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ONSOz

Akciger kanseri, yiksek metastatik kapasiteye ve ylksek tekrarlama riskisine sahip
olmasiyla en agresif kanser turlerinden biridir. Dolayisiyla kanser iliskili dlimlerin en yaygin
nedeni durumundadir. Glinimuzde kanser progresyonundaki rolleri nedeniyle tumor
mikrogevresinde aktif roller Ustlenen sitokinler, kanser arastirmalarinin odak noktasi haline
gelmistir. Son bulgular, timoérgenezin blylk oranda timoér iliskili stromadan (tUmor
mikrogevresi) alinan blylime faktorleri, sitokinler ve kemokinlere bagimh oldugunu
onermektedir. Sonu¢ olarak bu sinyaller, timoér progresyonunu modile eden cesitli
patofizyolojik surecler araciigiyla karsinoma hucrelerine devamli ve aktif bir destek
saglamaktadir. Bunlardan en onemlisi ise sitokinlerin, kanser hucrelerinin invazyon
yeteneklerinin ve invazyonunun en onemli tetikleyici unsurlarindan olan EMT surecini

indUkleyebilmeleridir.

EMT slreci K-Ras (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) ve Her2 (Human
epidermal growth factor receptor 2) gibi onkogenik aktivasyonlarla tetiklenebilmektedir.
Ayrica, timor mikrogevrelerinde bulunan kanser-iliskili fibroblastlar ve immun hiicreler gibi
stromal hacreler tarafindan salinan Wnt, TGF-B (Transforming growth factor beta),
Hedgehog, EGF (Epidermal growth factor), HGF (Hepatocyte growth factor) ve TNF-a
(Tumor necrosis factor alpha), IL-6 (Interleukin 6) gibi cesitli sitokinler araciligiyla da
tetiklenebilmektedir. TGF-, bu faktorler arasinda en énemli EMT indikatérlerinden biridir.
Guncel calismalarla TGF-B tarafindan indiklenen EMT strecinde kilit role sahip bircok
hedef molekll tanimlamaktadir. Gergeklestirmis bu proje, KHDAK kanser hticrelerinde
TGF-B ile indiklenen EMT ve invazyon sulreclerinin molekiler mekanizmasini, bilinmeyen

yonleriyle arastirarak aydinlatabilmeyi amaclamistir.

TUBITAK 1002 Hizh Destek Programi kapsaminida yapmis oldugumuz bu ¢alisma
SAGLIK BILIMLER ARASTIRMA GRUBU (SBAG) tarafindan 114S007 kodu ile
desteklenmistir. TUBITAK Saglik Bilimler Arastirma Grubuna destekleri icin tesekkiirlerimizi

sunuyoruz.
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OzZET

invazyonun tetikleyici mekanizmalarindan olan epitelden-mezenkimala gegisin
(EMT), KHDAK invazyonu ve metastazinda Kkilit bir dneme sahiptir. EMT, tGmor
mikrogevresinde bulunan birgok sitokin tarafindan indiklenebilmektedir. Bu sitokinler
arasindan TGF-f’nin, diger kanser turlerinin yanisira KHDAK hucrelerinde de EMT’nin en
onemli indUkleyicilerinden biri oldugu belirtiimektedir. TGF-B kanser hicrelerinde MAPK
(p38), JNK, Rho GTPase ve PI3K/Akt yolaklari gibi birbirinden farkl birgok farkh yolak
aracihgiyla EMT’i indukleyebilmektedir. Bu yolaklardan PI3K/Akt yolagi, en 6nemli EMT
organizatorlerinden NF-kB’nin primer dizenleyici olmasi bakimindan EMT siirecinde seckin
bir 6zellige sahiptir. Ancak; NF-kB, PI3K/Akt yolaginin haricinde farkh yolaklar tarafindan
da reglle edilebilmektedir. Bu nedenle KHDAK hiicrelerinde PI3K/Akt yolaginin yanisira
NF-kB’i regule ederek EMT'i aktive edebilecek ve daha 6nce arastiriimamis farkli yolaklara
odaklandik. Bu baglamda, TGF-p/p38/Runx2/RANKL/NF-kB sinyal yolaginin KHDAK
hicrelerinde EMT siirecini indiikleyebilecegini hipotez ettik. Oncelikle, TGF-B'nin A549
hicrelerinde EMT slrecini indukledigi, H1650 hicrelerinde ise indukleyemedigi
gorulmustir. NF-kB aktivasyonun TGF-B tarafindan indiklenemedigini ve NF-kB’nin, TGF-
B ile induklenen EMT surecinde kritik bir role sahip olmadigi gésterilmistir. TGF-’nin,
RANKL ekspresyonunu p38 yolagi uzerinden indukledigi tespit edilmigtir. TGF- tarafindan
indiklenen RANKL ekspresyonun EMT slreci Uzerinde bir etkisi olmadigi, invazyon
kapasitesi ile iligkili oldugu gorulmuagtir. Ayrica galismamizda KHDAK hucrelerinin EMT ve
invzyon slreglerinde SATB2’nin Kilit bir molekl oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak; TGF-
B’nin, KHDAK hucreleri A549 ve H1650’de NF-kB'i aktive etmedigi ve TGF-B tarafindan
indiklenen EMT surecinde p38/Runx2/RANKL/NF-kB yoladinin dizenleyici bir rold

olmadigi saptanmigtir.

Anahtar kelimeler: KHDAK, EMT, TGF-B, p38, Runx2, RANKL, NF-kB, SATB2



ABSTRACT

Epithelial-to-mesenchymal transition (EMT), which is a triggering mechanism of
invasion, has a key importance in invasion and metastasis. EMT could be induced by many
cytokines in tumour microenvironment. In among these cytokines, it has been stated that
TGF-B is one of the most significant inducators in NSCLC as well as other cancers. TGF-3
can induce EMT through many different signaling pathways such as MAPK (p38), JNK, Rho
GTPase and PI3K/Akt pathway in cancer cells. In among these signaling pathways,
because of PI3K/Akt pathway is primer regulator of NF-kB, which is most significant
promoter of EMT, it has an exclusive feature in EMT process. However, NF-kB can also be
regulated by different signaling pathways as well as PIK3/Akt signaling pathway. Therefore,
we focused on different pathways that had not been previously investigated and can
activate EMT by regulating NF-kB. In this regard, we hypothesized that TGF-
B/p38/Runx2/RANKL/NF-kB signaling pathway might induce EMT in NSCLC. We firstly
found that TGF-B can induce EMT on A549 cells but not on H1650 cells. Then, we also
found that TGF- can not induce NF-kB activity on NSCLC cells. Therefore, we showed that
NF-kB has a critical role on TGF-B-induced EMT on NSCLC cells. Our results indicated that
TGF-B can induce RANKL expression via p38 signaling pathways, but TGF-B-mediated
induction of RANKL expression has no effect on EMT but on cellular invasion on NSCLC
cells. Moreover, in our study we found that SATB2 is a critical key molecule on EMT and
invasion of NSCLC cells. In conclusion, TGF- can not induce NF-kB activity and
p38/Runx2/RANKL/NF-kB signaling pathway has no role TGF-B-induced EMT in A549 and
H1650 cells.
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1. GIRIS

Akciger kanseri, yiksek metastatik kapasiteye ve ylksek tekrarlama riskisine sahip
olmasiyla en agresif kanser turlerinden biridir. Dolayisiyla kanser iliskili 6liumlerin en yaygin
nedeni durumundadir. GuUnUmuzde kanser progresyonundaki rolleri nedeniyle timor
mikrogevresinde aktif roller Ustlenen sitokinler, kanser arastirmalarinin odak noktasi haline
gelmistir. Hem normal hicresel olaylarda, hem de kanser progresyonunda oynadigi onemli
roller ile TGF-B, sitokinler igerisinde kilit bir yere sahiptir. Yapilan arastirmalar TGF-B'nin,
akciger kanseri, meme kanseri gibi bircok kanser tirinin timdrgenezinde, invazyonunda,
metastazinda ve kemoterapik ilaglara direncglilik kazanmasi gibi sireglerindeki rollerini

gostermistir.

Cesitli kanser hiicre dizilerinde yapilan calismalarda TGF-B, invazyonun kilit bir
adimi olan Epidermal Mezenkimal Transisyon (EMT) surecini tetikledigi bilinmektedir. Son
guncel arastirmalar; TGF-B ile indiklenen EMT slrecinde bircok yolagin, aktif roller
ustlendiklerini gostermektedir. Bu nedenle, TGF-B ile indiklenen EMT ve invazyon
sureclerinde rol alan yolaklarin molekuler mekanizmalarinin aydinlatiimasi 6énem arz
etmektedir. Bu baglamda projemiz, daha Once ligkisi kurulmamis olasi
TGF-B/p38/RUNX2/RANKL/NFKB yolaginin KHDAK hicre EMT ve invazyonundaki rolinu

aydinlayabilmeyi amaclamistir.

Akciger kanseri, yuksek invaziv yeteneklere sahip olmasiyla en agresif kanser
turlerinden biridir. Dolayisiyla kanser iligkili dlumlerin en yaygin nedeni durumundadir.
invazyonun gerceklesebilmesi igin gerekli en 6énemli adimi ise, epitel kokenli kanser
hicrelerinin hicre-hicre baglantilari gibi epitelyal 6zelliklerini kaybettigi, artan migrasyon ve
invazyon yetenegi gibi mezensimal Ozellikleri kazanilmalari ile sonuglanan EMT surecidir
GunUmuzde kanser invazyonu ve metastazindaki rolleri nedeniyle timor mikrogevresinde aktif

roller Ustlenen sitokinler, kanser arastirmalarinin odak noktasi haline gelmistir.



2. LITERATUR OZETi

Akciger kanseri, dinya genelinde 5 yillik sagkalim oraninin 10-15%’den daha az olmasi
ile, kanser iligkili 6lumlerin en yaygin nedenidir. Bu kotu netice, siklikla ilerlemig lezyonlara ve
metastaza sahip hastalarin geg teshisi ile iligkilidir. Dinya Saglik Orgitinin (WHO) giincel
siniflandirmasina gore; akciger kanserinin bir alt turG olarak kiguk hucreli olmayan akciger
karsinomu (KHDAK), akciger kanseri vakalarini, yaklasik olarak 80% oraninda temsil ettigi
ifade edilmektedir. Ayrica; KHDAK, ozellikle ylksek invaziv Ozelliklere ve metastatik

potansiyele sahip olmasiyla agresif bir timdrdir (Dauphin vd 2013) .

Kanser metastazi, akciger kanseri hastalarinin kétu prognozlarinin baslica nedenidir.
Cerrahi olarak timorin tamamen resekte edildigi hastalarda bile kanser, siklikla metastaz ile
niksetmektedir. iste bu nedenle, akciger kanserinin etkili tedavisi icin metastaz gelisiminin
mekanizmalari, en ¢ok arastirilan konularin basinda gelmektedir (Hanahan ve Weinberg
2000). Ancak tum bu yogun arastirmalara karsin, metastaz sureci hala yeteri seviyede
anlasilabilmis degildir (Bhowmick vd 2004). Dolayisiyla; bu problemlerin ¢cézimu icin, akciger
kanser hucrelerinin yayiliminin molekller mekanizmalarini, tim ayrintilariyla anlamaya

ihtiyacimiz vardir (Hanahan ve Weinberg 2000).

Kanser metastazinin patogenezi, birbirleriyle baglantil ve birbiri ardinca gelen bir seri
asamadan olusan kompleks bir suregtir (Hanahan ve Weinberg 2000). Metastazin
gerceklesmesi i¢in gerekli adimlar; timér hicrelerinin birbirlerinden ve kendilerini gevreleyen
ECM’den ayrilmasi, gesitli proteazlarla ECM’nin degrede edilmesi, bazal membranin degrede
edilmesi ve komsu dokulara invazyon, endotel hlcrelerindeki ¢esitli adezyon molekillere
baglanmalari araciligiyla kan veya lenf damar sistemine giris, damar sisteminde sag kalim ve
yine damar sistemi araciliiyla metastaz yapacadi bdlge tasinmasi, metastatik lezyon
olusturacagi bolgede damar sisteminden ¢ikis ve son olarak metastatik lezyonun olugsumudur.
Bu metastatik kaskat igerisinde en kritik adimlardan birisi invazyon sirecidir. invazyonun
gerceklesebilmesi icin gerekli en 6nemli adimi ise, epitel kdkenli kanser hucrelerinin hicre-
hucre baglantilar gibi epitelyal 6zelliklerini kaybettigi, artan migrasyon ve invazyon yetenegi
gibi mezensimal 6zellikleri kazaniimalari ile sonuglanan EMT surecidir (Bissell MJ ve Radisky
2001, Bhowmick vd 2004, Mueller vd 2004, Polyak vd 2009,Shimoda vd 2010).
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Sekil 2.1. Epitel kokenli kanserlerde metastatik kaskatin sematik gosterimi (Thompson ve
Haviv 2011).

