda Choi vd
. . - 2012,
duraksamaya neden olur (Granuler korneal distrofi tip 2) Choi vd
2014
NLRP3 Otofajiyi indikler Shi vd

2012
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4.6. NFxB-aracil otofaji regiilasyonunda rol oynadigi belirlenen genlerin promoter

bolgelerinde kB motifi varliginin in silico incelenmesi
NF«B transkripsiyon faktort hedef genlerinin promoterlarindaki baglanma motifini (kB
motifi) taniyarak ekspresyonlarini regule eder. Bu baglanma motifinin dizi bilgisi JASPAR

veritabanindan elde edilmis olup Sekil 4.12'de dizi logosu ve bazlarin dizilim olasihgi ile ilgili

puanlari gosterilmektedir (WEB_7).

20

EH]
z
05
00

Al 0 0 0 11 10 2 0 0 0 0 ]
cl 4 0 0 0 3 0 0 2 18 18 ]
G[ 11 17 18 7 4 0 0 0 0 0 ]
T[ 3 1 0 0 1 16 18 16 0 0 ]

Sekil 4.12 NFkB (RelA/p65) ‘nin baglanma motifi logosu ve bazlarin dizilim olasilig
puanlamasi (WEB_7).

Tezimizde saptamis oldugumuz genlerin promoter bolgelerinde NFkB baglanma
bolgesinin olup olmadigini incelemek igin EPD-Eukaryotic Promoter Database veritabani
kullanildi. Bu veri tabani genlerin tahmini promoter bdlgelerindeki transkripsiyon baglangig
bdlgesinin (TSS) -1000 ve 100 bp’lik alaninda JASPAR veritabanindaki baglanma dizilerinin

komplementerligini gdsteren bir veritabanidir.
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EGR3 geninin tahmini promoter bdlgesinde TSS’den -98, -131,-523, -524, -554 ve -
953 bp uzaklikta 6 adet NFkB baglanma bélgesi saptandi (Sekil 4.13).

EGRS3

i ([FEeedE? = Ul I8 =gy =L38, =283y =St =i, =SS Chromosome [NC_000008.11]; Strand [-]; Position [22693392]

Sekil 4.13 EGR3 promoterindaki tahmini NFkB baglanma bolgeleri

EBI3 geni igin 2 farkli tahmini promoter bdlgesi saptanmistir ve ilk promoterdaki
TSS’den -326, 270, -209 ve -63 bp uzaklikta 4 adet, ikinci promoterda ise TSS’den -117, -
61 bp uzakta ve tam TSS Uzerinde yer alan 3 adet NFkB baglanma bolgesi saptandi (Sekil
4.14).

EBI3_1

RELA [p-value = 0.001): -326, - , —209, -63 Chromosome [NC_000019.10]; Strand [+]; Position [4229523]

—a—

RELA [p-value = 0.001]: -117, -61, O Chromosome [NC_000019.10]; Strand [+]; Position [4229314]

Sekil 4.14 2 farkli tahmini EBI3 promoteri Uzerindeki NFkB baglanma bdlgeleri

MMP15 geni igin 2 farkli tahmini promoter bolgesi saptanmistir ve ilk promoterdaki
TSS’den -808, -321 bp uzaklikta 2 adet, ikinci promoterda ise TSS’den -939, -587 ve -100
bp uzakta yer alan 3 adet NF«xB baglanma bdlgesi saptandi (Sekil 4.15).
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MMP15_ 1
i i =4
RELA [p-value 0.001): -808, -321 Chromosome [NC_000016.10]; Strand [+]; Position [58025754]
MMP15 2
{} { {} =
RELA [p-value = 0.001]: -939, -587, -100 Chromosome [NC_000016.10]; Strand [+]; Position [58025533]

Sekil 4.15 2 farkli tahmini MMP15 promoteri Gzerindeki NFkB baglanma bdlgeleri

FBLNS5 geninde 5 farkli tahmini promoter bdlgesi saptanmistir.
1. promoterin TSS’inden -492, -510, -618 ve -632 bp uzaklikta 4 adet;
2. promoterin TSS’sinden -10, -160, -253, -872 ve -890 bp uzaklikta 5 adet;
3. promoterin TSS’sinden -212, -230, -338 ve -352 bp uzaklikta 4 adet;
4. promoterin TSS’sinden 86, 68, -40, -54, -744, -881 bp uzaklkta 6 adet NFkB baglanma
boélgesi saptandi (Sekil 4.16).

FBLNS5_ 1
HE - '_'
Chromosome [NC_000014.9]; Strand [-]; Position [91947412]
FBLN5 2
- i {} i_’

Chromosome [NC_000014.9]; Strand [-]; Position [91947032]

Sekil 4.16 4 farkli tahmini FBLN5 promoteri Gzerindeki NFkB baglanma bdlgeleri (devami
sonraki sayfada)
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FBLN5_ 3
i i [_'
Chromosome [NC_000014.9]; Strand [-]; Position [91947692]
FBLNS5 4
i & i = -

Chromosome [NC_000014.9]; Strand [-]; Position [91947990]

Sekil 4.16 (devami) 4 farkli tahmini FBLN5 promoteri Gzerindeki NFkB baglanma bdlgeleri

STK32A geninin tahmini promoter bdlgesinde TSS’inden -868, -518, -340 ve -266 bp
uzaklikta 4 adet NFxB baglanma bdlgesi saptanmistir (Sekil 4.17).

Chromosome [NC_000005.10]; Strand [+]; Position [147235026]

Sekil 4.17 Tahmini STK32A promoteri Uzerindeki NFkB baglanma bdlgeleri

SPOCK2 geninde 3 farkli tahmini promoter boélgesi saptanmistir.
1. promoterin TSS’sinden -199 ve -215 bp uzaklikta 2 adet;
2. promoterin TSS’sinden -706 bp uzaklikta 1 adet;
3. promoterin TSS’sinden 59, -541 ve -678 bp uzaklikta 3 adet NFkB baglanma bélgesi

saptandi (Sekil 4.18).
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SPOCK2_1
- —
Chromosome [NC_000010.11]; Strand [-]; Position [72088551]
SPOCK2_2
l '_’
Chromosome [NC_000010.11]; Strand [-]; Position [72088982]
SPOCK2_3

Chromosome [NC_000010.11]; Strand [-]; Position [72089747]

Sekil 4.18 3 farkli tahmini SPOCK2 promoterlari Gzerindeki NFkB baglanma bolgeleri

TGFBI geninin tahmini promoterinin TSS’sinden -899 ve -353 bp uzaklikta 2 adet
NFxB baglanma bdlgesi saptandi (Sekil 4.19).

