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OZET

SKUAMOZ HUCRELI AKCiGER KANSERINDE 3a-ASETOKSI-25-
HIDROKSI-OLEAN-12-EN-28-0OiK ASITIN ANTIKANSER ETKIiSININ
ARASTIRILMASI
Secil TAN
Doktora Tezi, Kanser Molekiiler Biyolojisi Anabilim Dali
Danisman: Dr.Ogr. Uyesi Aydin DEMIRAY
Aralik 2024, 90 Sayfa

Skuamoz hiicreli akciger kanseri, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserinin histolojik alt
tipidir ve ytiksek mutasyon frekansi ile tedavi segeneklerinin sinirli olmasi sebebiyle en
cok Oliime sebebiyet veren kanser tiplerinden biridir. Bu nedenle daha efektif, ayni
zamanda saglikli hiicreler i¢in daha az sitotoksik antineoplastik ajanlar ortaya koymak
amaciyla yapilan ¢aligmalar 6nem arz etmektedir. 3a-Asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-
28-oik asit molekiilii bir oleanolik asit tiirevidir. Bazi oleanolik asit tiirevleri, giincel
olarak calisilan ve faz ¢alismalar1 yapilan aday ilaglar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
calismada, kanser hiicrelerinde etkileri bilinmeyen ve literatiirde sinirli bilgisi bulunan
3a-Asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-oik asitin, antikanser etki gosterebilecegini
ortaya koymay1 amagladik. Calismamizda, 3a-Asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-oik
asitin sitotoksik, apoptotik, migrasyona ve ankoraj bagimsiz koloni olusturmaya etkileri,
skuamoz hiicreli akciger kanseri hiicre hatlar1 SK-MES-1 ve H520 ile saglikli bir akciger
bronsiyal epitel hiicre hatti BEAS-2B iizerinde hiicre kiiltlirii deneyleri kullanilarak
arastirildi. 3a-Asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-oik asit uygulamasinin hiicrelerde
etki ettigi molekiiler mekanizmalar, RNA sekansi ve biyoinformatik analizlerle, RT-PCR
ve Western Blot yontemleriyle aragtirildi.

3a-Asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-oik asit uygulamasinin skuamoz hiicreli akciger
kanseri hiicre hatlarinda, hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu ve ankoraj bagimsiz
koloni olusumunu baskiladigini gésterdik. Bununla birlikte endoplazmik retikulum stresi
yolagini aktiflestirerek apoptozu tetikledigini ortaya koyduk. Bulgularimiz, literatiirde
sinirli bilgisi bulanan 3a-Asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-oik asitle ilgili onemli
katkilar sunmustur. Sonug¢ olarak, molekiiliin skuaméz hiicreli akciger kanserine karsi
gelistirilmeye agik, potansiyel bir antineoplastik ajan olabilecegi ve molekiiler etkilerinin
gelecekte yapilacak calismalarla daha ayrintili olarak incelenmesi gerektigi ortaya
koyulmustur.

Anahtar Kelimeler: Skuamé6z Hiicreli Akciger Kanseri; 3a-Asetoksi-25-hidroksi-olean-
12-en-28-oik asit; Antikanser

Bu ¢alisma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2022SABEQ16)
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTI-CANCER EFFECT OF 30-ACETOXY-25-
HYDROXY-OLEAN-12-EN-28-OIC ACID IN SQUAMOUS CELL LUNG
CANCER
TAN, Segil
PhD Thesis in Cancer Molecular Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Aydin DEMIRAY (PhD)

December 2024, 90 Pages

Squamous cell lung carcinoma is a histological subtype of non-small cell lung cancer and
is one of the leading causes of cancer-related mortality due to its high mutation frequency
and limited treatment options. Therefore, studies aiming to develop more effective
antineoplastic agents with reduced cytotoxicity for healthy cells are of great importance.
3a-Acetoxy-25-hydroxy-olean-12-en-28-oic acid is a derivative of oleanolic acid. Some
derivatives of oleanolic acid are currently under investigation and have been included in
clinical trials as potential drug candidates. In this study, we aimed to demonstrate that 3a-
Acetoxy-25-hydroxy-olean-12-en-28-oic acid, which has unknown effects on cancer cells
and limited information in the literature, may have anticancer effects. In our study, the
cytotoxic, apoptotic, migratory, and anchorage-independent colony-forming effects of
3a-Acetoxy-25-hydroxy-olean-12-en-28-oic acid were investigated using cell culture
experiments on squamous cell lung cancer cell lines; SK-MES-1, H520 and a healthy
lung bronchial epithelial cell line BEAS-2B. The molecular mechanisms of 3a-Acetoxy-
25-hydroxy-olean-12-en-28-oic acid treatment in cells were investigated by RNA
sequence and bioinformatic analyses, RT-PCR and Western Blot methods. Our findings
demonstrated that 3a-Acetoxy-25-hydroxy-olean-12-en-28-oic acid suppressed cell
proliferation, migration, and anchorage-independent colony formation in squamous cell
lung cancer cell lines. Additionally, it activated the endoplasmic reticulum stress
pathway, thereby inducing apoptosis. Our findings provided important contributions to
the limited knowledge of 3a-Acetoxy-25-hydroxy-olean-12-en-28-oic acid in the
literature. In conclusion, the molecule may be a potential antineoplastic agent open to
development against squamous cell lung cancer and its molecular effects should be
investigated in more detail in future studies.