EMT surecinde ekspresyonu baskilanan epitelyal proteinler ve eksprese olmaya
bagslayan mezengsimal proteinler c¢esitli EMT ydruticl transkripsiyon faktorler tarafindan
yaratilar. Bunlar; zinc finger proteini ailesi icinde yer alan Snail1, Snail2 (Slug), Zeb1,
Zeb2/SIP1 ve basic helix-loop-helix faktorler olarak adlandirilan Twist1 ve E47 transkripsiyon
faktorleridir (Coussens ve Werb 2002, Orimo ve Weinberg 2006). Bu transkripsiyonel faktorler
EMT’yi gergeklestirmek Uzere E-kaderin, klaudinler, okludinler, plakofilinler, MUC1 ve
sitokeratin gibi ¢esitli epitelyal markirlari kodlayan bir takim genlerin ekspresyonlarini

baskilamaktadirlar (Kalluri ve Zeisberg 2006)

EMT; hem embriyonik gelisim sirasinda, hem de kanser hicrelerinde birgok sinyal yolagi
tarafindan yudratilmektedir (Xiao ve He 2010). Bu sinyal yolaklari gogunlukla TGF-B super
ailesi Uyeleri, epidermal growth factor (EGF), hepatocyte growth factor/scatter factor
(HGF/SF), fibroblast growth factor (FGF) kollejen gibi ekstraselller matriks bilesenleri, EMT’nin
baslica indikleyicileridir. TGF-B super ailesinin énemli bir Gyesi olan TGF-B1, sadece
embriyonik gelisim sirasinda degil, ayni zamanda kanser progresyonunda EMT'
indukleyebilmektedir. Cesitli arastirmalar TGF-B1’i, akciger ve bdbrek fibrozisinde, pankreas
kanseri, meme kanseri ve KHDAK hicrelerinde EMTnin esas indukleyicisi olarak
tanimlamaktadir. TGF-B1 sinyal yolagi, EMT surecini yoneten p38, JNK, Rho GTPase ve
PI3K/Akt sinyal iletim aglarinda merkezi bir yer isgal etmektedir (Chen vd 2012). Bu yolaklar
arasinda PI3K/Akt yolaginin KHDAK htcrelerinde NF-kB’nin aktivitesini diizenleyen en kritik
yolaklardan biri olmasi nedeniyle (Akca vd 2011), KHDAK hucrelerinde TGF-31 ile indiklenen



EMT’i, PI3K/Akt yolaginin haricinde NF-kB araciligiyla yonetebilecek literattirde galisiimamis

yeni potansiyel yolaklara odaklanmigstik.

LitaratUrdeki cesitli kanser turlerinde NF-kB EMT iliskisini gdsteren calismalardan
bahsedecek olursak; mesane kanser hiicre dizilerinde yapilan bir galismada, NF-kB’nin EMT
yuritlcu transkripsiyon faktéri Snai1’in ekspresyonunu promotor bdlgesine baglanarak
dogrudan dizenledigi ve PI3K/Akt yolagina EMT’i indukleyerek destek verdigi gosterilmistir
(Julien vd 2007). Kolorektal kanser hicrelerinde yapilan bir galisma, NF-kB’nin Snai1’i regtile
ederek EMT’i yurGttigu gosterilmistir (Zhu vd 2013). Meme kanser htcrelerinde yapilan bir
calismada ise Insulin-Like Growth Factor Receptor (IGFR)'nin israrli aktivasyonu sonucunda
aktive olan PI3K/Akt/NF-kB yolaginin Snai1’i reglle ederek EMT'i yuruttagu gosterilmistir (Kim
vd 2007). Bir diger meme kanseri hiicreleri Gzerine yapilan bir calismada da ise EMT nin, TGF-
B aracili NF-kB aktivasyonuyla indiklendigi gdsterilmistir (Huber vd 2004). Hepatoseliler
karsinoma hicrelerinde yapilan bir calismada ise Toll-like receptor 4 (TLR4)'in EMT sirecini

NF-kB araciligiyla yénettigi gosterilmistir (Jing vd 2012).

) —> Snail
degradation

I snail ) — Ecadherin

Sekil 2.2. TGF-B'nin PI3K/AKt/NF-kB sinyal yolagi araciigiyla Snail ekspresyonunu
indiklemesi (Chen vd 2013).

KHDAK’deki EMT, yukarida bilgilerini verdigimiz farkli kanser turlerinde Uzerinde yapilan
arastirmalarda, basta TGF-B Uzere EMT surecinin bir¢ok farkli yolak Gzerinden yurataldaganu
go6steren calismalar bulunmaktadir. KHDAK hcrelerindeki bir arastirmada TGF-f’nin, EMT’i
PI3K/Akt ve MEK/Erk1/2 yolaklari Gzerinden tetikledigi gosterilmistir [14]. Farkli bir calismada,
NF-kB’nin KHDAK hicrelerinde EMT’i TWIST1, Snaill, Slug and ZEB2 transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonunu artirarak indukledigi gosterilmistir (Kumar vd 2013). Bir diger
arastirmada TNF-a’nin NF-kB bagdimh Slug aktivasyonu araciliyiyla EMT’nin induklendigi
kanitlanmistir (Wang vd 2013). Yapilan tim bu calismalar gosteriyor ki; bircok epitel kokenli

kanser turinde EMT’nin indiklenmesi, gerek TGF-B gerekse diger bagka faktorlerle
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indUklenen EMT silrecinin yonetiminde ve dizenlenmesinde NF-kB’nin kritik roli acgik¢a
gorilmektedir. Bu nedenle, yukarida da ifade ettigimiz Gzere KHDAK hicrelerinde NF-kB
aktivasyonunu kontrol ederek bagli olarak EMT’i indukleyebilecek farkli yolaklara odaklandik.
LiteratUr taramalarimiz sonucu, dnemli bir NF-kB aktivatort olan tumor necrosis factor (TNF)
super ailesine mensubu hiicre ylzey proteini olan Receptor Activator of Nuclear factor Kappa-
B Ligand (RANKL)nin ve bu genin ekspresyonu promotor bdlgesine baglanarak dogrudan
dizenleyen Runt-related transcription factor 2 (Runx2)'nin, KHDAK hucrelerinde EMT’i
indUkledigine dair bir calismanin olmadigini gérduk.

RANKL ve bu ligandin reseptori Receptor Activator of Nuclear factor Kappa-B (RANK)
baslica osteoblast ve kemik ili§i stromal hlicrelerinde eksprese olmaktadirlar (Santini vd 2011,
Tan vd 2011). RANKL'nin osteoklast dncu hiicrelerinin yizeyindeki RANKL reseptoéri RANK’a
baglanmasiyla osteoklast onclleri aktif osteoklast hiicrelerine farklilasirlar. RANK/RANKL
yolaginin aktivasyonu neticesinde fonksiyonel osteoklast hicreleri kemik yikimini
gerceklestirmektedirler (Peters ve Meylan 2013). Ancak yakin zamanda RANKL ve RANK'nin
kanser hucrelerinde de eksprese olduklari gosterilmistir (Tsubaki vd 2013). Dahasi,
RANKL/RANK yolak aktivasyonunun prostat, renal, meme ve akciger kanser hicrelerinde
metastazi destekledigi gdsterilmistir (Santini vd 2011). Peng ve arkadaslari;, RANKL’nin
KHDAK hucre migrasyonu ve invazyon Ozellikleri Gzerine etkilerini ortaya koymuslardir (Peng
vd 2013), ancak bizim teklif ettigimiz proje Onerisindeki amacimiz, Runx2/RANKL/NF-kB
iliskisinin KHDAK hicrelerinde EMT’yi ve EMT isaretcilerini indukledigini géstermektir. Bu
nedenle projemiz, Peng ve arkadaslarinin yapmis oldugu bu cgalismadan farkhdir ve bu
¢alisma proje 6nerimizin 6zgin degerini etkilememektedir. Ayrica hipotezimizi destekleyecek
sekilde, RANKL'nin KHDAK hicre dizisi olan A549 hicrelerinde JNK, p38, PI3K/Akt ve NF-kB
yolaklarini reglle ettigi gosterilmistir (Chen vd 2011). Litaratlr taramalarimizda, RANKL’nin
KHDAK hucrelerinde EMT’i indUkledigine dair bir calismanin olmamasina ilaveten diger kanser
turlerinde de bu yondeki ¢alismalarin oldukga sinirli oldugunu goérduk. “Tsubaki ve arkadaglari
yaptidi1 calismada; meme kanseri hucrelerinde, RANKL’nin NF-kB aktivasyonuna bagh olarak
Snail1 ve Twist1 araciigiyla EMT’i indikledigi gostermislerdir (Tsubaki vd 2013). Ancak,
Tsubaki ve arkadaslarinin yaptidi bu calismada, EMT slrecindeki NF-kB ve RANKL iligkisinde,
TGF-B tarafindan indiklenen Runx2’nin duzenleyici roll arastiriimamistir. Projemiz, KHDAK
hicrelerinin EMT surecinde TGF-B/p38/Runx2/RANKL/NF-kB yolaginda, 6zellikle Runx2'nin,
RANKL ve NF-kB arasindaki iligkinin duzenleyici rolinl aragtirarak aydinlatmay ve KHDAK
tedavisi icin yeni etkili hedefler tespit etmeyi amaclamaktadir. Bu nedenle teklif ettigimiz proje
Onerisi, Tsubaki ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢aligmadan farkhdir ve bu c¢alisma
projemizin 6zgin degerini etkilememektedir. Bir diger galisma ise prostat kanseri hiicrelerinde,
RANKL’nin Snail1 araciligiyla EMT'i tetikledigi ifade edilmektedir (Odero-Marah vd 2008).



Ancak bu g¢alismada da NF-kB’nin rolinden bahsedilmemektedir. Tekrar belirtmek gerekirse;
KHDAK hucrelerinde EMT sureciyle RANKL'nin iligkisini ve bu iliskide Runx2’nin dizenleyici

rolind arastiran bir calisma mevcut degildir.

TGF-g
i

YGF-H![!. .‘.
L3
vy T

TAKT
Smad2

+

Smad3 MKK3/S
s..,}@/

l [—> Runx2
o & e N N & S a N o
>TCOCOCOCOCOCOOCOoOCOCoO

= —» = (I)procollagen
P- IRunx2 —SMA
TiMP-1

>0,

- < RSN
Runx2 T Runx2 Rornx2 mENA

Cytoplasm

Sekil 2.3. TGF-B tarafindan indiklenen Runx2 fosforilasyona bagli aktivasyonunun p38
aracihgiyla dizenlenmesi (Hattori vd 2007).

Arastirmamizin bir ayaginda, KHDAK hucrelerinde daha once iligkisi kurulmamig
RANKL, NF-kB ve EMT arasindaki iligkiyi agiklamaya, arastirmamizin bir diger ayaginda ise
RANKL'nin transkripsiyonel regulatéri Runx2’'nin bu suregteki rolini agiklayabilmeyi
amagclamaktayiz. Runx2, hem kemik hucrelerinin farklilagsmasinda kilit bir role sahip, hem de
kemik metastazi yapan meme ve prostat kanser hucrelerinde over-eksprese olan dnemli bir
transkripsiyon faktéridir (Chimge vd 2011). Runx2, farkh biyolojik sistemlerde ve
fonksiyonlarda, TGF-B/SMADs yolaklarinin tamamlayici bir pargasi olarak gérev almaktadir
(Ito ve Miyazono 2003). Runx2’'nin TGF-B/SMADs yolagini kullanarak kanser progresyonunda
oynadigi rollere 6rnek olarak; prostat kanseri lGzerine yapilan bir arastirmada, Runx2’nin TGF-
B yolaginin Kilit bir faktért olan SMAD3’Un transkripsiyonel regilatori olarak invazyonda ve
metastazda 6nemli bir gérev ustlendigi ifade edilmektedir (Baniwal vd 2010). Ayrica, SMAD
transkrisiyon faktorleri Uyeleriyle fiziksel bir etkilesim yaparak hedef genlerin (6rn. RANKL)
transkripsiyonlarinda da goérev aldiklari gosterilmistir (Gupta vd 2012). Sekil 3'de goruldiagi
Uzere; Runx2, TGF-B’'nin SMAD disi yolaklarla regule edilmektedir. Fosforlanarak aktif hale
gecen ve TGF-B’nin EMT’i ydnetmek igin kullandigi énemli yolaklarda biri olan p38, sitozolde
inaktif Runx2 proteinindeki Prolin/Serin/Treonin domainindeki Ser(301) ve Ser(319) bdlgelerini
fosforlayarak Runx2’nin aktivasyonunu dizenler ve bdylece Runx2 hucre ¢ekirdegine gecgerek,
hedef genlerin transkripsiyonlarini duzenlemektedir (Hattori vd 2007). Runx2’nin

transkripsiyonlarini dogrudan regile ettidi genler arasinda; kanser progresyonunda EMT’i