TGFBI

Chromosome [NC_000005.10]; Strand [+]; Position [136028988]

Sekil 4.19 Tahmini TGFI promoteri tzerindeki NFkB baglanma bélgeleri

NLRP3 geninin tahmini promoterinin TSS’sine -859, -731, -123, -14 ve 24 bp uzaklikta
5 adet NFxB baglanma bdlgesi saptandi (Sekil 4.20).
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NLRP3

i i & Iﬁ

Chromosome [NC_000001.11]; Strand [+]; Position [247416173]

Sekil 4.20 Tahmini NLRP3 promoteri Gzerindeki NFkB baglanma bolgeleri

4.7. Saptanan Genlerden Eksprese Olan Proteinlerin NFkB ve Kendi Aralarindaki

Fonksiyonel Etkilesimlerin In Silico incelenmesi

RNA-seq ve gRT-PCR analizleri ile saptamis oldugumuz EGR3, EBI3, MMP15,
FBLN5, STK32A, SPOCK2, TGFI ve NLRP3 genlerinden eksprese olan proteinlerin NFkB
(RELA/p65) ve kendi aralarindaki fonksiyonel etkilesimleri STRING veritabaninda
analizlendi. STRING veritabaninin hem literatirde yer alan calismalari hem de diger
veritabanlarindaki bilgileri derleyerek ortaya koydugu analiz sonucunda bu 8 protein
arasindan sadece NLRP3’Un 0,930 skor ile NFkB ile etkilesim icerisinde oldugu bilgisine
ulasiimistir (WEB_11).

EGR3 SPOCK2
| )
RELA /.\NLRPB
)&
o/
/\EBIS STK32A TGFBI
L\J : ’* e
Known Interactions Predicted Interactions Others

Sekil 4.21 Kuigik Hicre Disi Akciger Kanserlerinde otofajinin NFkB-aracili pozitif
regulasyonunda rol oynadigini saptadigimiz genlerin STRING veritabanina gére NF«xB ve
kendi aralarindaki fonksiyonel etkilesimleri (WEB_11).
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5. TARTISMA

Akciger kanseri DUnya genelinde dlume sebep olan kanserler arasinda birinci sirada
yer alir. Kicuk Hucre Digi Akciger Kanseri (KHDAK) akciger kanser vakalarinin %85'ini
olusturan ve adenokarsinoma, skuamoz hucreli karsinoma ve buyuk hucreli karsinoma
olmak Uzere 3 major histopatolojik alt sinifta incelenen bir akciger kanser taridur.
Adenokarsinomalar ve blyuk htcreli karsinomalar KHDAK vakalarinin  %70-80nini
olustururlar ve akcigerin dig yuzeyinde orjinlenirler. Skuamoz hucreli karsinomalar ise
vakalarin yaklasik %10’'unu olustururlar (Chiu vd 2018). Tezimizde hicre Kkultart
¢alismalarinda kullandigimiz H1299 hicre hatti bayik hicreli karsinoma sinifina dahildir.
Blyuk hicreli karsinoma koétu farklilasma, hizli biylime ve erken metastatik 6zelliklerle
karakterize olan agresif bir KHDAK tiradar. 3 ve 4. evredeki blyuk hicreli karsinoma
hastalarinda 5 yillik sagkalim orani %10’un altindadir (Zhang vd 2017). Gunumuzde artan
genetik arastirmalar, kisisellestiriimis onkoloji, hedefleyici tedavi yaklagimlarindaki
gelismeler KHDAK tedavisinde ve hastalarin yagsam kalitesinin iyilestiriimesinde 6nemli
kazanimlar saglasa da akciger kanser heterojenitesi, tedaviye kargi gelisen direng,
rekurrens ve hala tam aydinlatilamamis molekuler mekanizmalar yeni tedavi stratejilerinin
ortaya konmasi i¢in asilmasi gereken engellerdir.

Otofaji, starvasyon (aglik), hipoksi, reaktif oksijen turleri (ROS), ve DNA hasari gibi
stres kosullarina yanit olarak indiklenen hucresel degradasyon prosesidir. Bu mekanizma
mayalardan insanlara kadar korunmus ve fonksiyonlarini kaybetmis ya da hicre igin
gereksiz organellerin, agregatlasmis ya da yanlis Uretilmis proteinlerin eliminasyonunu
saglayarak hlcre i¢i homeostazi saglar. Otofaji Uzerine yapilmis ilk ¢alismalar bu
mekanizmay! bir hiicre sagkalim yolagi olarak tanimlamis olsa da gunimuze kadar elde
edilen bilgiler dogrultusunda otofajinin sagkalim yoladi olmasinin yaninda kosullara, uyaran
turd ve suresine bagh olarak hiicre 6lim yolaklarindan biri oldugu ortaya konmustur. Otofaji
mekanizmasinda meydana gelen aksakliklar nérodejeneratif hastaliklar, metabolik
hastaliklar ve kanser gibi cesitli patolojilerle iliskilendiriimistir. Otofajinin karsinogenez