Keywords: Squamous Cell Lung Cancer; 3a-Acetoxy-25-hydroxy-olean-12-en-28-oic
acid; Anticancer

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit through Project number 2022SABEO016.
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1. GIRIS

Akciger kanseri, diinya capinda kanser Oliimlerinin en 6nde gelen nedenidir.
Akciger kanseri kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) ve kiiglik hiicreli akciger
kanseri (KHAK) olmak iizere iki gruba ayrilir (Travis vd., 2013). Erken teshis ve standart
tedavideki ilerlemelere ragmen, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri siklikla ileri evrede
teshis edilir ve kotii prognoza sahiptir. KHDAK ii¢ ana histolojik alt tipe ayrilabilir:
skuamoz hiicreli akciger karsinomu (SHAK), adenokarsinom ve biiyiik hiicreli akciger
karsinomu. Sigara igmek her tiirlii akciger kanserine neden olabilir ancak en ¢ok, kii¢iik
hiicreli akciger kanseri ve skuamoz hiicreli karsinom ile baglantilidir; hig¢ sigara igmemis
hastalarda en sik goriilen tip adenokarsinomdur (Leiter vd., 2023). Adenokarsinomlarda
kanserin prognozunu ve optimal tedaviyi tanimlamak icin molekiiler tekniklerin ve
biyobelirteglerin gelistirilmesiyle, kisiye 6zel tedavi seceneklerine ulasilabilmesi diger alt

tiplere gore nispeten daha kolaylagmistir (Shen vd., 2024).

Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK), tiim akciger kanserlerinin ¢gogunu
(%80) olusturur ve bunlarin %20-30'u skuamdz alt tiptir (Barta ve ark., 2019). Akciger
skuamo6z hiicreli karsinomlarinin (SHAK) adenokarsinomlara gore goriilme sikligi,
sigarayr birakma programlarinin c¢abalart nedeniyle 1990'lardan bu yana birgok
sanayilesmis lilkede azalmistir (Zou vd., 2022). Kanser tedavilerinde biiyiik ilerlemeler
olmasina ragmen, SHAK'lere 6zgii tedaviler eksiktir ve ileri evre hastalarin ¢ok az tedavi

secenegi vardir.

3a-Asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-oik asit (MBH-1 olarak kodlanmaistir)
molekiilii bir oleanolik asit (OA) tirevidir. Liquidambar orientalis var integriloba
yapraklarindan, reginesinden ve meyvesinden izole edilen bilesiklerin yap1 aydinlatma
caligmalar: sirasinda ortaya koyulmustur. Oleanolik asit (3f - hidroksioleanolik asit-12-
en-28-oik asit), bir¢cok bitkide bulunan bir pentasiklik triterpenoiddir. OA ve tiirevlerinin

kanser Onleyici, karaciger koruyucu, inflamasyon Onleyici, antioksidan, kalp



fonksiyonlarmi gelistirici, anti-viral, anti-bakteriyel ve diyabet Onleyici gibi bir dizi
biyolojik etki gosterdigi kesfedilmistir (Pollier ve Goossens, 2012). MBH-1 molekiili,
oleanolik asit molekiiliinden farkli olarak C3 pozisyonunda asetoksi grubuyla, A
halkasinda, C25 pozisyonunda hidroksi grubuna sahiptir. Cesitli caligmalarla, C3 ve C28
pozisyonlarinda modifikasyonlara sahip OA sentetik analoglarinin ve ¢ift bag katilimi ile
C halkasinin modiilasyonunun kanser hiicrelerinin proliferasyonunu daha iyi inhibe ettigi
ortaya koyulmustur (Patil, 2022). Dogal ve yar1 sentetik triterpenoidlerin gelistirilmesi
icin yeni bir ¢ergeve olarak OA, antikanser ilaglarinin kesfinde biiyiik 6nem tagimaktadir.
CDDO (2-siyano-3,12-dioksooleana-1, 9 (11)-dien-28-oik asit) gibi bu tiirevlerin bazilar
klinik deneylerde dogrulanirken, SZC014, SZCO015 ve SZC017 (OA tiirevleri) gibi daha
once calisilan diger tiirevler, kanser tedavisi i¢in aday ilaglardir (Borella vd., 2019). Bu
alanda yapilan calismalar bir OA tiirevi olan MBH-1’in anti-kanser etkili bir molekiil
olma potansiyelini gostermektedir. Online veri tabanlarinda molekiil yapisin
inceledigimiz 3a-Asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-oik asit ile ilgili yeterli ¢alisma
bulunamamuigstir. ‘PASS online’ (way2drug) veritabaninda ise molekiiler yap: benzerligi
kurarak yaptigimiz taramada MBH-1 molekiiliiniin NF-kB ile iliskili, antineoplastik,
Kaspaz-3 uyarici, lipid metabolizmasiyla iligkili olabilicegi sonucunu elde ettik,
Yaptigimiz 6n caligmalar, sitotoksisite ve yara iyilesme deneyleri sonucunda ve
literatiirdeki bu bilgiler 151831nda, MBH-1 molekiiliiniin skiiamdz hiicreli akciger kanseri
hiicre hatlari, SK-MES-1 ve H520 iizerinde, kanserle iligkili yolaklar kapsaminda etkili

olabilecegini ongormekteyiz.

1.1. Amaclar

Bu tez projesinin amaci, MBH-1 molekiiliiniin skuamoéz hiicreli akciger kanseri
hiicre hatlari, SK-MES-1 ve H520 {izerinde anti-kanser 6zelliklerinin arastirilmasi ve bu
molekiiliin skuamoéz hiicreli akciger kanseri lizerinde meydana getirdigi molekiiler

degisimlerin saptanmasidir.



2. KURAMSAL BILGIi VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri en sik teshis edilen kanser tiirlerinden biridir ve her yil tahmini
1,6 milyon vaka 6liimle sonuglanmaktadir. Diinya ¢apinda kanserle iliskili 6liimlerin 6nde
gelen nedenlerinden biri akciger kanseridir (Herbst vd., 2018). Klinik semptomlarin ve
etkili tarama programlarinin olmamasi nedeniyle, cogu akciger kanseri ileri evrede teshis
edilir. Ancak akciger kanserinin dogru evrelemesi hayati onem tasir ¢ilinkii tedavi
secenekleri ile hastaligin prognozu buna baglidir ve Tiimor-Nod-Metastaz (TNM)

siiflandirma sistemi, evrelemenin temelini olusturur (Gridelli vd., 2015).