regile eden Sox9, LCN2, Snai2 (Slug); ekstraselller matriks degredasyonu ve invaziv
fenotipte rol alan MMP9, MMP13, PGC,; anjiyogenezde kilit rol alan VEGFA, EDN2; kemik
dokusuna metastaz yapan kanser hucrelerinde osteolitik fenotipe katki saglayan RANKL,
PTHrP, IL8, SPHK1, EDG3 ve CSF2 gibi gesitli genler yer almaktadir (Pratap vd 2008). Bu
baglamda; TGF-B tarafindan aktive olan Runx2’'nin, EMT’i indiklemesinde kilit bir role sahip
oldugu kanisindayiz. Bu kanimiza destek olarak; meme kanseri hicrelerinde yapilan bir
calismada, Runx2’'nin EMT’i indiUklediginin yanisira, TGF-B ile induklenen Slug
ekspresyonunda Runx2’nin énemli bir yere sahip oldugu ve Slug promotor boélgesinde Runx2
baglanma motiflerinin  oldugu belirtiimektedir. Runx2’nin akciger, meme ve tiroid
kanserlerindeki EMT sureciyle olan iliskisini goésteren c¢alismalar mevcuttur. Chimge ve
arkadaslari; Runx2’'nin, meme kanser hiicrelerinde Slug ekspresyonunu reglle ederek EMT’i
indUkledigini gostermislerdir (Chimge vd 2011). Niu ve arkadaslari; tiroid karsinoma
hicrelerinde arkadaslar;; Runx2’nin siRNA ile Runx2’nin susturulmasiyla Snail, Slug ve
Twist1 ekspresyon seviyelerinin azaldigini gostermislerdir (Niu vd 2012). Tandon ve
arkadaslari; Runx2’'nin, BMP-3B’nin epigenetik olarak susturulmasini yéneterek KHDAK hiicre
migrasyonunu artirdigi gosterilmistir (Tandon vd 2012). Hsu ve arkadaslari ise; akciger
kanserinde Runx2’nin hicre invazyonu ve metastazi Uzerindeki etkisi ortaya koymus ve EMT
isaretcilerinden E-kaderin ve Snalil ile iligskisi gostermislerdir (Hsu vd 2011). Ancak; projemizde
amacimiz, KHDAK hiucre EMT’sinde Runx2 tarafindan reguile edilen RANKL-bagimli NF-
KB’nin  rolind aydinlatmaktir. Bu dogrultuda literatirde, KHDAK hicrelerinde
Runx2/RANKL/NF-kB iligkisinin varligi ve fonksiyonel etkileri ile hastalik progresyonu ve
prognozuyla olan baglantilari ortaya konulmamistir. Tim bu bilgiler 111 altinda; KHDAK
hicrelerinin  EMT sirecinde ilk kez TGF-B/p38/Runx2/RANKL/NF-kB yolaginin rolini
aragtirarak aydinlatmayr ve KHDAK tedavisi icin yeni etkili hedefler tespit etmeyi

amaclamaktayiz.



3. GEREG ve YONTEM

3.1. Hiicre Kilturi

A549 hiicre dizisi %10 Fetal Bovine Serum ve % 0,5'lik penisilin/steptomisin igeren
DMEM besi ortaminda, H1650 hlcre dizisi ise %10 Fetal Bovine Serum ve % 0,5’lik
penisilin/steptomisin iceren RPMI 1640 besi ortaminda 37°C’de, %5 CO; ve %95 nemli hava

ortaminda kdlttre edilmigtir.

3.2.  Proliferasyon Deneyi

p38 inhibitorii SB203580, PI3K inhibitori LY294002, NF-kB inhibitori Bay11-7082’in ve
RANKL inhibitdri osteoprotegerinin , hi¢bir sey muamele edilmemis kontrol grubuna oranla
hicre proliferasyonu lzerine etkilesi olup olmadigini gostermek icin uygulandi. Dolayisiyla
invazyondaki dlslsun invazyon yetenegi baskilararak mi, yoksa proliferasyonun
baskilanmasiyla mi oldugunu tespit etmek amaciyla kullanildi. Toksik olmayan inhibitor
konsantrasyonlari saptanarak diger deney asamalarinda bu tespit edilen inhibitdr
konsantrasyonlari kullanilacaktir. Hucreler tripsinize edilerek sayilacak ve 96 kuyucuklu
plaklara 1x103 hlcre/ml olacak sekilde ekilecek, ardindan bu hiicrelere Bay 11-7082 inhibitori
icin; 100-50-25-10-7,5-5-2,5-1-0,5-0,1 yM konsantrasyonlarinda, LY294002 inhibitord igin;
100-50-25-10-5-2,5-1-0,5-0,1 yuM konsantrasyonlarinda, SB203580 inhibitéri icin ise 200-100-
50-25-10-5-2,5-1-0,5 uM konsantrasyonlarinda uygulanarak, bu sekilde hicreler 37 °C’'de, %5
CO. ve %95 nemli hava igeren ortamda 72 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda
Vybrant® MTT Cell Proliferation Assay Kit kullanilarak Glomax Multi Detection System cihazi

ile 0. ve 72. saatlerdeki hiicre canhhgi él¢ciimustar.

3.3. invazyon Deneyi

Planlanan bu deneyde ilk olarak hicbir sey uygulanmamig kontrol grubu, TGF-3 (10
ng/ml), p38 inhibitéri SB203580 (10 uM) , PI3K inhibitéri LY294002 (20 uM), NF-kB inhibitora
Bay11-7082 (A549 i¢in 10 uM; H1650 icin 5 uM) ve RANKL inhibitéri osteoprotegerin (100
ng/ml) ile muamele edilen hicrelerin ve TGF-B’nin p38 inhibitdérd SB203580, PI3K inhibitéra
LY294002, NF-kB inhibitéri Bay11-7082 ve RANKL inhibitéri osteoprotegerin ile birlikte
muamele edildigi hlcrelerin invazyon kapasitelerindeki degisimler tespit edilmistir. Bunun igin
BioCoat Matrigel Invasyon Chamber-invazyon odalari (BD Biosciences, Clontech) kullanildi.

Bu invazyon odaciklarinin hicrelere sagladiklari 6zel sartlar sayesinde biz in vitro kosullar
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altinda hucrelerin invaziv Ozelliklerini saptayabilmekteyiz. Bu invazyon odaciklari 8 mikron
capl porlar igeren bir membran ile értalidir ve bu porlu membran ayrica bir matrijel matrix ile
kaplidir. Bu matrigel matrix bize bazal membrani invitro kosullarda olusturma imkani saglar.
Bu membran sayesinde invasive 0Ozelligi olmayan hulcrelerin membranin diger ylzeyine
gecmesi engellenmektedir. Bu membrandan diger yuze ancak invaziv hucreler
gecebilmektedir. Dolayisi ile matrijel membran bize invaziv ve invaziv olmayan hucrelerin
birbirinden ayirabilme imkani sunar. Farkli muamelelere maruz biraktigimiz hicreler, 1,25x10°
olacak sekilde invazyon odalarina ekilecek Uzerlerine 0.5ml besiyeri (serum icermeyen)
konuldu, invazyon odaciginin disina 0.75 ml %10 FBS igeren besiyeri konulacak hucreler 24
saat 37C de CO'li inkiibatérde inkiibe edildiler. inkiibasyon saatinin sonunda invaziv dzellikte
olan hucreler invazyon odaciginin porlu olan membraninin dis ylzeyine gececeklerinden
invazyon odaciginin icindeki besi yeri uzaklastirilacak ve ardindan spatille igylizeyindeki
hicreler kazinip atildi. Dis ylzeydeki hicreler 6nce metanol ile fixe edilip, ardindan da

Toludine (%1) ile boyanip, kurutuldu ve mikroskop altinda invaziv hicreler sayildi.

3.4, SDS-PAGE ve Western blot

Planlanan bu deneyde ilk olarak hi¢cbir sey uygulanmamis kontrol grubu, TGF-B (10
ng/ml), p38 inhibitéri SB203580 (10 uM) , PI3K inhibitéri LY294002 (20 uM), NF-kB inhibitori
Bay11-7082 (A549 icin 10 uM; H1650 icin 5 yuM) ve RANKL inhibitori osteoprotegerin (100
ng/ml) ile muamele edilen hicrelerin ve TGF-B’nin p38 inhibitdérd SB203580, PI3K inhibitéra
LY294002, NF-kB inhibitéri Bay11-7082 ve RANKL inhibitéri osteoprotegerin ile birlikte
muamele edildigi hiicrelerde; Akt, p-Akt, p38, p-p38, Runx2, RANKL, E-kaderin, N-kaderin,
Vimentin, Snail, Slug, Zeb1, SATB2 ve kontrol olarak GAPDH protein seviyelerini tespit etmek
icin kullanildi. Bunun igin; %70 yogunluga erisen hicreler seru-free besiyeri ile 24 saat inkibe
edildiler. ink[]basyonun sonunda belirtilen dozlarda inhibitérler, TGF-f muamelesinden 1 énce
uygulandi ve TGF-B muamelesi yapildi ve ardindan hucreler serum-free besi ortaminda
37°C’de, %5 CO; ve %95 nemli hava ortaminda 24 saat inklibe edildi. Bu hlicre protein dzitleri
RIPA (0.15 molar NaCl, % 10 SDS, 0,05 molar tris-HCI pH: 7,65, % 1 NP-40 ve % 0,5
deoxycholate) tamponu icerisinde toplanacak, ardindan 16000 x g’de, 4 °C’de 15 dakika
santrifuj edilerek istenmeyen hicre artiklarinin ortamdan uzaklastirildi. Toplanan protein
orneklerinin konsantrasyonu Bradford yontemi ile tayin edildi. Daha sonra orneklerden,
mikrolitrede 100 mikrogram protein olacak sekilde alindi. Bunlarin tzerlerine protein yukleme
boyasindan da (100 mM Tris-HCL (pH6.8), %12 betamerkaptoetanol, 2% SDS, 1%
Bromofenol blue, 20% gliserol) 1:1 oraninda eklenip, 6érnekler 5 dakika 95°C’de kaynatildi.

Kaynatma igsleminin hemen ardindan 10 mikrolitrelik otomatik pipet kullanilarak, ependorf tlip



icindeki 6rnekler %10’luk manuel SDS jele yluklendi ve ylarime tamponu ( Tris baz 0.1 M,
Hepes 0,1 M, SDS 3 mM) ile 100 voltta 90 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez
isleminin ardindan proteinler transfer tamponu (20% metanol, 50 mM Tris, 40 mM glisin ) icinde
4 °C’de 90 mAmp akim siddetinde bir gece boyunca immiinobolin membran (Millpore) Gzerine
transfer edildi. Bu islemden sonra membran, %5'lik kuru sit tozu iceren TBST (34 mM NacCl,
25 mM Tris-HCI pH:7,6 %1 Tween 20) ¢o6zeltisi icinde oda sicakliginda 2 saat bloklandi.
Ardindan ayni membran %5 kuru sut icinde 1:5000 (Akt, p-Akt, p38, p-p38, Runx2, RANKL,
E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, Snail, Slug, Zebl ve SATB2) ve 1:50.000 (GAPDH)
oranlarinda bulunan primer antikorlarla oda sicakhginda 1 saat isaretlendi. Membran
uzerindeki spesifik proteinlerin ilgili primer antikorlarla isaretlenmesinin ardindan, membran 1
saat TBST ile oda sicakliginda yikandi. Yikama isleminden sonra membran primer antikorlarin
immiunoglobilinlerine karsi spesifik olarak gelistiriimis olan ve 1:10000 oraninda HRP
(Horseradish Peroksidaz) bagli sekonder antikor bulunduran %5 kuru sitli TBST ¢dzeltisi
icerisinde tekrar isaretlendi. isaretleme oda sicakliginda 1 saat yapildiktan sonra, ECL
(Enhanced Chemiluminescence) sollisyonu kullanilarak kemilimines reaksiyonu baslatildi ve
spesifik protein bantlari kemiliminesansa duyarli film kullanilarak karanlik odada bekletilerek

tamamlanan bu protokol ile ilgili proteinlerin seviyeleri tespit edildi.