surecinde oynadidi rol kanser evresine, kanser turiine bagli olarak onkogenik ya da timor
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baskilayici bir mekanizma olarak karsimiza gikar. Yapilan ¢alismalarin genelinde erken evre
kanserlerde otofaji, DNA hasari gibi durumlarda hiicre 6limine sebep olarak kanserli
hicreyi 6lime yénlendiren ya da hiicrede fazla ya da yanlis Uretilen protein eliminasyonuyla
olusan stresi ortadan kaldirarak kanser hicresinin agresif yetenek kazanmasina engel
oldugu icin timér baskilayici bir mekanizma olarak davranir. Ancak ileri evre kanserlerde
DNA tamir mekanizmasinda yer alan proteinlerin de eliminasyonuna neden olarak mutasyon
birikimine neden oldudu icin ya da migrasyon yapma yetenedi kazanan hiicrelerde besin
yoklugu durumunda hicreye enerji kaynagdi saglayabildigi icin onkogenik bir mekanizma
olarak davranabilir. Kanser progresyonunda oynadigi rolin yaninda otofajinin kanser
tedavisinde tedaviye diren¢ gelisimine neden oldugu ydnidnde c¢alismalar mevcuttur
(O’Donovan vd 2011, Tarabe vd 2017, Battista vd 2018). Tumor tipi, evresi ve gen
ekspresyon profillerinin yanisira kanser tiplerinin sahip oldugu hlcresel metabolizmayi
etkileyebilen somatik mutasyonlar da otofaji inhibisyonuna duyarlhg: belirleyebilir. KRAS-
mutant ve LKBl-mutant (KL mutant) kidclk hlcre disi akciger kanserleri siklikla
immunoterapiye direng gelistirir. Bu da bu genotipin yeni terapdtik yaklasimlara ihtiyaci
oldugunu gosterir (Skoulidis vd 2018). Otofaji inhibisyonunun, bu KL mutant akciger
kanserlerinde efektif bir tedavi yaklasimi olabilecegi yoninde gugli bulgular mevcuttur
(Bhatt vd 2019). Tezimizde kullandigimiz H1299 hicre hatti da heterzigot N-RAS
mutasyonuna (c.181C>A) ve homozigot p53 delesyonuna sahiptir (Mitsudomi vd 1992,
Bodner vd 1992, Davies vd 2002). Bazal otofaji dizeyi, N-RAS mutant H1299 hticrelerinde
yuksektir ve hicre bluyumesini ve sagkalimi destekler (Guo vd 2011).

Tez galismamizda Kuguk Hucre Disi Akciger Kanserlerinde otofaji mekanizmasi ile
NFkB yolaklari arasindaki olasi iliskinin aydinlatiimasini ve bu iliskide rol oynayan olasi
genlerin tespit edilmesini amagladik. NFxB transkripsiyon faktérl, cogu multiselller
organizmada siki sekilde korunmustur ve gelisim, immun yanit, yaslanma, proliferasyon,
invazyon gibi gesitli selller proseslerde rol oynayan 200’den fazla genin trankripsiyonel
regllasyonundan sorumludur (Aggarwal 2004). NFxB yolaklari ve otofaji mekanizmasi
birbirleri ile karsilikh etkilesim halindedirler ancak bu etkilesim karmasik ve sasirtici
olabilmektedir. Aslinda bazi hicre hatlarinda TNFa, ROS ve starvasyon-aracili induklenme
sonucunda NF«B, otofajinin negatif regllatéri olarak davransa da aksini gésteren ve NFxB
yolagini uyaran etkenlerden olan TNFa’nin, tamoksifenin, seramidin ve ER stresinin otofajiyi
indUkledigini goésteren kanitlar da mevcuttur (Copetti vd 2009). Otofaji, NFkB yolaginda rol
oynayan IKKa, IKKB, IKKy ve NIK gibi duzenleyici proteinlerin degradasyonuna ya da

dogrudan NFxB degradasyonuna neden olarak NFxB yolaginin inhibisyonuna neden



81

olabilir. Ayrica otofaji mekanizmasinda dizenleyici rol oynayan p62, ATG5 gibi proteinlerin
NF«B yolagindaki proteinler ile etkilesimi de bu iki farkl yolagin birbirini etkilemesine neden
olabilir (Trocoli ve Djavaheri-Mergny 2011). NFkB’nin TNF ile uyarimi sonucunda otofajinin
negatif regulatori mTOR aktivasyonu nedeniyle otofajinin baskilanmasi bazi kanser
turlerinde gosterilmistir (Djavaheri-Mergny 2006, Djavaheri-Mergny 2007). Bunun yaninda
NFxB, IKK aktivitesinden bagimsiz olarak isi-sok stresine yanit sirasinda IxB ile olan
kompleksin termobilitesinin dedismesi Uzerine aktive olarak otofajiyi indukledigi
gosterilmistir. Ayrica NFxB’nin otofaji-bagimli hiicre 6limindn indiklenmesinde de rol
oynadigini ortaya koyan galismalar mevcuttur (Nivon vd 2009, Hwang vd 2010). Otofaiji
mekanizmasinda anahtar rol oynayan proteinlerin transkripsiyonel dizenlenmesini saglayan
NFkB, pro-otofajik proteinleri hedef aldiginda otofajiyi indlkleyebilirken anti-otofajik
proteinleri hedeflediginde de otofajiyi inhibe edebilir (Trocoli ve Djavaheri-Mergny 2011).
Kisacasi NFkB-otofaji iligkisi, hucre tipi ve uyaran tipine gore farkl sekilde olabilir. Otofaji ve
NFxB yolaklarinin regulasyonu timoérogenez kontrolinde rol oynayan birgok yolagin
regulasyonuyla da ¢akistigi icin NFkB-otofaji iliskisinin aydinlatiimasi 6nem tasimaktadir.
Han ve arkadaslarinin (2018), tez calismamizda da kullanmis oldugumuz Kiglk
Hicre Disi Akciger Kanseri hicre hatti olan H1299 ile yaptigi bir calismada TRIM59
proteininin NFkB yolagini baskilayarak, Beclinl ekspresyon dizeyinin dismesine, bdylece
otofajinin de baskilanmasina neden oldugu ve NFxB overekspresyonunun ise Beclinl
ekspresyon artisina neden oldugu gdsterilmistir. Beclinl geninin promoter bdlgesinde de
NF«B baglanma bdlgesi tasidigi ve NFkB’nin Beclinl promoterini indikledigi bu sayede de
otofajiyi hem bazal sartlarda hem de otofaji induklu sartlarda pozitif regule ettigi bilinmektedir
(Copetti vd 2009). Bu literatlr bilgileriyle tutarli olarak tez ¢alismamizin ilk asamasinda;
KHDAK hucrelerinde normal sartlarda ve otofaji indUkli sartlarda NFxB
overekspresyonunun saglanmasiyla LC3BIl ekspresyon dizeyindeki artis ve NFxB
susturulmasi ile LC3BIl ekspresyon dizeyindeki disise dayanarak NF«kB transkripsiyon
faktorinun otofajinin pozitif regllasyonunda rol oynadigini gosterdik. Sonraki deneylerimiz
bu regulasyonda rol oynayan genleri saptamaya yonelikti. Bunun igin yine NFxB
overeksprese edilen ve susturulan otofaji indiklenmeyen ve otofaji indukli sartlardaki
KHDAK hucrelerinden total RNA izolasyonu gergeklegtirilerek bu orneklerde RNA sekans
analizi gergeklestirildi. Sekanslama sonucunda tim érnek gruplarinda toplam 27.685 gen
saptandi ve bunlardan 14.806’s! istatistiksel olarak anlamli bulundu. Kargilastirma gruplari