Akciger kanseri iki gruba ayrilmaktadir: kiiclik hiicreli akciger kanseri (KHAK)
ve kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK). KHDAK, vakalarin yaklasik %85'in1
olusturarak en yaygin tiir olarak 6ne ¢ikmaktadir (Siegel vd., 2020). Tan1 koyuldugunda
hastalarin biiylik cogunlugunda hastalik ileri evrede olup, bu durum tedavi se¢eneklerini
simnirlamakta ve sagkalimi olumsuz etkilemektedir. Son yillarda molekiiler hedefli
tedaviler ve immiinoterapilerin gelisimi, akciger kanseri tedavisinde umut verici
ilerlemeler saglamistir. Bununla birlikte, erken teshis ve 6nleme stratejileri hala hastaligin

yonetiminde kritik rol oynamaktadir.

2.1.1. Epidemiyoloji

Akciger kanseri genel olarak kiicilik hiicreli ve kiigiik hiicreli olmayan histolojiler
olarak gruplandirilir; KHDAK tiim vakalarin %85'inden fazlasini olusturur. KHDAK'nin
en yaygin histolojik alt tipi %40 oranla adenokarsinomdur, bunu %25 oranla skuamoz

hiicreli karsinom takip eder (Barta vd., 2019). Akciger kanseri, tan1 alan yaklasik 2,5



milyon yeni vaka ve 1,8 milyondan fazla oliimle, 2022 yilinda kanser morbidite ve
mortalitesinin en dnde gelen nedenlerinden biridir ve diinya capinda teshis edilen
kanserlerin yaklasik sekizde birinden (%12,4) ve kanser Oliimlerinin beste birinden

(%18,7) sorumludur (Bray vd., 2024).

2022 Global kanser istatistiklerine gore (GLOBOCAN) hastalik, hem insidans
hem de mortalite acisindan erkeklerde birinci, kadinlarda ikinci sirada yer almaktadir ve
erkek-kadin akciger kanseri insidans1 ve mortalite oranlar1 yaklasik ikidir. Ancak bunlar
bolgeye gore bliyiik dl¢iide degismektedir; Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa'da bu oran
neredeyse bir olurken, Kuzey Afrika ve Dogu Avrupa'da dort ila bes katina kadar
cikmaktadir. Erkeklerde en yiiksek insidans oranlari Dogu Asya bolgesinde gdzlenmekte
olup, bunu Mikronezya/Polinezya ve Dogu Avrupa takip etmektedir ve diinya ¢apinda
erkekler arasinda en yiiksek ulusal oranin Tiirkiye'de goriildiigli tahmin edilmektedir.
Kadinlar arasinda akciger kanseri, 23 {ilkede kanser Oliimiiniin Onde gelen
nedenlerindendir. Diinya bolgelerine gore, Kuzey Amerika, Dogu Asya ve Kuzey
Avrupa'da yiiksek insidans oranlar1 goriiliirken, en yliksek ulusal oranin Macaristan'da

oldugu tahmin edilmektedir (Bray vd., 2024).

Akciger kanseri insidansi ve mortalitesi uluslararasi alanda biiylik farkliliklar
gostermektedir. Diinya genelinde akciger kanseri insidansindaki kiiresel farkliliklar,
biiyiik ol¢tlide, cinsiyete ve ekonomik kalkinma egilimlerine gore degisen, tiitiin i¢gme
aliskanliklarindaki farkliliklart yansitir. Kisi bagina diisen gayri safi milli gelir, yasam
beklentisi ve egitim seviyelerini birlestiren bir puan olan insani kalkinma endeksi
tarafindan tanimlandig1 gibi daha yiliksek ekonomik kalkinma seviyelerine sahip

iilkelerde akciger kanserinin hem insidanst hem de 6liim oranlan {i¢ ila dort kat daha

yiiksektir (Leiter vd., 2023).

2.1.2. Etiyoloji

2.1.2.1. Sigara tiiketimi

Sigara igmek, akciger kanseri i¢in belgelenmis bir risk faktoriidiir. Sigarada,

Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi1 (IARC) tarafindan insan kanserojenleri olarak



degerlendirilen 70'ten fazla kanserojen bulunur. Ana akim sigara dumani polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, aromatik aminler, N-nitrozaminler ve benzen, vinil kloriir,
arsenik ve krom gibi diger organik ve inorganik bilesikler de dahil olmak {izere bir¢ok
potansiyel kanserojen madde igerir (Smith vd., 2001). Polisiklik aromatik hidrokarbonlar
ve N-nitrozaminlerin kanserojen hale gelmeleri i¢in metabolik aktivasyona ihtiyaclar
vardir (Li ve Hecht, 2022). Bu bilesiklerin metabolik detoksifikasyonu meydana
geldiginde aktivasyon ile detoksifikasyon arasindaki denge, muhtemelen bireysel kanser
riskini etkilemektedir. Radon ve bozunma iiriinleri, bizmut ve polonyum gibi radyoaktif
maddeler de tiitiin dumaninda bulunur. Tiitiiniin iglenmesi ve i¢ilmesi sirasinda nikotinin
nitrozasyonu ile olusan tiitline 6zgli N-nitrozaminlerden, 4-(metilnitrozamino)-1(3-
piridil)-1-biitanonun, akciger kanserinin en Onemli indiikleyicisi olabilecegi ortaya

koyulmustur (Bade & Dela Cruz, 2020).