3.5. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Planlanan bu deneyde ilk olarak higcbir sey uygulanmamis kontrol grubu, TGF-B (10
ng/ml), p38 inhibitéri SB203580 (10 uM) , PI3K inhibitéri LY294002 (20 uM), NF-kB inhibitori
Bay11-7082 (A549 icin 10 uM; H1650 icin 5 yuM) ve RANKL inhibitorii osteoprotegerin (100
ng/ml) ile muamele edilen hicrelerin ve TGF-B’nin p38 inhibitdérd SB203580, PI3K inhibitéra
LY294002, NF-kB inhibitéri Bay11-7082 ve RANKL inhibitéri osteoprotegerin ile birlikte
muamele edildigi hicrelerde; Akt, p-Akt, p38, p-p38, Runx2, RANKL, E-kaderin, N-kaderin,
Vimentin, Snail, Slug, Zeb1, SATB2 ve kontrol olarak GAPDH protein seviyelerini tespit etmek
icin kullanildi. Bunun igin; %70 yogunlugda erisen hlcreler seru-free besiyeri ile 24 saat inkibe
edildiler. inkUbasyonun sonunda belirtilen dozlarda inhibitorler, TGF-f muamelesinden 1 énce
uygulandi ve TGF-B muamelesi yapildi ve ardindan hucreler serum-free besi ortaminda
37°C’de, %5 CO2 ve %95 nemli hava ortaminda 24 saat inkiibe edildi. EMSA metodu igin;
hiicreler Runx2 aktivite tayini igin, 40 mM HEPES, pH 7.0, 100 mM KCL, %1 Nonidet P-40, 1
mM dithiothreitol, 1 mM phenylmethysulfonyl fluoride, 1 mikrogram aprotinin, 1 mikrogram
pepstatin A, ve 1 mikrogram leupeptin ¢ozeltisi icerisinde lizis edildi ve bu lizattan 6 mikrogram
protein izole edilerek Elektrophoretic mobility shift assays (EMSA) uygulandi.

Hicresel protein non-radyoaktif olarak isaretlenmis double strand Runx2 probu (5'-
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CAGAAACCAACCACAGGACCCAAACCACAGCCTCCAC-3) ile 1 X Tris-EDTA, 1 mM KCl,
%210 gliserol, 1 mM dithiothreitol, ve 1 mg/ml polydeoxycytosine-deoxyinosine iceren ¢ozelti
icerisinde 30 dakika oda sicakliginda reaksiyona birakildi. Ardindan 6rnek %5 polyacrylamid
jele yuklenip elektroforez yapildi. Elektroforez igleminin bitiminde jel nylon membrana
blotlanarak ve olugsan DNA-protein kompleksi non-radyoakif detektion kit (PIERCE)

kullanilarak tespit edildi.

3.6. Dual luciferase gene reporter assay

Planlanan bu deneyde ilk olarak hi¢bir sey uygulanmamis kontrol grubu, TGF-, p38
inhibitérd SB203580, PI3K inhibitdri LY294002, NF-kB inhibitdéri Bay11-7082 ve RANKL
inhibitérii  osteoprotegerin ile muamele edilen hicrelerde ve TGF-B'nin p38 inhibitdri
SB203580, PI3K inhibitori LY294002, NF-kB inhibitéri Bay11-7082 ve RANKL inhibitori
osteoprotegerin ile birlikte muamele edilen hiicrelerde, NF-kB aktivitesinin tayini icin lusiferaz
aracili gen reporter sistem kullanilarak yapildi. Bu yontem igin; NF-kB reporter vektért Prof.Dr.
David Donner'dan alinmistir. (University of California, USA ) Dolayisi ile NF-kB reporter
vektorl ve transfeksiyon verimlili§ini gosterecek olan kontrol vektoru renilla lusiferaz ile birlikte
lipofectamine 2000 transfeksiyon ajani kullanilarak transfekte edildi. 24 saat sonra hucreler,
serumsuz besiyeri ile degistirilip ve 24 saat daha inklbe edildil. Boylece tim hicrelerin Go
fazina gelmelerinin saglanmasinin ardindan, higbir sey uygulanmamis kontrol grubu, TGF-f3,
p38 inhibitori SB203580, PI3K inhibitori LY294002, NF-kB inhibitéri Bay11-7082 ve RANKL
inhibitdri osteoprotegerin ile muamele edilen hucrelerde ve TGF-B'nin p38 inhibitéra
SB203580, PI3K inhibitori LY294002, NF-kB inhibitéri Bay11-7082 ve RANKL inhibitora
osteoprotegerin ile birlikte muamele edilen hiicrelerdeki NF-kB aktivitesi promega luciferase

detection kit kullanilarak luminometre yardimi ile tespit edilmigtir.
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4. BULGULAR

Calismamizda kullanacagimiz spesifik inhibitorlerin A549 ve H1650 hucre dizileri Gzerine
sitotoksik etkisi olup olmadigini saptamak i¢in hicreleri BAY 11-7082, LY294002 ve SB203580
inhibitdrleri ile deigisik dozlarda 72 saat inkUbe ettik. Ardindan bu inhibitérlerin hiicre canliligina
etkilerini luminometrik yontemle saptadik. Bu deneydeki amacimiz literatirde kullanilan etkin
inhibitor konsantrasyonlarinin A549 ve H1650 hucreleri Uzerinde asir derecede sitotoksik olup
olmadigini saptamakti. Sitotoksisite deneylerimizin ardindan Literatirde NF-kB'nin
baskilanmasi icin kullanilan (bu baglamda projemizde de kullanmis oldugumuz) A549 hiicresi
icin 10 uM ve H1650 hicresi icin ise 5 uM Bay 11-7082 dozunun, A549 ve H1650 hcreler igin

ICs0 dederlerinin Ustinde (72 saatlik inkiibasyonun ardindan) oldugu saptanmistir (Sekil 4.1).

4.1. Bay11-7082, LY294002, SB203580 inhibitérlerinin Hiicre Canlihgina Etkileri
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Sekil 4.1. NF-kB inhibitdri Bay 11-7082’nin uygulamanin 72. saatinde A549 ve H1650 hucre
canlliklar Gzerine etkisi.

PIBK/AKT spesifik inhibitori LY294002'nin AKT inaktivasynu igin literattrde kullanilan etkin 20
MM dozunun A549 ve H1650 hcreleri igin IC50 degerlerinin Uzerinde oldugu saptanmigtir
(Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. PI3K inhibitorid LY294002'nin uygulamanin 72. saatinde A549 ve H1650 hicre
canlliklari Gzerine etkisi.

p38 spesifik inhibitdri SB203580’nin Literatlirde p38’in baskilanmasi igin kullanilan ve bu
baglamda projemizde de kullanmis oldugumuz 10 yM SB203580 dozunun, A549 ve H1650
hicreler icin ICso degerlerinin Gstlinde (72 saatlik inkliibasyonun ardindan) oldugu saptanmistir
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. p38 inhibitéri SB203580’nin uygulamanin 72. saatinde A549 ve H1650 hucre
canlliklari Gzerine etkisi.

4.2. TGF-B uygulamasinin A549 ve H1650 hiicre morfolojileri ve EMT
belirteclerinin ekspresyonlari lizerindeki etkileri

Projemizde EMT induksiyonu i¢in TGF-B secilmistir. Hicrelerinin epitel morfolojiden
mezensimal morfolojiye gecip gegcmedikleri TGF-B (10 ng/ml) uygulamasinin ardindan 24. ve
48. saatlerinde hucreler fotograflanarak saptanmigtir. Sekil 4.4’de goruldugu uzere; TGF-8
muamelesi A549 hcrelerini epitel karakterlerinden mezenkimal karaktere donlsumuinu
induklemistir. Ancak; H1650 hucrelerinin A549 hicrelerinde oldugu gibi TGF-f3 uygulamasina
iyi yanit veremedigi goézlemlenmistir (Sekil 4.4). Bununla baglantili olarak; TGF-B muamelesi
A549 hicrelerinde E-kaderin ekspresyonunu azaltip, N-kaderin ve Vimentin ekspresyon
seviyelerini artirarak EMT slrecini indiklemistir. TGF-f muamelesi H1650 hicrelerinde N-
kaderin ve Vimentin gibi mezenkimal belirteclerin ekspresyonlarini artirsa da, E-kaderin
ekspresyon seviyesini disurmedigi icin, TGF-B uygulamasi H1650 hicrelerinde EMT slrecini
tam olarak indiikleyememistir (Sekil 4.5). ilgingtir ki; TGF-B muamelesine yanit olarak E-
kaderin ekspresyon seviyesinin azaldigi A549 hucrelerinde SATB2 ekspresyonunun da
azaldig1 ve buna karsin E-kaderin seviyesinin dismedigi, H1650 hucrelerinde ise SATB2

ekspresyon seviyesinin de azalmadigi gozlenmigtir (Sekil 4.5). Bu bakimindan, KHDAK
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hicrelerinde TGF-B ile indiklenen EMT surecinde SATB2'nin kilit bir molekul olabilecegi

ongorialmustir.

S0, JEE

et AT R AT

A549 Kontrol A549 TGF-B8 24. saat A549 TGF-B 48. saat

Sekil 4.4. TGF-B muamelesinin A549 ve H1650 hlcre morfolojileri Gzerine etkisi.
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Sekil 4.5. TGF-B muamelesinin A549 ve H1650 hiicrelerindeki EMT belirteglerinin
ekspresyonlari Uzerine etkisi.

4.3. TGF-B uygulamasinin A549 ve H1650 hiicrelerinde Akt ve p38 yolaklarinin
aktivasyonlari lizerine etkisi

Calismamizin bu kisminda, TGF-B muamelesinin A549 ve H1650 hicrelerinde Akt ve
p38 yolaklarini aktive edebildigini gdéstermek amaciyla, hicreleri 0 dk, 5 dk, 15 dk, 30 dk ve 1
saat surelerince TGF-B ile muamele ettik ve bu hicrelerdeki p-Akt ve p-p38 seviyelerini

Western Blot analizi ile tespit ettik. TGF-B muamelesi her iki hiicrede de 5 dk’dan itibaren p-
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Akt ve p-p38 seviyeleri artmistir (Sekil 4.6). Sonug olarak; literatur ile uyumlu olarak TGF-’nin
Akt ve p38 yolaklarini A549 ve H1650 hiicrelerinde de aktive ettigi saptanmistir.

Sekil 4.6. TGF-B uygulamasinin A549 ve H1650 hulcrelerinde Akt ve p38 yolaklarinin
aktivasyonlari Uzerine etkisi.

4.4, Bay 11-7082, LY294002, OPG ve SB203580 inhibitorlerinin TGF-B-tarafindan
indiiklenen p-Akt ve p-p38 seviyelerine etkileri

Hipotezimizin dogrultusunda; TGF-3 ile indiklenen EMT surecinde Akt ve p38 gibi
SMAD-disI yolaklarin etkilerini arastirdik. Bunun igin; PI3K/Akt yolagin inhibitéra
LY294002'nin, TGF-B ile induklenen p-Akt seviyesi tzerindeki etkisi Western Blot analizi ile
tespit ettik. Sekil 4.7°'de goruldugu tzere LY294002 inhibitérinin hem tek basina hem de TGF-
B’nin varliginda p-Akt seviyesini her iki hicrede de inhibe etmistir. Projemizde NF-kB
aktivasyonunu inhibe etmek icin kullanilan Bay 11-7082 inhibitériintn, A549 hicrelerinde TGF-
B ile indlklenen p-Akt seviyesini azaltsa da kontrole oranla p-Akt seviyesi ylksek oldugu
gorulmektedir. Sonu¢ olarak; NF-kB spesifik inhibitéri Bay 11-7082'nin, p-Akt seviyesi
Uzerinde inhibe edici bir etkisinin olmadigi goérulmektedir. p38 yolag! inhibitdéri olan
SB203580’nin p-p38 seviyesine etkisine bakildiginda her iki hiicrede de anlamli bir sonug
go6rilmemistir (Sekil 4.8). Bunun nedeni; p38 inhibitéri olan SB203580’nin, p38’i inhibe etme
mekanizmasi Ust yolagi tarafindan fosfatlanmasini degil, kinaz aktivitesini inhibe ederek alt

yolaklarindaki hedeflerini fosfatlamasini engellemesidir.
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Sekil 4.7. Bay 11-7082 ve LY294002 inhibitorlerinin TGF-B-tarafindan indiiklenen p-Akt ve p-
p38 seviyelerine etkileri.

Sekil 4.8. Osteoprotegerin (OPG) ve SB203580 inhibitorlerinin TGF-B-tarafindan indiklenen
p-Akt ve p-p38 seviyelerine etkileri.