arasinda yapilan ve farkli ekspresyon profillerini belirlemeye yarayan DEG analizi
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sonucunda 14.806 genden 926’s1 tim karsilastirma gruplari arasinda farkli ekspresyon
dizeyi sergileyen genler, mikroRNA’lar ve uzun kodlamayan RNA'lar olarak belirlendi.
Ancak bizim hipotezimiz ile uyumlu olarak bu 926 gen icerisinden otofaji indikli sartlarda
ekspresyonu en az 1,5 kat artis gésteren ve NFkB overeksprese edildijinde de bu artisi
koruyan, NF«kB susturuldugunda ekspresyonu diisen ve tim karsilastirma gruplari arasinda
hipotezimize uygun ekspresyon degisimi sergileyen genler degderlendirilerek toplam 23 gen
gRT-PCR ile ekspresyonlari teyit edilmek Uzere belirlendi. Bu 23 genin 3 tanesi otofaji
indUkl0 sartlarda ekspresyonu disen ve NFkB overeksprese edildiginde ekspresyonlari yine
dusus gosteren genlerdir. qRT-PCR analizi sonucunda 23 gen icerisinden 8 genin mRNA
ekspresyon degisim sonugclari hipotezimize uygun olarak tespit edildi. Bu genler; EGRS,
EBI3, MMP15, FBLN5, STK32A, SPOCK2, TGFBI ve NLRP3 adli genlerdir. Bu genlerin
hepsinde in silico olarak tahmini promoter boélgeleri saptanmis ve hepsinde de en az bir tane
kB bélgesinin varligi belirlendi.

Tez calismamizda saptamis oldugumuz genlerden biri olan EGR3 (Early Growth
Response 3), arka beyin gelisiminde ve periferal sinir sistemi miyelinasyonunda énemli
fonksiyona sahip olan ve T ve B hilcre gelisiminde rol oynayan erken biylime yanit gen
ailesinin (EGR) bir Uyesi olan ginko-parmak transkripsiyon faktéridir (Toppilko vd 1994, Li
vd 2012). T hucrelerinin antijenik uyariimasiyla salinan sitokinler ve kemokinler gibi immun
medyatdrler EGR3 ve NFxB gibi transkripsiyon faktérlerinin aktivasyonuna sebep olur. Bir
calisma da Jurkat hicrelerinde NFkB (RELA/p65) ve EGR3 transkripsiyon faktorlerinin
fiziksel etkilesim kurarak IL-2, TNFa ve ICAM-1 gibi inflamatuar gen promoterlarinin
transkripsiyonunu gugli bir sekilde aktive ettikleri gosterilmistir (Wieland vd 2005). TNFa
tarafindan uyarilan baslica sinyal yolaklarindan olan NF«B yolag ile yine TNFa ile upregule
oldugu saptanan EGR3 arasinda baglati kuran bir diger ¢alismada NFxB’nin EGR3
transkripsiyonunda artisa neden oldugu belirlenmistir (To vd 2013). Bu calismalarin
sonugclariyla tutarh olarak tez galismamizda NF«kB overeksprese edilen KHDAK hicrelerinde
EGR3 ekspresyon artigsi, NFkB susturulan KHDAK hicrelerinde ise EGR3 ekspresyon
dususi hem RNA-seq analizi ile hem de gRT-PCR analizi ile gdsterilmistir. In silico
analizlerimizde EGR3 geninin tahmini promoterinda 6 adet kB baglanma motifi tespit ettik
ancak literatirde EGR3 promoterinda NF«xB baglanma maotifi varligini gésteren deneysel bir
¢alisma bulunmamaktadir. EGR3’ln bir transkripsiyon faktéri olarak hedefledigi genler
arasinda otofagozom olusumunda rol oynayan ATG12’nin yer aldidi bilgisi TRANSFEC

veritabaninda belirtilmistir. Ayrica otofajinin, T hlcrelerinin gelisiminde, aktivasyonunda ve



83

farklilasmasinda rol oynadigi disundldiginde yine bu seliler proseslerde majér roller
oynayan EGRS3 transkripsiyon faktériiniin otofaji mekanizmasiyla iligkili olmasi mimkin
g6zukmektedir. Tez calismamizin sonuglarina dayanarak KHDAK hiicrelerinde EGR3
ekspresyon artisinin NFkB araciligi ile gercekleserek otofaji indiksiyonunda vel/veya
regulasyonunda rol oynadidini distinmekteyiz.