Akciger kanseri riski genellikle sigara i¢iminin siiresi ve yogunlugu arttikca artar
ve mevcut sigara igicilerinde, sigaray1 birakmis olanlara gore daha fazla risk vardir (Zou
vd., 2022). Daha onceki caligmalar kadinlarda sigara igmekle iliskili akciger kanseri
riskinin erkeklerden daha yiiksek oldugunu 6ne siirmiis olsa da (Zang vd., 1996), son
kanitlar erkekler ve kadinlar arasinda da benzer bir risk oldugunu desteklemektedir
(Freedman vd., 2008). Sigara i¢gme ile akciger kanseri arasindaki iligki, histolojik alt
tiplere gore degismekte olup, KHAK ve SHAK ile daha gii¢lii, ve adenokarsinom ile daha
zayif bir iliski gostermektedir (Zou vd., 2022). Mevcut ¢alismalar, sigara dumanina maruz
kalma ve pasif iciciligin akciger kanseri ile dogrudan iligkili oldugunu ve cocukluk
caginda sigara dumanina maruz kalmanin ilerleyen yaslarda akciger kanseri riski ile

iligkili olabilecegini gostermistir (IARC, 2012).

2.1.2.2. Mesleki maruziyetler ve ¢evresel faktorler

Madencilik, insaat, metal is¢iligi ve soforliik gibi bir dizi endiistri ve meslek,
akciger kanseri riskinin artmasiyla iliskilendirilmistir. Asbest, dizel dumani, arsenik,
berilyum, kadmiyum, krom, nikel ve silika gibi yerlesik mesleki akciger kanserojenleri,
bliyilk bolgesel farkliliklarla akciger kanseri vakalarmin yaklasik  %10'unu
olusturmaktadir (Malhotra ve Boffetta, 2020). IARC tarafindan mesleki olarak radon ve

bozunma iiriinlerine maruz kalma ile akciger kanseri riski arasinda giiclii bir iligki oldugu



raporlanmis ve radon karsinojen olarak tanimlanmistir, sigara i¢gmeyenlerde akciger

kanserinin 6nde gelen nedenlerindendir (IARC, 1988).

Iklim degisikligi ve sasirtic1 sanayilesme hizi nedeniyle hava kirliligi ciddi bir
kiiresel sorun haline gelmistir. D1s hava kirliligi ve dis hava kirliligindeki partikiil madde
(PM), 2013 yilinda IARC tarafindan grup 1 insan kanserojenleri olarak siniflandirilmistir.
Epidemiyolojik ¢alismalar, hava kirliliginin, 06zellikle PM maruziyetinin, sigara
iciminden bagimsiz olarak artan akciger kanseri riski ve 6liim oraniyla iliskili oldugunu
ileri siirmektedir (Bade & Dela Cruz, 2020). Kentsel-kirsal karsilastirmalar yapan erken
calismalarda akciger kanseri dliimlerinde %10 ila %401k bir artisla iligkili olan bir

"kentsel faktor" karsimiza ¢ikmaktadir.

Hava kirliligi bilesenlerinin tek basina kanserojen etkisini tam olarak belirlemek
zordur. Hava kirliliginde bulunan dizel egzozu; benzen, formaldehit ve 1,3-biitadien gibi
gaz halindeki bilesenler igerir ve bilinen kanserojen etkileri vardir. Avrupa kohort
calismalarinin meta analizi, akciger kanseri riski ile PM 10 (HR (tehlike orani), her 10
pg/m3’te 1,22) ve PM 2,5 (HR, her 5 pg/m3°te 1,18) arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliski bulmustur (Raaschou-Nielsen vd., 2013). Ikametgahin 50 m yakininda giinde
4000 araglik bir trafik artigi, 1,09'luk bir akciger kanseri HR'si ile anlamli bir sekilde
iliskilendirilirken, belirli PM bilesenleri (PM2,5 Cu, PM10 S, PM10 Ni, PM10 Zn, PM10
K) ve akciger kanseri ile anlamli iligkiler bulunmustur (Raaschou-Nielsen vd., 2013;

Raaschou-Nielsen vd., 2016)

2.1.2.3. Diyet

Diyet ile akciger kanseri riski arasindaki iligkiyi arastiran epidemiyolojik
calismalar karisik sonuglar bildirmistir. Bu calismalarda kullanilan gida siklig
anketlerinin c¢esitliligi karsilastirmay1 zorlastirmaktadir. Meta-analizler, meyve ve
sebzelerin soya iirlinleri ve balik tiiketiminin akciger kanseri riskini orta derecede
azalttigini, kirmiz1 ve iglenmis et tiiketiminin de orta derecede arttigini ileri siirmektedir
(Zou vd., 2022). Meyve ve sebzelerin faydalara isaret eden genis epidemiyolojik
literatiir nedeniyle, cogu saglik otoritesi meyve ve sebzeleri iceren dengeli bir diyet
alimin1 6nermeye devam etmektedir. Ancak A vitamini, C vitamini, E vitamini,

karotenoid, folat, selenyum ve multivitaminler gibi takviye edici besinlerle ilgili



calismalar, bunlarin akciger kanserine karsi koruyucu etkisine dair kesin bir kanit
sunmamistir (Cho vd., 2006). Bununla birlikte, bazi g¢aligmalar da beta-karoten
takviyelerinin sigara i¢enler arasinda akciger kanseri riskini arttirdigini géstermistir. B-
karoten ve A vitamini kombinasyonunun akciger kanseri gelistirme ihtimali yiiksek olan
kadin ve erkek katilimcilara takviye olarak verildigi ¢alisma “CARET”, katilimcilara
kemopreventif faydasi olmadigi ve hatta katilimcilarda artan yiliksek akciger kanseri

insidans1 ve mortalitesi oldugu i¢in erkenden sonlandirilmistir (Omenn vd., 1996).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda saglikli doymamis yag asitleri aliminin,
KHDAK hastalarinda sagkalimi arttig1 ve degisen bagirsak mikrobiyatasinin immiin
kontrol noktasi inhibitorlerine verilen yaniti arttirabilecegi savunulmustur (Malo

vd.2024).