4.5. NF-kB inhibitori BAY 11-7082 ve PI3K/Akt yolagi inhibitérii LY294002’nin
EMT belirtegleri, Runx2 ve RANKL ekspresyon seviyeleri tizerine etkileri

Calismamizin bu béliminde, projede kullanmis oldugumuz IKBa/NF-kB yolagi inhibitori
Bay 11-7082, PI3K/Akt yoladi inhibitéri LY2094002'nin, EMT belirtegleri olan E-kaderin, N-
kaderin, Vimentin, Snail, Slug, Zeb1 ve projede taahhut etmis oldugumuz lGzere Runx2 ve
RANKL ekspresyon seviyeleri Uzerindeki etkilerini Western Blot analizi ile tespit ettik. Daha
onceki sonuclarimizdan, TGF-B'nin A549 hucrelerinde EMT surecini indukleyebildigini
gOstermistik. Ancak; TGF-B muamelesi, H1650 hicrelerinde N-kaderin ve Vimentin gibi
mezenkimal belirteclerin ekspresyonlarini artirsa da E-kaderin seviyesini inhibe edememisti ve
bu nedenle EMT sureci tam olarak indiklenememisti (Sekil 4.5). Sekil 4.9'da gorildigu tzere;
bagimsiz olarak yapmis oldugumuz bu deneyde de ayni tablo ile karsilasiimistir. TGF-3, A549

hicrelerinde E-kaderin seviyesini azaltmis ve N-kaderin, Vimentin, Snail, Slug ve Zebl gibi
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mezenkimal belirteclerin ekspresyonlarini artirmistir (Sekil 4.9). Ayrica; TGF- muamelesi her
iki hicre de RANKL ekspresyon seviyesini artirmigtir (Sekil 4.9). Runx2 seviyesi, TGF-
uygulamasina karsl A549 hicrelerinde degismezken, H1650 hlcrelerinde dramatik bir sekilde
artmistir (Sekil 4.9). Bu farkhlik, iki hdcrenin TGF-f uyarimina karsi verdikleri farkli tepkinin
nedeni olabilir. A549 hucrelerinde Bay 11-7082 inhibitort, TGF-B ile induklenen Snail ve Slug
ekspresyon artisini azaltsa da E-kaderin, N-kaderin, Vimentin ve Zebl gibi kritk EMT
belirteclerinin ekspresyonlari etkilememigtir, ayrica NF-kB inhibitori Bay 11-7082, A549
hicrelerinin Runx2 ve RANKL ekspresyon seviyeleri Gizerinde de bir etkisi gortlmemistir (Sekil
4.9). Bu sonug; hipotezimizde 6ngérmis oldugumuz TGF-f ile indiklenen EMT sirecinde NF-
kB’nin dizenleyici bir roli oldugu goértsund curGtmastir. LY294002 inhibitorl, A549
hicrelerinin Zeb1 ekspresyon seviyesini etkilemese de, Snail ve Slug ekspresyon seviyelerini
onemli 6lgtide inhibe etmistir. Bu sonug, PI3K/Akt yolaginin Snail ve Slug gibi EMT yuruticu
transkripsiyon faktorler Gzerinde dizenleyici oldugunu gdstermektedir. A549 hiicrelerinde,
PI3K/Akt yolaginin TGF-B-indikli N-kaderin ekspresyon artisini inhibe edememesine karsin,
Vimentin ekspresyon seviyesini azaltabilmistir. A549 hucrelerinde, LY2094002 inhibitoranin
tek basina muamelesi E-kaderin ekspresyonunu disurmesi ve TGF-B-indukli E-kaderin down-
regllasyonunu artirmasi ilging bir sonu¢ olmustur. A549 hiicrelerinde LY294002 inhibitorindn
varligi, RANKL ve Runx2 ekspresyon seviyelerinde anlamli bir degisiklige neden olmamistir.
Tdm bu sonugclar; A549 hiucrelerinde PI3K/Akt ve IKBa/NF-kB yolaklarinin, Snail ve Slug gibi
onemli EMT surecini yoneten transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlarinin regilasyonunda
rollerinin olmasina karsin, TGF- tarafindan indtiklenen EMT sirecindeki diizenleyici rollerinin

olmadigini ifade etmektedir.

TGF-B, H1650 hicrelerinde N-kaderin, Vimentin, Snail, Slug ve Zeb1 gibi mezenkimal
belirteglerin ekspresyonlarini artirmasina ragmen, E-kaderin seviyesini azaltmis ve bu nedenle
EMT sirecini tam olarak indikleyememisti (Sekil 4.9). H1650 hucrelerinde Bay 11-7082
inhibitort, TGF-B ile indiklenen Snail ve Vimentin ekspresyonunu azaltmistir. Bu nedenle;
H1650 hucrelerinde Snail ve Vimentin ekspresyonu NF-kB tarafindan dizenlenmektedir.
Ancak; H1650 hdcrelerinde E-kaderin, N-kaderin ve Zeb1 gibi kritk EMT belirteclerinin
ekspresyonlari Bay 11-7082 inhibitoérl tarafindan azaltilamamistir (Sekil 4.9). H1650 hicreleri,
zaten TGF-B tarafindan EMT sirecine giremedikleri i¢in, NF-kB’nin bu slregteki rolliinden
bahsedemeyiz. Bu sonug da, hipotezimizde 6ngérmus oldugumuz TGF-f ile induklenen EMT
surecinde NF-kB’nin dizenleyici bir roli oldugu goértsini curGtmuastir. Bay 11-7082
inhibitdérini, H1650 hicrelerinin Runx2 ve RANKL ekspresyon seviyeleri Gzerinde dizenleyici
bir role sahip oldugu acik¢a ise gortlmektedir (Sekil 4.9). Bu nedenle; bu hiicrelerdeki Runx2
ve RANKL ekspresyonlari NF-kB bagimh olarak dizenlendigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
LY294002 inhibitért, H1650 hiicrelerinin N-kaderin, Vimentin, Snail, Slug ve Zeb1 ekspresyon
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seviyelerini azaltmistir. Bu sonug, PI3K/Akt yolaginin H1650 hicrelerinin mezenkimal
karakterinin en Onemli dizenleyici yolagi oldugunu agik¢ca gostermektedir. H1650
hicrelerinde, PI3K/Akt yolaginin inhibitérd LY2094002'nin, E-kaderin ekspresyonunu tzerinde
bir etkisinin olmadigi da tespit edilmistir. H1650 hicrelerinde LY294002 inhibitérindn varligi,
RANKL ve Runx2 ekspresyon seviyelerinde anlamli bir azalmaya neden olmusgtur. Tum bu
sonugclar; A549 hucrelerinde PI3K/Akt ve IKBa/NF-kB yolaklarinin, Snail ve Slug gibi dnemli
EMT sdirecini yoneten transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlarinin reguilasyonunda rollerinin
olmasina karsin, TGF-B tarafindan indiklenen EMT slrecindeki duzenleyici rollerinin
olmadigini ifade etmektedir.
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Sekil 4.9. NF-kB inhibitéri BAY 11-7082 ve PI3K/Akt yolagi inhibitéri LY294002’nin EMT
belirtegleri, Runx2 ve RANKL ekspresyon seviyeleri Gzerine etkilerinin Western Blot analizi ile
gosterilmesi
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4.6. RANKL/RANK/NF-kB vyolagi inhibitérii osteoprotegerin (OPG) ve p38
inhibitorii SB203580’nin, EMT belirtegleri, Runx2 ve RANKL ekspresyon
seviyeleri Uzerine etkileri

Calismamizin bu bdliminde, projede kullanmis oldugumuz RANKL/RANK//NF-kB
yolag! inhibitéri Osteoprotegerin (OPG), p38 yolagi inhibitéri SB203580’nin, EMT belirtecleri
olan E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, Snail, Slug, Zeb1 ve projede taahhut etmis oldugumuz
uzere Runx2 ve RANKL ekspresyon seviyeleri Uzerindeki etkilerini Western Blot analizi ile
tespit ettik. Daha 6nceki verilerimizden, Bay 11-7082 ile inhibe edilen NF-kB aktivasyonunun,
Snail ve Slug gibi ¢esitli EMT sirecini ydneten transkripsiyon faktdrlerin ekspresyonlari igin
gerekli olsa da, TGF-B tarafindan indikelenen EMT surecinde dlzenleyici rolu olmadigi
gorulmustar (Sekil 4.9). Bu nedenle; RANKL/RANK yoladi Uzerinden gergceklesen NF-kB
aktivasyonunun OPG tarafindan inhibisyonunun EMT slrecinde rolunin olmayacag!
kanisinda vardik. Sekil 4.10'da géruldugu Uzere; RANKL/RANK/NF-kB yolagi inhibitora
OPG’nin, TGF-B tarafindan indiklenen N-kaderin ve Vimentin ekspresyonlari ve TGF-
tarafindan inhibe olan E-kaderin (yalnizca A549 hiicrelerinde) ekspresyonu lizerinde bir etkisi
olmadigi gérulmustir. Ayrica, OPG’nin EMT surecini yoneten transkripsiyon faktérler, RANKL
ve Runx2 protein seviyelerinde anlamli bir degisiklige neden olmamistir. A549 hucrelerindeki,
TGF-B ile indiklenen EMT surecindeki p38 yolaginin etkisini, p38 yolagi inhibitori SB203580'i
kullanarak inceledik. Ancak, Sekil 4.10’'da da géruldiugu gibi, p38 yolaginin inhibisyonu da
TGF-B ile indiklenen EMT slirecinde bir rolii olmadigi sonucuna vardik. Cinku bu inhibitorin
A549 hucrelerinde, TGF-f ile indiklenen E-kaderin ekspresyon seviyesinin disisu, N-kaderin
ve Vimentin gibi mezenkimal belirteclerin ekspresyonlarinin artigi Uzerinde bir etkisini
gbremedik. SB203580 inhibitérinin varhdr TGF-B ile indiklenen RANKL ekspresyon
seviyesindeki artisi inhibe etmistir. Bu sonu¢ TGF-B’nin RANKL ekspresyon seviyesini
artiracagi ve bu artisin p38 yolagi Gzerinden gerceklesebilecegi hipotezimizi dogrulamaktadir.
Ancak; daha dnce de belirttigimiz Gzere, RANKL/RANK/NF-kB yolaginin spesifik inhibitéri
OPG’nin varligi, A549 hucrelerinin TGF-B ile indliklenen EMT surecinde bir etkiye sahip
olmamistir. Tim bu sonuglar, A549 hicrelerinin TGF-f ile indiklenen EMT slrecinde, SMAD

digi sinyal yolaklarinin duzenleyici etkilerinin olmadigini gostermektedir.

RANKL/RANK/NF-kB yolaginin spesifik inhibitéri OPG’nin, H1650 hicrelerinde etkilerini
inceledigimizde, A549 hiicrelerinden aksine farkli yanit verdikleri gériimustir. ilging bir
bicimde; OPG, H1650 hucrelerinde E-kaderin, Vimentin gibi EMT belirteglerinin
ekspresyonlarini etkilemese de, N-kaderin, Snail, Slug ve Zebl gibi EMT surecinin disinda
hiicre invazyonu igin de 6nemli olan proteinlerin ekspresyonlarini artirmistir. Ayrica, OPG’nin

H1650 hicrelerine muamelesi, bu hucrelerdeki RANKL ekspresyonunu azaltirken, Runx2
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seviyesini etkilememistir. p38 yolaginin SB203580 ile inhibisyonunun H1650 hicrelerinde ¢ok
farkli bir yanita yol actigi gorulmektedir (Sekil 4.10). Cok kuvvetli bir EMT uyarani olan TGF-
B tarafindan bile EMT nin indUklenmedigi H1650 hcrelerinin, p38 yolaginin SB203580 ile
inhibisyonunun, bu hicrelerde ilging bir bicimde EMT’i indikledidi tespit edilmistir. Bunun
nedeni; H1650 hucrelerinde TGF-B uyarimi neticesinde bile ekspresyonu azalmayan
SATB2’nin, SB203580 ile muamelesi sonucu bu hucrelerde ekspresyonunun azalmasi olabilir.
Bu sonug; Sekil 4.5°deki sonuglarimizda varsaymis oldugumuz, SATB2’nin KHDAK
hicrelerinin  EMT slreglerinde anahtar bir molekil olabilecedi hipotezimizi destekler
niteliktedir. Ayrica, yalnizca SB203580 muamelesi sonucu EMT sireci indiklenen H1650
hidcre grubunda, RANKL ekspresyon seviyesinin de dramatik sekilde arttigi gorulmektedir.
SB203580 inhibitoriniin H1650 hicrelerinde EMT sirecini indiklemesinden, RANKL
ekspresyon seviyesinin bu dramatik artisi da sorumlu olabilir. Ayrica, H1650 hucrelerinde
SB203580 inhibitérinin varhdr TGF-B ile indiklenen Runx2 ekspresyon artisini inhibe
etmektedir.
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Sekil 4.10. RANKL/RANK/NF-kB yolagdi inhibitéri osteoprotegerin (OPG) ve p38 inhibitdri
SB203580’'nin, EMT belirtecleri, Runx2 ve RANKL ekspresyon seviyeleri Uzerine etkilerinin
Western Blot analizi ile gOsterilmesi.
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4.7. IKBa/NF-kB, PI3K/Akt, RANKL/RANK/NF-kB ve p38 yolaklarinin TGF-B ile
indiiklenen hiicre invazyonundaki rolleri

Projemizin bu kisminda, TGF-B’'nin A549 ve H1650 hcrelerinin invazyon kapasiteleri
uzerine etkilerini ve TGF-f tarafindan indiklenen SMAD-digi sinyal yolaklarin inhibisyonunun
bu suregteki rolind tespit etmeyi amacladik. Western Blot analizi sonucglarimiz, SMAD-digI
yolaklarin inhibisyonlarinin, TGF-B-tarafindan indiklenen EMT (yalnizca A549 hicreleri)
surecinde kritik bir 6neme sahip olmadigini gostermektedir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10). Ancak;
EMT sireci, kanser hicrelerinin invazyon mekanizmalarindan yalnizca bir tanesidir. Yani,
kanser hicreleri EMT surecine girmeden dahi, invazyon kapasitelerini artirabilirler. TGF-8
muamelesi hem A549, hem de H1650 hicrelerinin invazyon kapasitelerini gugli bir sekilde
artirmistir (Sekil 4.11). Bay 11-7082 ile IKBa/NF-kB yolaginin inhibisyonu, hem TGF-j ile
uyarilan hem de uyarilmayan A549 ve H1650 hicrelerinde invazyonu baskilamaktadir (Sekil
4.11). Bu sonug, A549 ve H1650 hicrelerinde NF-kB’nin EMT slreci Gzerine kritik etkilerinin
olmamasina karsin, KHDAK hlcre invazyonu icin anahtar bir eleman oldugunu
gostermektedir. Bu durum, NF-kB'nin MMP-2 ve MMP-9 gibi hlicre invazyonunun oénemli

elemanlarinin transkripsiyonel regulatori olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

LY294002 ile PI3K/Akt yolaginin inhibisyonu, TGF-f ile uyariimayan A549 ve H1650
hicrelerinde invazyon kapasitesi zerine anlamli bir azalmaya neden olmazken, her iki hiicre
de TGF-B ile induklenen hicre invazyonunu anlamli sekilde azaltabilmigtir (Sekil 4.11). Bu
sonug, PI3K/Akt sinyal yolaginin NF-kB aktivasyonunu saglayan en énemli yolaklardan biri
olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ancak NF-kB aktivasyonunun yalnizca bu yolak Uzerinden
olmamasindan dolayi, NF-kB’'nin Bay 11-7082 tarafindan direkt inhibisyonu ile benzer bir

invazyon inhibisyonu gerceklesmemektedir.