Saptadigimiz bir diger gen olan EBI3 (Epstein—Barr virus-induced gene 3) ilk
tanimlandiginda Epstein-Barr virisu (EBV) ile enfekte olmug B hucrelerinde artan
ekspresyonuyla karakterize edilmis daha sonrasinda IL-12 ailesinin bir Gyesi olarak
raporlanmis bir gendir (Devergne vd 1998). p28 ile birleserek IL-27 heterodimerik sitokini,
p35 ile birleserek de IL-35° olusturur ve dogal immunitede rol oynar (Bohme vd 2016). NFkB
(RELA/p65) ile EBI3 arasindaki etkilesim ile ilgili literatlir bilgisi tarandiginda akut miyoloid
I6kemi hiicrelerinde yapilan bir calismada EBI3 promoterinda 1 tanesi fare ve insanlarda
korunmus digeri sadece insanlarda olan 2 tane NFkB baglanma bdlgesi deneysel olarak
saptanmis ve bu bolgelerin IL-18 gibi proinflamatuar sitokinler tarafindan induiksiyon igin ¢ok
onemli oldugu gosterilmistir. Bu calismada NFxB baglanma bdlgesinin EBI3 geninin
indUksiyonu igin elzem bir 6n kosul olduguna dikkat ¢ekilmistir (Poleganov vd 2008). Fare
EBI3 geninin promoterinda da korunmus olan bu NF«xB baglanma bdlgesi 2005 yilinda Wirtz
ve arkadaslan tarafindan yapilan bir ¢galismada da gosterilmistir. Ayrica EBI3 geni, NF«xB
hedef genlerini gesitli platformalar bir araya getirerek ve bu alanda yapilan ¢aligmalari
tarayarak olusturulmus bir veritabani c¢alismasinda NFxB hedef genleri arasinda yer
almaktadir (WEB_13). EBI3 geninin NFkB-aracili gug¢li indiksiyonunu gdsteren bir diger
¢alisma da Callegari ve arkadasglari (2019) tarafindan HelLa hicre hatti kullanilarak
gerceklestiriimistir. Tez c¢alismamizda bu literatlr bilgileriyle uyumlu olarak NFxB
overeksprese ettigimiz otofaji indukli H1299 hicre hatlarinda EBI3 ekspresyonu kontrole
kiyasla yuksektir. Bu da EBI3 geninin NFxB araciligi ile otofajiyi reglle edebilecegini
gOstermektedir. Otofajinin dogal ve adaptif immun yanitta hicresel bir savunma
mekanizmasi olarak rol oynadigi bilinmektedir. Sitokinler ile otofaji arasindaki iliskinin
aydinlatiimasi ile otofajinin immun yaniti nasil kontrol ettigi anlagiimaya calsiimaktadir. EBI3
proteinin alt Unitesi oldugdu IL-27 ve IL-35 sitokinleri ile otofaji mekanizmasi Uzerine yapilmis
olan az sayida galismada IL-27’'nin otofajiyi negatif regule ettigi, IL-35'in ise otofaji
mekanizmasindaki rollintin hala net olarak anlasilamadigi belirtiimistir (Sharma vd 2014, Wu

vd 2016). Ancak sonuglarimiz gostermektedir ki, Kliglk Hucre Disi Akciger Kanserlerinde
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NFkB-aracili EBI3 ekspresyon artisinin otofajinin pozitif regllasyonunda rol oynamasi
kuvvetle muhtemeldir.

MMP15 (Matrix Metallopeptidase 15), matriks metaloproteinaz ailesinin membran-tip
alt ailesine dahil olan ve embriyonik gelisim, yara iyilesmesi ve doku remodellenmesi gibi
normal fizyolojik kosullarda ekstraselller matriksin yikiminda rol oynayan protein kodlayan
bir gendir. MMP15 proteini ayrica kanser progresyonunda ve metastazda da rol oynar
(WEB_9). MMP15 proteininin kanser hicrelerinde anti-apoptotik yolakta gérevli bir eleman
olarak rol oynadigi da ortaya konmustur (Abraham vd 2005). Akciger kanser hiicrelerinde
ve dokularinda MMP15 ekspresyonunun artigl rapor edilmis ve ayni ¢alismada hem fare
hem de insan MMP15 gen promoterinda ikiser tane ylksek skorlu NFxB (RELA/p65)
baglanma bolgesi saptanmistir (Liu vd 2016). Bu literatir bilgisi ile tutarli olarak tez
calismamizin sonuglarina gore veritabanlarini inceledigimizde MMP15 genine ait 2 farkli
tahmini promoter bélgesinde toplam 5 adet NFxB baglanma bolgesi oldugunu gordiik. RNA-
seq ve qRT-PCR sonuglarimizda otofaji indikli sartlarda H1299 hiicrelerinde artan MMP15
ekspresyonu, NFxB overeksprese edilen otofaji indukli sartlarda da artarken NFxB
susturuldugunda azalmaktadir. Bu sonu¢ bize, NFkB'nin MMP15 ekspresyonunu
indukleyerek otofajiyi pozitif yonde regule edebilecegini dusindurmektedir. Literatirde
otofaji mekanizmasi ve MMP15 iliskisi Uzerine yapiimis spesifik bir galismanin bulunmayisi
bu alanda ileri arastirmalara ihtiya¢ oldugunu gdstermektedir.

FBLNS5 (Fibulin 5) geni, bir ekstraselller matriks proteini kodlar. Bu protein integrinler
ile etkileserek endotelyal hiicre adhezyonunu destekler ve daha ¢ok vaskiler gelisimde rol
oynar (WEB_9). Veritabanlarinda yaptigimiz inceleme sonucunda FBLN5 geninin tahmini 4
farkli promoter bolgesinde 19 adet NFkB baglanma bolgesi oldugunu gordik. FBLN5S’in tez
sonuglarimizda ortaya koymus oldugumuz 8 gen arasinda en fazla muhtemel NFxB
baglanma bdlgesine sahip gen olmasina ragmen literatirde NF«xB’nin FBLN5 promoterini
hedef aldigini gdsteren herhangi bir veriye rastlamadik. Otofaji ile FBLNS5 iligkisi hakkindaki
tek calismada da eksfaliasyon sendromu hastaligi zerine yapilmig ve starvasyon Uzerine
induklenen otofaji nedeni ile FBLN5 birikiminin arttigi gdsterilmistir (Want vd 2016).
Tezimizin sonuglarina dayanarak Kuguk Hucre Digi Akciger Kanserlerinde NFkB-aracili
FBLN5 ekspresyon artiginin  otofajinin  indiksiyonunda ve regllasyonunda rol
oynayabilecegini digunmekteyiz.