Ozetle, diyet alimu ile akciger kanseri riski arasindaki iliski kesin degildir. Gida
maddelerinin karmasikligi, pisirme yontemlerinin ¢esitliligi ve zaman iginde yeme

kaliplarindaki degisiklikler, diyet maruziyetinin degerlendirilmesini zorlastirmaktadir.

2.1.2.4. Kronik akciger hastaliklar1 ve enfeksiyon

Kronik akciger hastaliklari, 6zellikle erkeklerde, akciger kanseri i¢in artan riskle
iligkilendirilmistir; kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) akciger kanserine neden
olabilir (Zou vd., 2022). Bir ¢alismada, yeni tan1 koyulmus akciger kanserinde KOAH
prevalansinin, KOAH hastas1 olmayan sigara igicilerine gore alti kat daha fazla
oldugunun goriilmesi, KOAH"n kendisinin énemli bir bagimsiz risk faktorii oldugunu
diistindiirmektedir. (Turner vd., 2007). Bununla birlikte, ‘““alpha-1-antitripsin eksikligi”
tastyicilarinda, tiitlin dumani ve KOAH gibi faktorler g6z dniinde bulunduruldugunda bile

akciger kanseri riski iki kat artmaktadir (Yang vd., 2008).

Interstisyel fibrozisi olan hastalarda akciger kanseri insidansi, sigara i¢me
durumundan bagimsiz olarak kontrol gruplarina kiyasla 8.25 kat daha fazladir (Hubbard
vd., 2000). idiopatik pulmoner fibrozis veya yaygin interstisyel fibrozisi olan bireylerde,
ozellikle yash erkek sigara igicilerde ve yaygin interstisyel fibrozis ve amfizem sendromu
olanlarda yalnizca fibrozis olanlara gore akciger kanseri gelisme riski daha yiiksektir
(Antoniou vd., 2015). Asbestoz ve skleroderma ile iligkili akciger hastaligi gibi diger

fibrotik hastaliklar da artmis akciger kanseri riski ile iligkilidir. Pulmoner interstisyel



hastaligin akciger kanserine yatkinlik olusturma mekanizmalari tam olarak net olmasa da,
kronik inflamasyon, epitel hiperplazisi, kanserojenlerin yetersiz klirensi ve

enfeksiyonlarla iligkili olabilecegi One stiriilmiistiir (Bade & Dela Cruz, 2020).

Bazi bakteriyel ve viral enfeksiyonlarin akciger kanseriyle iligkisi arastirilarak bu
konuda yapilan calisma sonuglari paylasilmigtir. Bakteriyel enfeksiyon agisindan
bakildiginda, 6zellikle sigara icenlerde solunum yolu enfeksiyonlarina yol acan yaygin
bir etken olan Chlamydia (Chlamydophila) pneumonia’nin akciger kanserinde rol
oynayabilecegi ileri siiriilmistiir (Littman vd., 2005). Onkojenik bir patojen olarak
bilinmemekle birlikte, klamidya enfeksiyonundan ve/veya C pneumoniae proteinlerinden
kaynaklanan inflamasyonun, tiimor olusumu i¢in segici avantajlar saglayan DNA hasarina
ve hiicresel hasara neden olarak, tiimor gelisimine katkida bulunabilecegi ©ne

stirilmistiir (Bade & Dela Cruz, 2020).

Tiiberkiiloz hastalar1 {izerine yapilan c¢aligmalar, bu hastalarda akciger kanseri
riskinin artmis oldugunu gostermistir. Bu baglamda, tiiberkiiloz ile iligkili inflamasyon ve
yara dokusunun akciger kanseri patogenezine katki sagladig: diistiniilmektedir (Hong vd.,

2016).

Akciger kanserinde etken faktor olarak viral enfeksiyon hala tartismalidir. Insan
papilloma viriisiiniin (HPV) akciger kanserinde potansiyel bir rolii oldugu, bronsiyal
skuamoz hiicre lezyonlarinda tespit edildigi i¢in 6ne siiriilmiistiir (Syrjdnen 1980). Asyal1
kohortlarda, 6zellikle sigara igmeyenlerde, akciger kanserinde yiiksek oranda HPV
DNA's1 bildirilmistir; ancak Bati1 Avrupa'daki calismalar, HPV'nin akciger kanserinde

etiyolojik bir roliinii gdsterememistir.

Kanser Genom Atlast verilerinin biyoenformatik analizleri, nomal dokularla
kasilagtirlldiginda  akciger kanseri  Orneklerinin = %21'inde viral  dizilerin
tanimlanabildigini bulmustur. Bu verilere gore akciger kanserinde sekiz viriisiin viral
dizileri bulunmustur ve bunlar arasinda HPV16, HPV 18, HPV30, HPV33, insan herpes
viriisli 4 (veya Epstein-Barr viriisii), insan herpes viriisii 5 (veya sitomegaloviriis CMV),
insan herpes viriisii 6 ve hepatit B viriisii yer almaktadir (Cao vd., 2016). insan immiin
yetmezlik viriisii (HIV) ile enfekte hastalarda yapilan bir ¢aligmada ise sigara igme
durumundan bagimsiz olarak HIV, akciger kanseri i¢in 3.6'ik bir HR ile

iliskilendirilmistir (Kirk vd., 2007).



2.1.2.5. Genetik faktorler

Genetik mutasyonlar, DNA onarim mekanizmalarinin bozulmasi, onkogenlerin
aktivasyonu ve tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu, akciger kanserinin gelisiminde

etkili olabilecek baslica genetik mekanizmalardan bazilaridir.