OPG ile RANKL/RANK/NF-kB yolaginin inhibisyonu, her iki hiucrede invazyonu farkli
sekilde etkilemigtir (Sekil 4.11). A549 hicrelerinde, hipotezimiz dogrultusunda,
RANKL/RANK/NF-kB yolaginin inhibisyonu EMT surecinde etkili olmamasina kargin, TGF-$3
ile induklenen hicre invazyonunu anlamli sekilde azaltmistir (Sekil 4.11). Proje 6énerimizde,
NF-kB aktivasyonunun vyalnizca PI3K/Akt sinyal yolagi tarafindan gerceklesmedigi,
RANKL/RANK gibi yolaklarin da NF-kB aktivasyonu icin KHDAK hicrelerinde 6nemli
olabilecedi ve bu hicrelerin EMT surecleriyle, invazyon kapasiteleriyle iligkili olabilecegi
hipotezi kurulmustu. OPG’nin  A549 hiicrelerinde invazyon kapasitesini azaltmasi bu
hipotezimizi destekler niteliktedir (Sekil 4.11). A549 hucrelerinde, gerek NF-kB’nin direkt
inhibisyonu, gerekse de PI3K/Akt ve RANKL/RANK gibi aktivasyonunu saglayan yolaklarin

inhibisyonu EMT sureciyle iligkili olmasa da, hicre invazyonu ile direkt iligkili oldugu
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gorilmektedir. OPG muamelesi H1650 hdcrelerinde, A549 hicrelerinin aksine hicre
invazyonunu ilging bir bicimde artirmigtir (Sekil 4.11). Bu durum daha dnceki sonuglarimizda
bahsettigimiz Gzere, OPG ile uyarilan H1650 hucrelerinde, N-kaderin, Snail, Slug ve Zeb1 gibi
invazyon ile iligkili proteinlerin ekspresyonlarini artirmisti (Sekil 4.10). H1650 hcrelerinde,
OPG uyariminin invazyon kapasitesi artisina neden olmasi bu invazyon ile iligkili proteinlerin

ekspresyonlarinin artigindan kaynaklaniyor olabilir.

Son olarak; p38 yolaginin SB203580 aracili inhibisyonunun A549 ve H1650 hiicrelerinin
invazyon kapasiteleri lzerine etkilerine bakacak olursak, ayni OPG uyariminda oldugu gibi
farkli bir tablo ile karsilagsmaktayiz. Hipotezimizde p38 yolaginin inhibisyonunun hicre
invazyonunu baskilayabilecegini 6ngoérmuistik. Bu dogrultuda, A549 hicrelerinde p38
inhibisyonunun hem de tek basina hem de TGF-( varliginda hticre invazyonunu énemli élglide
azalttigr goruldu (Sekil 4.11). Bu duruma, SB203580 uygulanan A549 hucrelerinde TGF-8
uyarimi ile artan RANKL ekspresyon seviyesinin inhibe olmasi yol agmig olabilir (Sekil 4.10).
Gunkd, OPG’nin varliginda TGF-B ile induklenen hilcre invazyonu azalmisti. Tum bu
sonuglardan; A549 hiucrelerinde hipotez ettigimiz Gzere, TGF-B/p38/RANKL/NF-kB EMT
surecinde kritik bir rol oynamasa da, hicre invazyonu ile yakindan iligkili oldugu gérulmektedir.
H1650 hicrelerinde SB203580 muamelesi hicre invazyonunu artirici bir etki olusturmustur
(Sekil 4.11). Bunun nedeni, p38 inhibisyonu sonucu SATB2 ekspresyonunun down-regtle
olmasindan ve EMT surecinin induklenmesi olabilir (Sekil 4.10). Tum bu sonuglar, SATB2’nin
KHDAK hicrelerinin EMT sureglerinde kritik bir molekul olabilecegi gérisumuziu daha da

glglendirmektedir.
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Sekil 4.11. IKBa/NF-kB, PI3K/Akt, RANKL/RANK/NF-kB ve p38 yolaklarinin TGF-f ile
induklenen hicre invazyonundaki rolleri.
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4.8. Bay 11-7082, LY294002, OPG ve SB203580 inhibitorlerinin NF-kB lusiferaz
aktivitesine lizerine etkileri

Projemizin bu béliminde, calismamiz kapsaminda kullanmis oldugumuz Bay 11-7082,
LY294002, OPG ve SB203580 inhibitorlerinin NF-kB aktivitesi tzerine etkilerini, dual luciferase
reporter assay yontemi kullanarak tespit ettik. A549 hacrelerinde kullanmig oldugumuz
inhibitérlerin higbiri NF-kB lusiferaz aktivitesi Uzerinde anlamli bir degisiklige neden olmamistir
(Sekil 4.12). TGF-B muamelesi bile bu hicrelerde NF-kB lusiferaz aktivitesini artiramamistir.
Western Blot analizi sonuglarimizda; NF-kB inhibisyonu, TGF-@ ile induklenen EMT sulrecinde
Snail ve Slug gibi hem EMT hem de hicre invazyonu ile iligkili bazi transkripsiyon faktérlerin
ekspresyonlarini azaltsa da, sonu¢ olarak EMT sidrecinde etkili olmamisti. Lusiferaz
sonuglarinda TGF-B’'nin NF-kB aktivasyonuna neden olmamasi bu durumu agiklamaktadir.
H1650 hlcrelerinde de, A549 hiicrelerinde oldugu gibi TGF-B’'nin NF-kB lusiferaz aktivitesini
artirmadigi gérulmektedir (Sekil 4.12). A549 hicrelerinde oldugu gibi, H1650 hicrelerinde de
NF-kB inhibitoéri Bay 11-7082 ve PI3K/Akt yolagi inhibitori LY294002'nin NF-kB lusiferaz
aktivitesini anlamli dlgide azaltabilmistir (Sekil 4.12). H1650 hicrelerinde, OPG NF-kB
lusiferaz aktivitesini ancak %30 oraninda azaltirken, p38 inhibitéri SB203580 aktiviteyi 2 kat
artirmistir (Sekil 4.12). iki hiicredeki bu ayrim; bu hiicrelerdeki kanserlesme nedenlerinin
farkliligindan kaynaklaniyor olabilir. Clinkd; A549 hicrelerinde KRAS mutasyonu bulunurken,
H1650 hucrelerinde EGFR mutasyonu bulunmaktadir. Ayrica H1650 hucreleri PTEN geni
tasimadiklari icin, p38 yoladinin inhibisyonu, bu hicrelerdeki Akt yolaginin daha da aktive

olmasina ve dolayisiyla NF-kB’nin aktivasyonunu artirmis olabilir.
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Sekil 4.12. Bay 11-7082, LY294002, OPG ve SB203580 inhibitorlerinin NF-kB lusiferaz
aktivitesine Uzerine etkileri

4.9. Runx2 aktivasyonunun EMSA yontemi ile gosterilmesi

Projenin bu kismindaki amacimiz; TGF-B ile indiklenen p38 yolaginin, Runx2
transkripsiyon faktorint aktive etmesini ve hedef geni olarak hipotez ettigimiz RANKL'nin
promotor bdlgesine baglanip baglanmadigini tespit etmekti. Bunun i¢in; Runx2 icin spesifik
baglanma bdlgeleri iceren RANKL promotor bdlgesinin bir bdlimini iceren yaklasik 30
nukleotid uzunlugunda 5’ uglari biotinlenmis ¢ift zincirli oligontkleotid dizayn ettik ve Viagene
firmasina sentez ettirdik. Ancak defalarca denememize karsin, RANKL EMSA deneyinden
olumlu bir sonug alamadik. (Sekil 4.13). Proje butcemizin tamamini kullandigimizdan dolayi
da, tekrardan bir prob satin alamadik. Deney prosedirlu acgisindan bir hatamizin olup
olmadigini tespit etmek igin, labimizda mevcut bulunan 5’ uglari biotinlenmis ¢ift zincirli NF-xB
EMSA probu ile Runx2 igin kullandigimiz lizatlarla deneyi tekrarladik. NF-kB EMSA deneyinin
basari ile galistigini fakat RUNKL EMSA deneyinin galismadigini gériince sorunun probtan
oldugunu anladik. Sonu¢ olarak; deneysel prosedirimuzde herhangi bir yanhs olmadigini
gorduk (Sekil 4.13). NF-kB probu kullanarak gergeklestirdigimiz EMSA deneyi sonuglarinda,

onemli bir NF-kB aktivatori olarak bilinen TNF-a’nin, NF-kB’i aktive ettidi, ancak TGF-f’nin
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NF-kB’i aktive edemedigi goriimektedir. Bu sonug, NF-kB lusiferaz reporter deneyi sonuglari
ile értigmektedir. Sonug olarak; A549 ve H1650 hicrelerinde NF-kB aktivasyonu igin TGF-f3
onemli bir uyaran olmadi§i ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 4.13. Runx2 ve NF-kB problari kullanilarak gergeklestiriien EMSA deneyi sonuglari.
4.10. SATB2’nin KHDAK hiicre morfolojisi ve EMT siirecindeki rolu

Western blot analizi sonuglarimiz, hipotez ettigimiz gibi KHDAK hucrelerinin TGF-§ ile
induklenen EMT sureclerinde SMAD-digi sinyal yolaklarinin dizenleyici role sahip olmadigini
gOsterdi. Sekil 5’de goruldugl tzere; TGF-B muamelesi sonucu A549 hicrelerinde EMT sureci
induklenirken, H1650 hucrelerinde indiklenememisti. Bununla paralel olarak; TGF-
muamelesinin, SATB2 ekspresyonunu A549 hicrelerinde baskilarken, H1650 hucrelerinde
baskilayamamasi, iki hidcre bu farkliligin belirleyici unsur olabilecegini gostermisti. p38
inhibitorid SB203580’nin H1650 hiicrelerinde EMT sitirecini indiiklemesi ve bu sliregte SATB2
ekspresyonunun da baskilanmasi bu gérisimizi daha da guglendirmisti (Sekil 4.10). Bu
dogrultuda, proje kapsaminda olmamasina karsin, bu iki hicrede TGF- uyarimi yapmaksizin
labimizda var olan SATB2 siRNAlar kullanilarak SATB2 ekspresyonunu baskiladik. Hipotez
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ettigimiz tGzere; uyari olmaksizin tek SATB2 ekspresyonunun baskilanmasi, her iki hiicrede de
EMT sirecini indikleyebilmistir (Sekil 4.14 ve Sekil 4.15).
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Sekil 4.14. siRNA aracili SATB2 downregulasyonunun hicre morfolojisi Uzerine etkisi
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Sekil 4.15. SATB2'nin siRNA-aracili susturulmasinin A549 ve H1650 hicrelerinin EMT
siureclerindeki rold.