STK32A (Serin/treonin kinaz 32A) geninden kodlanan protein, Gene Ontology (GO)
veritabaninda fosfat gruplarinin transferinden sorumlu transferaz aktivitesine sahip protein

tirozin kinaz aktivitesi ile iligkilendiriimistir ve hlcre ici sinyal iletiminde rol oynadig
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belirtilmistir (WEB_10). STK32A, hiicresel homeostaz, transkripsiyon faktorii fosforilasyonu
ve hticre dongulsu dizenlemesinde énemli role sahip olan serin / treonin kinaz ailesi Gyesidir
(Edelman ve Blumenthal 1987). Yaptigimiz in silico promoter analizinde STK32A genine ait
tahmini promoter boélgesinde 4 adet NFkB baglanma bdlgesi oldugu goériimustir. Ancak
literatirde NFxB ve STK32A iligkisini ve STK32A’'nin otofaji regilasyonunda rol oynadigini
gOsteren herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir. Tezimizin RNA-seq sonuglarina dayanarak
yapilan Gene Ontology veritabani analizinde GO:0006914 kodu ile kayith otofaji ve
G0:0016236 koduyla kayitl makrootofaji proseslerinde rol oynayan gen ve gen urunlerine
bakildiginda STK32A'nin iki biyolojik proseste de yer alan genler arasinda kayitli oldugu
go6zlenmistir (WEB_10). Calismamizin verileri, NFkB-aracil otofaji reglilasyonunda STK32A
gen ekspresyonunun otofajiyi indukleyici etkisi olabilecedi yénindedir. Bu nedenle bu
mekanizmanin ileri arastirmalarla aydinlatiimasinin literatire katki sunabilecegini
dusunmekteyiz.

SPOCK2 geni, glukozaminglukanlar ile baglanarak ekstraselller matriks yapisina
katilan bir protein kodlayan gendir. Gene Ontology veritabaninda SPOCK2 protein
fonksiyonu olarak kalsiyum iyon baglayici ve ekstraseliler matriks baglayici &zellikleri
oldugu belirtilmistir (WEB_10). Literatirde SPOCK2 ve NFkB iligkisine ve bu iligkinin otofaji
regulasyonunda yer aldigina dair herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak tez
¢alismamizda SPOCK2 geninin 3 farkli tahmini promoter bdlgesinde toplam 6 NFxB
baglanma bolgesi saptadik. Tezimizin sonuglari Kiguk Huicre Digi Akciger Kanserlerinde
NF«B-aracil pozitif otofaji regilasyonunda SPOCK2 geninin rol oynayabilecegi yénundedir.

TGFBI (Transforming Growth Factor Beta Induced) geninden TGFB uyarimiyla
eksprese olan protein, tip |, Il ve IV kollajenlere baglanarak hicre-kollajen etkilesiminde rol
oynar ve hicre adhezyonunu inhibe eder (WEB_10). TGFI geninde meydana gelen nokta
mutasyonu sonucunda mutant-TGFI hiicrelerde birikir ve otozomal dominant bir hastalik
olan grantler korneal distrofi tip 2 meydana gelir. Bu mutant-TGFBI proteini birikiminin
mTOR’un negatif regulatori RAPTOR duzeyindeki dususten sorumlu olabilecedi ve bu
nedenle otofaji mekanizmasindaki duraksamayla karsilikh iligki icerisinde olarak hastaligin
patogenezinde yer aldigi raporlanmistir (Choi vd 2012, Choi vd 2014). Bu da TGFgI
proteinin otofajinin pozitif regulasyonunda rol oynayabildigini gdstermektedir. Tez
¢alismamizin sonucunda gdzlemlenen otofaji indukll grupta artan TGFBI ekspresyonu bu
literatlr bilgisi ile uyumludur. TGFB/ promoterindaki NFkB baglanma bdlgesi varligina dair

yaptidimiz in silico analiz sonucunda 2 adet tahmini baglanma bdlgesi saptadik. Ancak
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literatiirde NFxB’nin TGFBI ekspresyonu Uzerindeki etkisini gésteren herhangi bir calisma
bulunmamaktadir.

NLRP3 geni (NLR Family Pyrin Domain Containing 3), bir pyrin domaini, nikleotid
baglanma bdlgesi domaini ve |8sin-zengin motif iceren protein kodlayan bir gendir. NLRP3
proteini kaspaz ¢agrilmasindan sorumlu apoptoz-iligkili proteinler ile kompleks olusturarak
NLRP3 inflamazomu adini alir, NFkB sinyal yolaginin upstream aktivatoru olarak galisir ve
inflamasyonun, immun yanitin ve apoptozun regulasyonunda rol oynar (WEB_10). Bu
inflamazom &zellikle patern tanima reseptérlerini, patojen-iliskili molekiler paternleri
(PAMP’lar) ve hasar-iligkili molekuler paternleri (DAMP’lar) tanir ve IL-13 ve IL-18
aktivasyonunu, olgunlasmasini ve salinimini destekler (Cao vd 2019). Sirekli ve anormal
NLRP3 sinyali Alzheimer, ateroskleroz ve kanser gibi bircok kronik ve dejeneratif hastaligin
patogenezinde rol oynar. NFkB sinyal yolagi NLRP3 aktivasyonunda rol oynamaktadir ve
hem insan hem de fare NLRP3 geninin promoterinda NFkB baglanma motifi bulundugu
deneysel olarak gdsterilmistir (Qiao vd 2012, Boaru vd 2015). Bu ¢alismalarla tutarl olarak
¢alismamizda in silico olarak NLRP3 geninin tahmini promoterinda 5 adet NFkB baglanma
bdlgesi saptadik. Otofaji ve NLRP3 iligkisi ise karsilikli ve karmasiktir. Bu konuda literatiirde
NLRP3 inflamazomunun otofajiyi destekledigini gosteren ¢aligmalar ve bunun aksini ortaya
koyan g¢aligmalar mevcuttur (Cao vd 2019). NLRP3 inflamazomunun galismalarda genellikle
otofajiyi inhibe edici rol oynadigi gosterilmigse de bizim tez sonuglarimiz ile tutarli olan bir
calismada makrofajlarda NLRP3 inflamazom aktivasyonunu RalB adli G proteini ile
etkileserek otofaji indiksiyonuna yol agtigi gosterilmistir (Shi vd 2012). Ayrica diger bir
calismada da NLRP3-aracili otofajinin makrofajlarda bakterilerin eliminasyonu igin édnemli
oldugu ortaya konmustur (Deng vd 2016). Yani NLRP3 ile otofaiji iligkisi hlcre tipine ve
kosullara gore degisim gosterebilen ve hala daha aydinlatiimasi gereken sorularin oldugu
bir konudur.