Gegtigimiz yillarda akciger kanseri ve belirli histolojik alt tipler i¢in genom
capinda iliskilendirme c¢alismalar1 (GWAS) yapilarak bir dizi genetik duyarlilik lokusu
tanimlanmistir. Avrupa popiilasyonlart arasinda 19q13, 15925, 15qg21.1, 10g23.33,
8p21.1, 6q27, 6p21, 5pl5, 5q14.2, 4p15.2, 3p26 ve 1p31.1 lokuslart akciger kanseri ile
anlamli sekilde iligskilendirilmistir (McKay vd., 2017). Buna karsin 22q12.1, 13q13.1,
12q13.33, 9p21.3, 6p21, 4p15.2 ve 2gq32.1 SHAK ile iliskilendirilmistir (Brenner vd.,
2015). Asyal1 popiilasyonlar arasinda yapilan ¢aligsmalarda akciger kanseri i¢in 20q13.2,
20q11.21, 17q24.3, 13q12.12, 12q12.2, 10p14, 6p21.33, 6p22.2, 5q32, 5q31.1, 5pl5,
3928 ve 1p36.32 (Dong vd., 2012; Shiraishi vd., 2012), SHAK i¢in 12923.1 (Dong vd.,
2013) iliskilendirilmistir.

Akciger kanserinin bazi onemli genetik belirleyicileri arasinda Kirsten Rat
Sarcoma Virus (KRAS), Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) ve Anaplastic
Lymphoma Kinase (ALK)'daki mutasyonlar da yer alir. KRAS mutasyonlar1 sigara
icenlerde daha yayginken, EGFR mutasyonlar1 kadinlarda, sigara icmeyenlerde ve Asyali
popiilasyonlarda daha sik tespit edilir (Wang vd., 2021). Timor baskilayict genler
arasinda Tumor Protein 53 (TP53) ve Retinoblastoma 1 (RB1)'deki mutasyonlar 6zellikle
dikkat cekicidir. Bu mutasyonlar, tiimor gelisimini kolaylastiran kontrolsiiz hiicre

cogalmasina yol acar (Gazdar vd., 2017).

Akciger karsinomu i¢in 6nemli risk faktorlerinden biri aile ge¢misidir. Genetik
yatkinlik, belirli genlerdeki polimorfizmlerle iligskilendirilmistir. ERCC Excision Repair
1 (ERCC1) ve X-ray Repair Cross-Complementing 1 (XRCC1) gibi DNA onarim
genlerindeki ve Cytochrome P450 Family 1 Subfamily A Member 1 (CYPIA1),
Glutathione S-Transferase Theta 1 (GSTT1) gibi karsinojenlerin metabolizmasiyla ilgili
genlerdeki polimorfizmlerin akciger kanseri riskini arttirabilecegi dne siiriilmiistiir (Hung
vd., 2008). Bu genler, cevresel karsinojenler tarafindan olusturulan DNA hasarinin

onarimini bozabilir ve kansere duyarlilig1 artirabilir. Daha az yaygin olsa da, germ hatti
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mutasyonlar1 da akciger kanseri riskinde énemli oyunculardir. Ornegin, telomeraz
aktivitesi Telomerase Reverse Transcriptase (TERT) genindeki mutasyonlar yoluyla
desteklenir, bu da hiicreleri 6liimsiiz hale getirir ve akciger kanseri gelisimi riskini artirir
(McKay vd., 2008). Checkpoint Kinase 2 (CHEK?2) ve Breast Cancer 2 (BRCA?2) gibi
DNA onarim genlerinde olusan germ hattt mutasyonlar1 akciger kanserine karsi artan

duyarlilig1 daha da artirir.

Sigara igmek akciger tiimorii icin en onemli ¢evresel risk olsa da, tiim sigara
icenler bu hastaliga yakalanmaz. Bunun nedeni bireysel genetik cesitlilikle agiklanmustur.
Belirli genetik polimorfizmler, karsinojenlerin metabolizmasin1 arttirarak veya sigara
icenlerde DNA onarim yetenegini azaltarak akciger kanseri riskini arttirabilir. Ornegin,
GSTTI1 ve GSTM1 genlerindeki delesyonlar sigara dumanindan gelen toksik maddelerin
birikmesine yol agarak kansere duyarlilig: arttirabilmektedir (Hung vd., 2008). Onkogen
mutasyonlari, tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu, DNA onarim genlerinin
polimorfizmleri ve germ hattt mutasyonlar1 bu hastaliga yatkinlik olusturmanin genetik
temelleridir. Cevresel faktorler (6zellikle sigara icme) ile genetik duyarlilik arasindaki

etkilesim, bireysel kanser risklerini belirlemek i¢in cok dnemlidir.

2.1.3. Histolojik Simiflandirma

Giinlimiize kadar, akciger kanseri tanisinda altin standart yontem, patoloji uzmani
tarafindan, histolojik veya sitolojik Orneklerin mikroskobik olarak degerlendirilmesi
olmustur. Gelisen molekiiler tekniklerle birlikte, tan1 ve tedavi asamalarinda molekiiler
testler kullanilarak daha spesifik sonuglara ulasilabilmektedir. Akciger kanserinin tedavi
ve prognozu, tiimoriin histolojik alt tipine gore onemli Olgiide degistigi igin akciger
kanserinin histolojik olarak siniflandirilmasi, hastaligin tanisi, tedavi stratejileri ve
prognozunun belirlenmesinde kritik bir rol oynar. Akciger kanseri histolojik olarak
baslica iki ana grupta siniflandirilir: Kiiglik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiiciik
hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK). Bu iki ana grup, birbirinden farkli hiicresel
ozelliklere ve klinik davranisa sahiptir. Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri, tiim akciger
kanserlerinin yaklagik %85'ini olusturur ve kendi icinde ii¢ temel histolojik alt gruba
ayrilir: adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom (Travis et

al., 2015).
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Adenokarsinom, en yaygin kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri alt tipidir ve
KHDAK vakalarinin yaklasik %4011 olusturur. Genellikle akcigerin periferik
bolgelerinde gelisir ve sigara i¢gmeyenlerde de goriilebilir (Herbst et al.,, 2018).
Adenokarsinom, glandiiler yapilar olusturur ve miisin salgilayan hiicrelerden koken alir.