Bu sonuclar TGF beta nin NSCLC hicreleri A549 ve H1650 hicreleri Gzerinde EMT
surecinde NF-kB/RANX2/RANKL yolagini kullanmadigini  fakat SATB2 nin EMT
dizenlenmesinde kritik bir roll oldugunu agik¢a gostermektedir.
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5. TARTISMA/SONUG

Proje kapsaminda, KHDAK hicrelerinin TGF-f tarafindan indiklenen EMT sureglerinde,
SMAD-disI yolaklarin, olasi duzenleyici rollerini arastirmayl amacladik. Cesitli kanser turi
hicrelerinde p38, JNK, Rho GTPase ve PI3K/Akt gibi sinyal yolaklarinin EMT sirecinde
dizenleyici rolleri oldugu ve TGF-f’nin, bu yolaklari aktive edebildigi de bilinmektedir. Proje
onerimizde, bu yolaklar arasinda EMT ve invazyon suregleriyle yakindan iligkili olan NF-kB’nin
aktivitesini dizenleyen en kritik yolaklardan biri olmasi nedeniyle PI3K/Akt sinyal yolagi hedef
alinmistir. Cesitli kanser tirlerinde NF-kB EMT iligkisini gosteren calismalardan literattr
Ozetinde bahsedilmigstir. Literatlre gore; gerek TGF-B gerekse diger EMT indikatorlerinin
araciligiyla indiklenen EMT stirecinde, NF-kB’nin 6nemli bir yere sahip oldugu aciktir. Ancak;
KHDAK hiicrelerinin TGF-( tarafindan indiklenen EMT sureclerinde, NF-kB’nin ne kadar etkili
ve Onemli bir yere sahip oldugu net degildir. Ayrica; TGF-B'nin, NF-kB’i PI3K/Akt sinyal
yolaginin disinda aktive edebilecegi baska yolaklarin varligi ve bu yolaklarin TGF- tarafindan
induklenen EMT sirecindeki rolu de belirsizdir. Bu nedenle NF-kB’i, PI3K/Akt sinyal yolagi
digsinda aktive ederek kanser hicrelerinin EMT ve invazyon suregleriyle iligkili olabilecek farkl
bir yolak taradik. Literatur taramalarimizda, RANKL/RANK yolaginin NF-kB’nin aktivasyonunu
sagladigi, EMT ve invazyon ile iligkili oldugunu belirledik (Tsubaki vd 2013). ilgingtir ki; TGF-B
tarafindan indiklenen EMT ve invazyonda 6nemli bir yere sahip olan Runx2 transkripsiyon
faktoriiniin de, RANKL geninin promotor boélgesine baglanarak bu genin transkripsiyonu igin
bir aktivatdér oldugunu goérdik (Byon vd 2011). Literatirde TGF-B/Runx2/RANKL/NF-kB
iliskisinin ve bu olasi iligkinin EMT ve invazyon streglerindeki roll Gzerine yapilmig bir
arastirma bulunmamaktadir. Bu projede, Sekil 5.1'de gorildigu Uzere; literatirde daha 6nce
arastinimamis olan TGF-B/p38/Runx2/RANKL/NF-kB sinyal yolaginin KHDAK hcrelerinin

EMT ve invazyon sureglerindeki olasi dizenleyici rolinl agiklamayi amacladik.
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Sekil 5.1. TGF-B/p38/Runx2/RANKL/NF-kB sinyal yolaginin sematik gosterimi.

Bu amac dogrultusunda ortaya c¢ikan sonugclarimizi literatar ile karsilastirarak tartisacak
olursak; projemizde, A549 ve H1650 hlcrelerinin 24 ve 48 saat suresince TGF-f ile muamelesi
sonucunda EMT surecinin induklenip indiklenmedigini tespit ettik. Sekil 4.4 ve Sekil 4.5'te
gbrildigu Uzere; TGF-B'nin, A549 hicrelerinde EMT sirecini indikleyebilmesine karsin,
H1650 hicrelerinde indikleyememistir. TGF-, H1650 hiicrelerinde N-kaderin ve Vimentin gibi
mezenkimal belirteglerin ekspresyonlarini arttirmasina ragmen, EMTnin en o6nemli
belirteclerinden olan E-kaderin ekspresyon seviyesinin disurilememesi sebebiyle, bu
hicrelerde tam anlamiyla bir EMT stireci indiklenememistir (Sekil 4.5). Literatire bakildiginda,
KHDAK hicrelerinde EMT sdireci igin, TGF-B’nin énemli bir indlkleyici oldugu goérilmektedir
(Liu vd 2013). Ancak bazi calismalarda da; TGF-B'nin, KHDAK hicrelerinde N-kaderin
ekspresyonunu arttirsa da E-kaderin ekspresyonunu baskilayamadigini gosterilmektedir (Cao
vd 2012). Bu nedenle sonuglarimiz literatur ile uyumludur. TGF-B’nin H1650 hicrelerinde EMT
surecini indukleyememesi, bu hicrelerdeki TGF-B reseptérlerinin ekspresyonunun ve/veya E-
kaderin ekspresyonunun baskilanmasi icin gerekli HDAC gibi epigenetik faktorlerin
ekspresyonlarinin yetersiz olmasindan kaynaklanabilir. Cunkl, E-kaderin ekspresyonunun
baskilanmasi igin yalnizca EMT surecini yoneten transkripsiyon faktorleri yeterli degildir.
Bunun yaninda bircok HDAC’lar ve kromatin yeniden modelleme proteinleri gibi epigenetik
mekanizmalarda rol alan molekullerin de ekspresyonlari ve/veya aktivasyonlari, E-kaderin
ekspresyonunun baskilanmasi igin kritik éneme sahiptir (Liu vd 2013). A549 ve H1650

hicreleri, KHDAK grubuna dahil olmalarina kargin birbirlerinden ¢ok farkli karakterlere sahip
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hiicrelerdir. Ornegin; A549 hiicreleri alveolar bazal epitel hiicrelerden kéken alirken, H1650
hucreleri bronsioalveolar hucrelerden koken almigtir. A549 hicreleri KRAS geninde G12S
mutasyonu bulunurken, H1650 hucrelerinde EGFR geninde E746-A750del mutasyonu
bulunmaktadir (Pallier vd 2012, Wu vd 2012). Ayrica; H1650 hicreleri, A549 hiicrelerinde farkl
olarak PTEN geninden yoksundur. A549 ve H1650 hiicrelerindeki tim bu farkliliklar, TGF-
uyarimina kargi farkli yanitlar olusmasina neden oluyor olabilir. Bu geligkiyi aydinlatmak igin,
H1650 hicre dizisine benzer sekilde EGFR mutasyonu tasiyan KHDAK hucrelerinde de, TGF-
B uygulamasi yapilarak hiicrelerin EMT profillerini tespit etmek yararli olabilir. Ayrica H1650
hicrelerinin PTEN genini tasimamasi da (Takeda vd 2013), TGF-f’nin EMT surecini
indiklemesini engelleyici bir faktér olabilir. Clnkl, bazi c¢alismalarla surekli Akt
aktivasyonunun EMT icin negatif bir unsur olabilecegi gosterilmistir (Irie vd 2005). Bu hlcreler
PTEN geni tasimadiklar icin surekli Akt aktivasyonuna sahiptir. Bu hilcrelere PTEN
ekspresyon vektorl transfekte edilerek, TGF-p’nin bu hiicrelerdeki EMT streci Gzerindeki
etkileri incelenebilir. Bir diger dnemli etmen, TGF-B uyarimi sonucu EMT surecinin indiklendigi
A549 hicrelerinde SATB2 ekspresyonunun baskilandigi, ancak EMT slrecinin
indiklenemedigi H1650 hiicrelerinde ise SATB2 ekspresyon seviyesinin baskilanamamasi
olabilir (Sekil 4.5). Bu hipotezin dogrulugu, yapmis oldugumuz deneylerle kanitlanmis olup,
literatlrde paylasilacaktir. Literattrde kolorektal kanser hiicrelerinin EMT slreclerinde SATB2
ekspresyonunun baskilandigini gdsteren calisma mevcuttur (Yang vd 2013). Bu nedenle

sonuglarimiz, literatdr ile uyumludur.

Hipotezimizin anahtar molekili olan NF-kB’nin, TGF-B tarafindan indiklenen EMT ve
invazyon sireclerindeki rolind arastirdik. Bunun igin; literatirde yaygin olarak kullanilan NF-
kB inhibitorleri Bay 11-7082, LY294002 ve OPG’nin varliginda A549 ve H1650 hiicrelerinde
TGF-B  uyarimi  gergeklestirdik. H1650  hicrelerinde, E-kaderin  seviyesinin
baskilanmamasindan 6tirl, bu hicrelerde TGF-B EMT surecini tam olarak indikleyememisti
(Sekil 4.5). Bu nedenle, NF-kB’nin bu suregteki rolinden bahsedilemez. Ancak; TGF- uyarimi
neticesinde E-kaderin ekspresyonu baskilanmamasina karsin, N-kaderin ve Vimentin gibi
mezenkimal belirteglerin ekspresyonlari artmigtir (Sekil 4.5). Bay 11-7082 ve LY294002
inhibitorlerinin varhdinin, TGF-B tarafindan indiklenen N-kaderin (H1650 hucrelerinde),
Vimentin (H1650 hiicrelerinde), Snail (A549 ve H1650 hicrelerinde) ve Slug (A549 ve H1650
hucrelerinde) gibi mezenkimal belirteclerin ekspresyonlarini baskiladigi gézlenmigstir (Sekil 4.9
ve Sekil 4.10). Ayrica bu NF-kB aktivasyonunu inhibe eden Bay 11-7082 ve LY294002
inhibitérlerinin KHDAK hcrelerinin invazyon kapasitelerini de dnemli dlgide baskiladiklari
tespit edilmistir (Sekil 4.11). KHDAK hicrelerinde Bay11-7082 ve LY294002 inhibitdrlerinin
Snail ekspresyonunu ve hlicrelerin invazyon kapasitesini azalttigi literatlirde var olan bilgilerdir
(Gastonguay vd 2012, Chen vd 2013, Gu vd 2015). Bu bakimdan sonuglarimiz, literatir ile
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uyumludur. Bir diger NF-kB inhibitéri olan OPG’nin varligi ise A549 ve H1650 hicrelerinin
EMT belirtegleri ve invazyon kapasiteleri Uzerinde farkli sonuglara yol a¢cmistir. A549
hucrelerinde OPG’nin varligi herhangi bir EMT belirtecinin ekspresyonu Uzerinde bir etkiye
sahip olmamasina karsin, bu hicrelerin TGF-B tarafindan indiiklenen invazyon kapasitelerini
azaltmigtir (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11). Bu durum; OPG'nin, invazyon sureci i¢cin 6nemli yere
sahip metalloproteazlarin (MMP) ekspresyonlari Gzerinde inhibe edici bir faktér olmasindan
kaynaklaniyor olabilir. Ayrica bu sonug, literatlr igin yeni bir bilgidir. H1650 hucrelerinde
OPG’nin varligi ise, bu hucrelerdeki N-kaderin, Snail, Slug ve Zebl gibi mezenkimal
belirteclerin ekspresyonlarini ve hicrelerin invazyon kapasitelerini arttirmistir (Sekil 4.10 ve
Sekil 4.11). Literatlirde OPG ve invazyon arasindaki iligkiyi arastiran calismalara bakildiginda,
prostat kanser hiicrelerinde OPG’nin invazyonu azaltici 6zelligi, KHDAK hcreleri izerine
yapilan bir calismada ise artan OPG ekspresyonu ile invazyon arasinda pozitif korelasyonun
varhgi belirtiimektedir (Peng vd 2013, Li vd 2014, Russmueller vd 2015). Bu durumun sebebi;
OPG’nin invazyon Uzerindeki etkisinin, hicre spesifikligi ile iligskili olmasi olabilir. Bu
mezenkimal faktorler kanser hucrelerinin yalnizca EMT slregleriyle iligkili olmayip,
invazyonlari ile de iliskili faktorlerdir. Bu baglamda; NF-kB’nin Bay 11-7082, LY294002 ve OPG
inhibitorleri tarafindan inhibisyonunun, TGF-B ile indiklenen EMT surecinde duzenleyici bir
rolu olmadigi, ancak KHDAK hicre invazyonunda kritik bir role sahip oldugu invazyon deneyi

sonuglarimizla tespit edilmistir.

Proje kapsaminda TGF-f tarafindan indiklenen EMT ve invazyon sulreglerinde p38
sinyal yolaginin rolinu tespit etmeye c¢alistik. Bunun igin A549 ve H1650 hucrelerinde p38
inhibitérd SB203580'i kullanarak p38 yolagini inhibe ettik. A549 hicrelerinde p38 yolaginin
inhibisyonun, TGF-B ile indiklenen EMT surecinde herhangi bir etkiye sahip olmadigi
gorulmustur (Sekil 4.10). Ancak; p38 yolaginin inhibisyonun, A549 hicrelerinde TGF-3
tarafindan indiklenen invazyonda dizenleyici bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.11). Literatirde TGF-B tarafindan indiklenen EMT ve invazyon sureclerinde p38’in 6nemli
bir yere sahip oldugu bilinmektedir (Son ve Moon 2010, Kolosova vd 2012, Lamouille vd 2014).
Sonuglarimiz, p38 yolaginin TGF-B tarafindan indiklenen EMT surecinde 6nemli bir rol
oynamadigini géstermektedir. Bunun nedeni; TGF-f’nin ile yalnizca SMAD yolagdini kullanarak
EMT sirecini indiklemesi olabilir. Nitekim, TGF-B tarafindan indiklenen EMT surecinde
SMAD yolaginin primer duzenleyici oldugunu gosteren galismalar bulunmaktadir (Islam vd
2014, O'Kane vd 2014, Yang vd 2015, Thien vd 2015). Bu nedenle sonuglarimiz literatur ile
¢celismemektedir. H1650 hicrelerinde TGF-( tarafindan EMT sireci indiklenemedidi icin p38
yolaginin bu sirecteki rolunden bahsedilemez. Ancak; TGF-B uyarimi olmadan p38 yolaginin
inhibisyonu, bu hlcrelerde EMT sirecini ve invazyonu induklemistir (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).