Calismamizda Kuiguk Hucre Digi Akciger Kanserlerinde NFkB-aracili otofaji
regllasyonunun ne sekilde oldugunu acgiklamayi ve bu regilasyona aracilik eden, NFxB
tarafindan ekspresyonu reglle edilen genleri tespit etmeyi amacladik. Western blot
analizlerimiz sonucunda Kuguk Hucre Digi Akciger Kanserinde NFxB’nin otofajiyi pozitif
regule ettigini gozlemledik. Literatirde Kugluk Hucre Digi Akciger Kanserlerinde NFxB’nin
starvasyon-indukll otofajiyi pozitif regule ettigini gosteren bir adet calisma bulunmaktadir ve
bu galisma ile sonuglarimiz tutarllik géstermektedir (Han vd 2018). NF«kB’nin overeksprese

edildigi ve susturuldugu otofaji indiklenmeyen ve otofaji indukll sartlardaki Kiglk Hicre
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Disi Akciger Kanseri hicrelerinde yapmis oldugumuz RNA-seq ve qRT-PCR deneyleri
sonucunda ulasmis oldugumuz genlerin promoter bdlge tespitlerini ve bu tahmini
promoterlarinda NFkB bagdlanma bdlgesi varliginin tespitini in silico olarak gerceklestirdik.
Bu genlerin NFxB-aracili otofaji regulasyonunda rol oynadigini gésteren sonuglarimizin
literatlre katki sunmak agisindan énem tasidigini ve bu konuda yapilacak ileri galismalara

Isik tutacagini diginmekteyiz.
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6. SONUGLAR

1. Kuiguk Hucre Disi Akciger Kanserlerinde NFkB transkripsiyon faktord, Torinl
uygulanarak induklenen otofajiyi pozitif yonde regule etmektedir.

2. Kuiguk Hucre Digi Akciger Kanserlerinde NFxB-aracili otofaji regulasyonunda rol
oynayan genler arasinda ¢alismamiz kapsaminda belirlemis oldugumuz en 6éncelikli
olan genler EGR3, EBI3, MMP15, FBLN5, STK32A, SPOCK2, TGFSI ve NLRP3'tlr.

3. In silico analizlerimiz sonucunda EGR3, EBI3, MMP15, FBLN5, STK32A, SPOCK?2,
TGFBl ve NLRP3 genlerinin tahmini promoterlarinda birden fazla NFxB baglanma
motiflerinin varligi gézlemlenmistir.

4. Kuiguk Hucre Disi Akciger Kanserlerinde NFkB ekspresyonuyla ayni yondeki EGR3
ekspresyon dedisimleri otofajinin pozitif regilasyonunda NFxB/EGR3 aksisinin rol
oynayabilecegini géstermektedir.

5. Indiksiyonu igin NFkB'nin elzem oldugu, fare ve insanda korunmus NFxB baglanma
motifi tasidigi bilinen EBI3 geni Kiguk Hicre Disi Akciger Kanserlerinde otofajinin
pozitif regulasyonunda NF«xB/EBI3 aksisi olarak rol oynuyor olabilir.

6. Kuguk Hucre Disi Akciger Kanserlerinde NFkB ekspresyonuyla ayni yondeki MMP15
ekspresyon degisimleri otofajinin pozitif regllasyonunda NFkB/MMP15 aksisinin rol
oynayabilecegini gostermektedir.

7. Kuguk Hucre Digi Akciger Kanserlerinde NFkB ekspresyonuyla ayni yondeki FBLN5S
ekspresyon degisimleri otofajinin pozitif regulasyonunda NF«xB/FBLN5 aksisinin rol
oynayabilecegdini gostermektedir.

8. Kuguk Hucre Disi Akciger Kanserlerinde NFkB ekspresyonuyla ayni yondeki STK32A
ekspresyon degisimleri otofajinin pozitif reglilasyonunda NFkB/STK32A aksisinin rol
oynayabilecegini gostermektedir.

9. Kuguk Hucre Digi Akciger Kanserlerinde NFkB ekspresyonuyla ayni ydondeki SPOCK2
ekspresyon degisimleri otofajinin pozitif regllasyonunda NFkB/SPOCK2 aksisinin rol

oynayabilecegini gostermektedir.
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11.
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Klguk Hucre Disi Akciger Kanserlerinde NFxB ekspresyonuyla ayni yondeki TGFgI
ekspresyon degisimleri otofajinin pozitif regilasyonunda NF«xB/TGFfIl aksisinin rol
oynayabilecegini gostermektedir.

Kaguk Hucre Digi Akciger Kanserlerinde NFkB ekspresyonuyla ayni yondeki NLRP3
ekspresyon degisimleri otofajinin pozitif regllasyonunda NFxB/NLRP3 aksisinin rol

oynayabilecegini gostermektedir.
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Abstract: Background: Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC) is an aggressive cancer type due to high metas-
tatic capacity. Nuclear Factor Kappa B (NF-«xB) is a consistently active transcription factor in malignant lung
cancer cells and has crucial significance in NSCLC progression. It is also implicated in the transcriptional regu-
lation of many genes including microRNAs (miRNAs) that function as tumor suppressor of oncogene. It has
been increasingly reported that several miRNAs defined as gene members are induced by NF-«xB. The present
study aimed to find novel miRNAs that are regulated by NF-«B.

Methods: Chromatin Immunoprecipitation Sequencing (ChIP-Seq) experiment and bioinformatic analysis were
used to determine NF-xB—dependent miRNAs. Western blot analysis, quantitative real-time polymerase chain
reaction (gRT-PCR), luciferase reporter gene assays were carried out to investigate the target genes of miENAs.
To determine biologic activity, transwell invasion and MTT assay were carried out on H1299 NSCLC cell line.
miRNA expression level was evaluated in metastatic and non-metastatic tissue samples of NSCLC patients.

Resulfs: ChIP-Seq and gRT-PCR. experiments showed that miR-548as-3p is franscriptionally regulated by NF-
B in response to Tumor Necrosis Factor-o (TINF-u) treatment. Then, we found that tumor suppressor Phospha-
tase and Tension homolog (PTEN) is a direct target of miR-548as-3p. Furthermore, miR-548as-3p mediates
phosphatidylinositol-3-OH kinase (PI3K)/Akt pathway and NF-«B-implicated genes including Matrix Metallo-
proteinases 9 (MMP9), Slug and Zeb1l. We further showed that miR-548as-3p increased invasiveness of NSCLC
cells and was upregulated in metastatic tumeor tissues compared to non-metastatic ones.