(Herbst et al., 2018).

Skuamo6z hiicreli karsinom, KHDAK grubunun ikinci en yaygin alt tipidir ve
genellikle ana bronslarda gelisir. Bu kanser tiirii, sigara kullanim1 ile dogrudan iliskilidir
(Travis et al., 2015). Histolojik olarak, skuamoz hiicreli karsinom, keratinlesen hiicreler

ve hiicrelerarasi kopriiler gibi skuamdz farklilasma 6zellikleri gosterir (Herbst vd., 2018).

Biiyiik hiicreli karsinom, KHDAK grubunun daha nadir goriilen bir alt tipidir ve
tiim akciger kanserlerinin %10-15’ini olusturur. Bu kanser tiirii, akcigerin herhangi bir
bolgesinde gelisebilir ve hizli biiylime egilimi gosterir (Travis vd., 2015). Histolojik
olarak, biiyiik hiicreli karsinom, belirgin glandiiler ya da skuaméz farklilagsma
gostermeyen biliylik, anaplastik hiicrelerle karakterizedir. Tiimor hiicreleri genellikle
biiyiik, poligonal sekilli, belirgin c¢ekirdek ve bol sitoplazmaya sahiptir (Gazdar vd.,
2017).

Yillar igerisinde, molekiiler tekniklerdeki gelismelere bagli olarak akciger
timdrlerinin siniflandirilmasinda 6nemli degisiklikler ve glincellemeler yapilmistir. 2015
yilinda yayimlanan DSO (Diinya Saglik Orgiitii) smiflandirma kitabma yapilan
giincellemeyle 2021 yilinda olusturulan akciger tiimorlerinin siniflandirmasi kitaba,
genetik ve molekiiler hedefli tedavilerin anlagilmasinda kaydedilen ilerlemelere bagh
olarak bir¢cok 6nemli degisiklik getirdi. Tablo 2.1. ve Tablo 2.2.’de ICD-O (International
Classification of Diseases for Oncology) (Onkoloji Ig¢in Uluslararas1 Hastalik

Siniflandirmasi) kodu ile birlikte yapilan giincel siniflandirma yer almaktadir.



12

Tablo 2.1. Akciger Tiimdrlerinin siniflandirmasi; epitelyal tiimorler, ICD-O (International
Classification of Diseases for Oncology) kodu ile birlikte.

Epitelyal Tiimorler

Squaméz hiicreli papillom, NOS — 8052/0 Sklerozan pnémokistom — 8832/0

Squaméz hiicreli papillom, invert — 8053/0 Alveoler adenom — 8251/0

Glandiiler papillom — 8260/0 Papiller adenom — 8260/0

Karisik squamoz hiicreli ve glandiiler papillom — Bronsiolar adenom/siliyali miikonodiiler papiller
8560/0 timor — 8140/0

Miisinéz kistadenom — 8470/0
Mukus bezi adenom — 8480/0

Atipik adenomat6z hiperplazi — 8250/0 Minimal Invaziv Adenokarsinom

Adenokarsinoma in situ Minimal invaziv adenokarsinom, nonmiisindz —
8256/3

Adenokarsinoma in situ, nonmiisinéz — 8250/2 Minimal invaziv adenokarsinom, miisindz — 8257/3

Adenokarsinoma in situ, miisindz — 8253/2 Invaziv Nonmiisindz Adenokarsinom

Lepidik adenokarsinom — 8250/3
Asiner adenokarsinom — 8551/3

Papiller adenokarsinom — 8260/3
Mikropapiller adenokarsinom — 8265/3
Solid adenokarsinom — 8230/3

Invaziv Miisin6z Adenokarsinom

Squaméz hiicreli karsinom in situ — 8070/2 Invaziv miisin6z adenokarsinom — 8253/3
Hafif squamoéz displazi — 8077/0 Karisik invaziv miisindz ve nonmiisindz
adenokarsinom — 8254/3

Orta squamdz displazi — 8077/2
iddetli squamoz displazi — 8077/2

Squaméz hiicreli karsinom, NOS — 8070/3

Squamoz hiicreli karsinom, keratinize — 8071/3 Biiyiik hiicreli karsinom — 8012/3
Squaméz hiicreli karsinom, nonkeratinize — 8072/3
Basaloid squaméz hiicreli karsinom — 8083/3 Adenosquamdz karsinom — 8560/3

Pleomorfik karsinom — 8022/3
Dev hiicreli karsinom — 8031/3

Igsi hiicreli karsinom — 8032/3 NUT karsinomu — 8023/3
Torasik SMARCAA4 eksikligi olan diferansiye
olmamig timor — 8044/3

Pleomorfik adenom — 8940/0 Prekiirsor Lezyon

Adenoid kistik karsinom — 8200/3 Yaygin idiyopatik ndroendokrin hiicre hiperplazisi —
8040/0

Epiteliyal-myoepitelyal karsinom — 8562/3 Noroendokrin Tiimorler

Mukoepidermoid karsinom — 8430/3 Karsinoid tiimor, NOS/néroendokrin tiimor, NOS —
8240/3

Hyalinize olan berrak hiicreli karsinom — 8310/3 Tipik karsinoid/néroendokrin tiimor, derece 1 —
8240/3

Myoepitelyoma — 8982/0 Atipik karsinoid/ndroendokrin tiimér, derece 2 —
8249/3

Myoepitelyal karsinom — 8982/3 Noroendokrin Karsinomlar

Kiigiik hiicreli karsinom — 8041/3

Kombine kiigiik hiicreli karsinom — 8045/3
Biiyiik hiicreli ndroendokrin karsinom — 8013/3
Kombine biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom
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Tablo 2.2. Akciger Tiimorlerinin simiflandirmasi (devam); epitelyal olmayan tiimoérler, ICD-O
kodu ile birlikte.