Bir galismada p38’in, E-kaderin ekspresyonu icin gerekliligi gosterilmistir (Strippoli vd 2010).
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H1650 hdcrelerinde p38 yolaginin inhibisyonu, E-kaderin ekspresyonun baskilanmasina ve
EMT sirecinin indiklenmesine yol agmis olabilir. Bu nedenle; bu sonug literatdr ile paralellik
go6stermektedir. Ayrica; p38 yolaginin inhibe edildigi bu hiicrelerde SATB2 ekspresyonunun
da baskilanmasi, SATB2’'nin KHDAK hucrelerinin EMT sureclerinde Kilit bir molekul oldugunu

gOstermektedir.

Dual lusiferaz deneyi sonucglarimiz, TGF-f’'nin A549 ve H1650 hicrelerinde NF-kB
aktivasyonuna neden olmadigini gostermistir (Sekil 4.12). Bircok bagimsiz ¢calismada TGF-
B’'nin, NF-kB aktivasyonuna yol actigini gosterilmis olsa da, bazi ¢alismalar ise aksi yonde
sonu¢ ortaya koymuslardir (Li vd 1998, Freudlsperger vd 2013). Bu baglamda sonuglarimiz
literatlir ile c¢elismemekle birlikte, TGF-B ile indiklenen NF-kB aktivasyonunun hiicre
spesifikliine bagimli olmasi, farkli sonuglarin ortaya ¢ikmasinin nedeni olabilir (Gustin vd
2004). Ayrica, gerek NF-kB inhibitérinun tek basina, gerekse TGF-B ile birlikte uygulandigi
A549 ve H1650 hucrelerindeki invazyon kapasitelerinin ayni oranda baskilanmasi ve EMSA
deneyi sonucumuz, NF-kB’nin A549 ve H1650 hucrelerinde TGF-3 sinyal yolagi tarafindan
aktive edilmedigi gdérisimizi desteklemektedir. Bunun nedeni; TGF-B tarafindan NF-kB
aktivasyonu igin anahtar bir molekdl olan TAK1 molekilinin bu hicrelerde disik eksprese
olmasi ve/veya aktive olamamasi olabilir (Gingery vd 2008, Freudlsperger vd 2013). Onun i¢in
bu hlcrelerdeki, TAK1 ekspresyon seviyesini ve TGF- uyarimi sonucu aktivasyonunu tespit
etmek yararh olabilir. Tum bu sonuglardan; TGF-B’'nin NF-kB’den bagimsiz olarak EMT ve
invazyon sureclerini indikledigi ve NF-kB’nin, KHDAK hiicrelerinin EMT stireclerinde kritik bir
role sahip olmadiklari, ancak invazyonlari i¢in Kilit bir molekdl oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Bu
durum; NF-kB’nin, hicre invazyonu igin kritik éneme sahip olan MMP-2 ve MMP-9 gibi
metalloproteazlarin ekspresyonlarinin primer dizenleyicisi olmasindan kaynaklaniyor olabilir.
Bu bilinmezligi aydinlatmak igin, NF-kB inhibitér0 Bay11-7082 varliginda ilgili MMP

seviyelerinin tespiti igin jelatin zimografi veya ELISA deneyleri gergeklestirilebilir.

Hipotez etmis oldugumuz TGF-3/p38/Runx2/RANKL/NF-kB yolagina gore, TGF-f’nin
RANKL ekspresyonunu induklemesi gerekmekteydi. Western blot sonuclarimiza her iki
hiucrede TGF-B’'nin varhdi RANKL ekspresyonunu indikleyebilmistir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).
Bu sonug¢, KHDAK hiicrelerinde ilk kez gosterilmistir. Yine hipotez etmis oldugumuz yolaga
g6re, bu indiklenmenin p38/Runx2 izerinden olmasi gerekmekteydi. A549 hicrelerinde, p38
inhibitord  SB203580’nin varliinda TGF-f’'’nin  RANKL ekspresyonunu indukleyemedigi
gorulmustir (Sekil 4.10). Bu sonug¢ hipotezimizi dogrulamaktadir. TGF-f’nin  RANKL
ekspresyonunu p38 yolagi Uzerinden indukledigini gosteren bu sonug, literatirle uyumludur
(Ishida vd 2002). Bu hipotezin dogrulunu kesinlestirmek icin, proje 6nerimizde de belirtmis

oldugumuz EMSA deneyi yapilmistir. Bunun igin, Runx2’'nin spesifik baglanma bdlgesini
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tasiyan, RANKL promotor bdlgesinin yaklasik 30 baz iftlik bir bolumuni kapsayan prob
tasarlanmigtir. Ancak; probdan kaynaklanan problem nedeni ile, bu deney basariyla
gerceklestirilememistir. Sonug béliminde de belirtmis oldugumuz Uzere; laboratuarimizda
mevcut olan NF-kB probu kullanarak gergeklestirdigimiz EMSA deneylerinin basariyla
gerceklesmesi, sikintinin Runx2 probundan kaynakh oldugunu kanitlamigtir. Ancak; proje
bltcesinin kisith olmasindan dolayi tekrar bir Runx2 probu tasarlanarak satin alinamamistir.
p38 yolaginin inhibisyonu, H1650 hicrelerinde A549 hicrelerinin aksine gok farkli sonuglara
yol acmistir. TGF-B uyarimi ile EMT’nin indiklenemedigi H1650 hicrelerinde, p38 yolaginin
inhibisyonu ilging bicimde EMT surecini ve invazyonu induklemistir (Sekil 10 ve 11).
Hatirlanacagi lzere; KHDAK hicrelerinin EMT sturecinde SATB2'nin kritik bir role sahip
oldugunu gostermistik (Sekil 14 ve 15). H1650 hicrelerinde p38 yolaginin inhibisyonu, bu
hicrelerde SATB2 ekspresyonunu baskilayarak EMT sirecini indiklemistir (Sekil 4.10). Bir
diger ilging olan; p38 yolaginin inhibe edildigi ve SATB2 ekspresyonunun baskilandigi H1650
hicrelerinde RANKL ekspresyonun da dramatik sekilde artmasidir (Sekil 4.10). Ayrica; Sekil
4.12'de goruldugu uzere; literatirdeki bazi ¢calismalari destekler bicimde, p38 inhibisyonu bu
hicrelerde NF-kB lusiferaz aktivitesini de artirmistir (Birkenkamp vd 2000). Tim bu sonuglara
dayanarak, H1650 hucrelerinin EMT surecinde p38/SATB2/RANKL/NF-kB sinyal yolaginin

kritik bir rol oynadigi sdylenebilir.

Hipotezimizde, literatiirdeki bazi c¢alismalarda oldugu gibi TGF-f muamelesinin
hicrelerdeki Runx2 ekspresyonunu indukleyecegdini ve p38 inhibitorunin varliginda da bu
indiklenmenin anlamli derecede inhibe olacagini éngérmustik. H1650 hucrelerinde TGF-3
uyarimi, Runx2 ekspresyonunu dramatik bir sekilde arttirmis olmasina karsin, A549
hicrelerinde anlamh bir degisime neden olamamigtir (Sekil 4.9 ve $ekil 4.10). “A549
hicrelerinde TGF-B uyarimi, Runx2 ekspresyonu vyerine nukleusa translokasyonunu
indukleyerek aktivasyonu Uzerinden mi etki gdsteriyor?” sorusunu cevaplamak istedik. Bu
nedenle projede yer almamasina ragmen Runx2’nin, A549 hicrelerinde TGF- ve p38
inhibitérd varliginda nikleusa translokasyonunu tespit ettik. Sonug olarak; TGF-B’nin, A549
hucrelerinde Runx2’nin ekspresyonunu induklemese de, nukleusa gegisini indukledigi ve bu

olayda p38’in primer dizenleyici oldugu gorilmektedir (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2. A549 hicrelerinde Runx2’nin nikleusa translokasyonu tzerinde, TGF- ve p38’in
duzenleyici rold.

H1650 hicrelerindeki TGF-B/p38/Runx? iliskisine bakildijinda; A549 hiicrelerinin aksine TGF-
B’'nin, Runx2 ekspresyonunu dramatik sekilde indikledigi ve yine p38’in bu olayda primer
dizenleyici oldugu gorulmektedir (Sekil 4.10). Ayrica; TGF-B ve Runx2 arasinda degiskenlik
gosteren iligkilerini agiklamak adina literatlire bakildijinda; Runx2 ekspresyonunun, TGF-
uyariminin 2. saatinde dramatik bir sekilde indiklendigi, fakat uyarimin 6. saatinden itibaren,
ekspresyonun uyarim olmadan dnceki seviyeye dondigu goéralmustir (Lee vd 2000). Western
blot sonuglarimizdaki uyarim saatleri 24 saat oldugu igin bir artis gézlenmemesi dogal oldugu
goérislndeyiz (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10). Ancak; A549 hicrelerine zit bir sekilde, H1650
hucrelerinde uyarimin 24. saatinde bile Runx2 ekspresyonun kontrole oranla yuksek olmasi,
bu hicrelerdeki TGF- tarafindan induklenen EMT sureci icin ayirici faktérlerden biri olabilir
(Sekil 4.9 ve $ekil 4.10). Bir calismada Runx2 ekspresyonunun TGF-B tarafindan
baskilandigini goésterilmistir (Kang vd 2005). Literatlr ile deney sonuglarimizdan edinmis
oldugumuz bilgileri birlikte degerlendirdigimizde, sonuglarimizin literattirle uyumludur. TGF-3
uyariminin ilk saatlerinde Runx2 ekspresyonunun artigi ve daha sonra inhibisyonu, EMT
surecinin indiklenmesi igin gerekli olabilir. Ornegin; TGF-B ile indiklenen EMT sirecinin ilk
safhasi SMAD3 tarafindan yonetilmektedir ve daha sonraki asamalarda degrede olmaktadir.
SMAD3’Un 1srarli ekspresyonu TGF-B-indukli EMT belirtegleri i¢in inhibe edici bir unsur
olacag! gosterilmistir (Lamouille vd 2014). Ayni bu caligmada oldugu gibi Runx2 israrli
ekspresyonu TGF-B ile induklenen EMT igin inhibe edici bir faktor olabilecegi igin, H1650
hucrelerinin TGF-B uyarimi ile EMT surecine girmemesinin nedeni de olabilir. Bu soruyu
aydinlatmak icin Runx2’nin over-eksprese vyapildigi A549 hicrelerinde ve Runx2
ekspresyonun ise baskilandigi H1650 hticrelerinde TGF-3 uyarimi gergeklestirilerek hiicrelerin

EMT profilleri gozlemlenebilir.

34



Ozetle; KHDAK hiicrelerinde TGF-B ile indiiklenen EMT siirecinde, SMAD-dig1 yolaklarin
arastirildigr bu c¢alisma, hipotez ettigimiz Gzere TGF-B/p38/Runx2/RANKL/NF-kB yolagdinin
EMT sureci uzerinde duzenleyici bir role sahip olmadigini ortaya koymaktadir. Ancak, KHDAK
hicrelerinin EMT slreclerinde esas dizenleyici molekilin SATB2 oldugu sonuglarimizia
ortaya konmustur. Ozellikle; H1650 hiicrelerinde p38 inhibisyonu sonucu, RANKL ekspresyon
seviyesinin, NF-kB lusiferaz aktivasyonunun ve invazyonun kapasitesinin artmasi ve EMT
surecinin gergeklesmesi, projede yer almasa da p38/SATB2/RANKL/NF-kB yolaginin EMT ve

invazyon sureglerinde dizenleyici roll ortaya konulmustur.
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KHDAK invazyonu ve metastazinda kilit bir Sneme sahiptir. EMT, timoér mikrogevresinde
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surecinde kritik bir role sahip olmadigi gésterilmistir. TGF-??nin, RANKL ekspresyonunu p38
yolagi Gzerinden indukledigi tespit edilmistir. TGF-? tarafindan indiiklenen RANKL
ekspresyonun EMT sureci Uzerinde bir etkisi olmadigi, invazyon kapasitesi ile iligkili oldugu
gorilmustur. Ayrica calismamizda KHDAK hucrelerinin EMT ve invzyon slreglerinde
SATB27?nin kilit bir molekul oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak; TGF-??nin, KHDAK
hicreleri A549 ve H16507de NF-?B?i aktive etmedigi ve TGF-? tarafindan indiiklenen EMT
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