Conclusion: All these findings provide a miRNAs-mediated novel mechanism for NF-xB signaling and that

miR-548as-3p could be a biomarker for NSCLC metastasis.

Keywords: NF-kappa B, neoplasm metastasis, mvasion, miR-548as-3p, carcmoma, non-small-cell lung, PTEN.

1. INTRODUCTION

Lung cancer is the main cause of cancer-related deaths world-
wide and more than a million new cases are added every year [1].
Incidence and prevelance of lung cancers are increasing at an
alarming rate, particularly in the western world. Nearly 90% of lung
cancers are NSCLC, including Squamous Cell Carcinoma (SCC),
Large Cell Carcinoma (LCC), adenocarcinoma and adenosquamous
cell carcmoma. In spite of advanced diagnostic and therapeutic
improvements, 5-year survival rate increased only by 13% mn the
past 40 years [2]. Therefore, understanding the molecular mecha-
misms underlying carcinogenesis and progression of lung cancer 1s
very important to fight against this cancer type.

As a multifunctional transcription factor, NF-«xB induces cell
survival, invasion, metastasis, angiogenesis, differentiation and
prevents apoptosis in a variety of cancer cells, including lung can-
cer [3-6]. NF«B 1s constitutively active mn many types of cancer,
especially in NSCLC [7, 8]. NF-«xB is normally sequestered in the
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netics, Faculty of Medicine, Pamukkale University, Denizli 20160, Turkey:
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cytoplasm of uninduced cells by binding to Inhibitor kappa B (IkB)
family protemns. NF-xB can be activated by a series of stimuli in-
cluding epidermal growth factor (EGF), insulin, K-Ras, (TINF-a),
and mterlenkin-15 (IL-1B) in human cancers [4]. While TNF-a and
IL-1p mnduces NF-«B activation via canonical pathway, the others
use non-canonical pathway to activate NF-xB. At the end, regard-
less of whether the activated pathway i1s canonical or not, all these
stimuli induce activation of [KB kinases, consisting of IKK-a, IKK-
p. IKK-y. When activated, IKKs phosphorylate IkBs and induce
their degradation by proteasome. Subsequently, NF-xB subunits
releasing from IkBs translocate to nucleus and mduce the transerip-
tion of target genes by binding to NF-xB-binding sites on the pro-
moters of responsive genes [6, 9].

MicroRNAs (miRINAs) are small noncoding RNA molecules
containing approximately 22 nucleotides that negatively regulate
the translations of messenger RINAs (mRINA) by binding to their 3°
untranslated regions (UTR). muRNAs play important regulatory
roles in many biological processes mcluding mvasion, proliferation,
apoptosis and differentiation of cells [10]. Recent studies have
shown that miRINAs are frequently dysregulated n most human
cancer types mcluding lung cancer [11, 12] Transcnptions of
miRNA genes are controlled by various transcription factors such

© 2019 Bentham Science Publishers
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: As seen in other types of cancer, development of drug resistance in NSCLC treatment causes adverse effects on
Autophagy disease fighting process. Recent studies have shown that one of the drug r e develop mechani: is
Apoptosis that cancer cells may acquire the ability to escape from cell death. Therefore, development of anticancer drugs
)chsgzl;-c which have the strategy to redirect cancer cells to any cell death pathways may provide positive results for
Amiaai cancer treatments. Autophagy may be a target mechanism of alternative cancer treatment strategy in cases of

blocked apoptosis. There is also a complex molecular link between autophagy and apoptosis, has not been fully
understood yet. The dicyano compound which we used in our study caused cell death in NSCLC cell lines. When
we analyzed the cells which were treated with dicyano compound by transmission electron microscope, we
observed autophagosome structures. Upon this result, we investigated expression levels of autophagic proteins in
the dicyano compound-treated cells by immunoblotting and observed that expression levels of autophagic
proteins were increased significantly. The TUNEL assay and qRT-PCR for pro-apoptotic and anti-apoptotic gene
expression, which we performed to assess apoptosis in the dicyano compound-treated cells, showed that the cell
death does not occur through apoptotic pathway. We showed that the dicyano compound, which was developed
in our laboratories, may play a role in molecular link between apoptosis and autophagy and may shed light on
development of new anticancer treatment strategies.

Electron microscopy

1. Introduction The most common types of NSCLC are squamous cell carcinoma, large
cell carcinoma and adenocarcinoma (Key statistics for lung cancer,

On the worldwide, lung cancer is the first type of cancer that is n.d.).

responsible for cancer-causing deaths and is divided into three major
groups based on the microscopic appearance of the tumor: Small Cell
Lung Cancer (SCLC), Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC) and Lung
carcinoid tumors. The growth rates, metastatic capacity and treatment
strategies of these three types of cancer are different (Alberg et al.,
2005; American Cancer Society, n.d.; Tsiara et al., 2018; Worldwide
cancer statistics, n.d.; Plummer et al., 2016; World Cancer Research
Fund International, n.d.). According to the data of the American Cancer
Society in 2017, 80-85% of lung cancers are in the NSCLC subspecies.

Autophagy is a mechanism that directs intracellular macro-
molecules and organelles to the lysosomes by taking into the vesicle and
leads to degradation by fusion with lysosome (Pivtoraiko et al., 2009;
Papadopoulos and Meyer, 2017; Pryor and Luzio, 2009). In previous
studies, it was shown that autophagy helps cells to adapt to stress en-
vironment by providing recycling of intracellular molecules in absence
of nutrients. Thus it is an effective way of maintaining cell homeostasis
(Gozuacik et al., 2017; Shintani and Klionsky, 2004; Ohsumi, 2014;
Parzych and Klionsky, 2014; Chen et al., 2014; Liuzzi et al., 2014).

Abbreviations: SCLC, Small Cell Lung Cancer; NSCLC, Non-Small Cell Lung Cancer; LC3B, light chain 3 B; GAPDH, Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase;
AMBRA, Autophagy and Beclin 1 Regulator 1; BSA, Bovine Serum Albumin; TUNEL, Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling; dUTP,
Deoxyuridine Triphosphate; MTT, Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide; PAS, pre-autophagosomal structure; UVRAG, UV radiation resistance-associated

gene; Bax, Bcl-2 Associated X Protein; Bcl-2, B-cell lymphoma 2
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