Ektopik Dokularin Tiimérleri Akcigere Ozgii Mezenkimal Tiimérler
Melanom — 8720/3 Pulmoner hamartom — 8992/0
Meningiom — 9530/0 Kondroma — 9220/0
PEComatous Tiimorler Yaygin lenfanjiyomatozis — 9170/3
Lenfanjiomyomatozis — 9174/3 Plevropulmoner blastom — 8973/3
PEComa, benign — 8714/0 Intimal sarkom — 9137/3
PEComa, malign — 8714/3 Konjenital peribronsiyal miyofibroblastik timor —
8827/1
Hematolenfoid Tiimérler EWSRI1-CREBI fiizyonlu pulmoner miksomatoid

sarkom — 8842/3

MALT lenfomasi — 9699/3

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma, NOS — 9680/3
Lenfomatoid graniilomatozis, NOS — 9766/1
Lenfomatoid graniilomatozis, derece 1 — 9766/1
Lenfomatoid graniilomatozis, derece 2 — 9766/1
Lenfomatoid graniilomatozis, derece 3 — 9766/3
Itravaskiiler biiyiik B hiicreli lenfoma — 9712/3
Langerhans hiicre histiyositozisi — 9751/1
Erdheim—Chester hastaligi — 9749/3

2.1.4. Evreleme

Akciger kanserinde tan1 koyulduktan sonra, hastaligin evrelendirilmesi en kritik
adimlardan biridir. Evreleme, hastalarin tedavi planini belirlemek icin hayati bir rol oynar,
clinkil kanserin hangi asamada oldugu, hastaligin seyrini ve sagkalim oranlarini en ¢ok
etkileyen faktorlerden biridir. Giincel tedavi stratejileri, cerrahi miidahale, kemoterapi ve

immiinoterapi gibi segenekler hastaligin evresine gore sekillenmektedir.

Akciger kanserinde evreleme, Uluslararasi Akciger Kanseri Arastirmalar1 Dernegi
(IASLC), tarafindan gelistirilen ve diinya c¢apinda siirekli toplanan hasta verileriyle
giincellenen TNM evreleme sistemine gore yapilmaktadir. Bu sistem, kanserin
ciddiyetini, primer tiimdriin boyutu ve yayilimi (T), bolgesel lenf diiglimlerine yayilim
(N) ve uzak metastazlarin varligi (M) temelinde siniflandirmaya yardimci olur. Giincel
olarak kullanilan TNM evreleme sisteminin 8. versiyonu Tablo 2.3.’te verilmistir. TNM
evreleme sisteminin en son olusturulan 9. versiyonu, 87.000'den fazla hastay1 kapsayan
kapsamli arastirmalarin ardindan 2024 yilinda uygulanmaya baslanacaktir (Asamura vd.
2023). Giincellenmesi 6nerilen maddeler, Tablo 2.3°de yer alan kriterlere eklenerek Tablo
2.4.°deki genigletilmis 9. versiyonu gecerli olacaktir. Bu giincellemeler, evreleme

sistemini kiiresel olarak daha hassas ve gegerli kilmay1 amaglamaktadir.
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Tablo 2.3. Akciger kanserinin evrelenmesinde kullanilan TNM kriterleri (8th edition, IASLC,
kaynagindan diizenlenmistir.(WEB1, WEB?2).

T-Primer tiimor

Tx

TO

Tis

T1
Timi
Tla
Tlb
Tlc

T2
T2a
T2b

T3

T4

Primer tiimor degerlendirilemiyor veya malign hiicrelerin balgam ya da bronsiyal
yikama sivisinda gosterildigi ancak tiimoriin bronkoskopi veya goriintiileme
yontemleri ile saptanamadig1 durumlar

Primer tiimdr kanitt yok
Karsinoma in situ (adenokarsinoma in situ ve skuamoz hiicreli karsinoma in situ’yu
kapsar)

Ana brons tutulumu olmadan akciger veya visseral plevra ile ¢evrili, en genis cap1 < 3,
bronkoskopik olarak lob brongsundan daha proksimalde invazyon bulgusu olmayan
tiimér (6rn. Ana bronsta olmayan)!

Minimal invaziv adenokarsinom?

Tiimériin en genis ¢ap1 < 1 cm?

Tiimoriin en genis ¢apt > 1 cm, <2 cm

Tiimdriin en genis ¢capt > 2 cm, < 3 cm

Timoriin en genis ¢cap1 > 3 cm, < 5 cm; veya asagidaki 6zelliklerden en az birine sahip
olan tiimor®

* Karinay1 invaze etmeden, karinaya uzakligina bakilmaksizin ana bronsu tutan timor
* Visseral plevra invazyonu

* Hiler bolgeye uzanan atelektazi veya obstriiktif pndmoni (atelektazi/pndémoni
akcigerin bir bolimiinii veya timiinii kapsayabilir)

Tiimdriin en genis ¢capt > 3 cm, <4 cm

Tiimoriin en genis ¢apt >4 cm, <5 cm

Timoriin en genis ¢ap1 > 5 cm, < 7 cm veya asagidaki yapilardan birine direkt
invazyon;
* Gogiis duvar (superior sulkus tiimdrleri dahil), frenik sinir, parietal perikard

* Primer tiimorle ayni lobda nodiil(ler)
Tiimdriin en genis ¢capt > 7 cm veya asagidaki yapilardan birine invazyon;

* Diyafram, mediasten, kalp, biiyiik damarlar, trakea, rekiirren laringeal sinir,
0zofagus, vertebra govdesi, karina

* Primer tlimorle ayni1 akcigerde fakat farkli lobda nodiil(ler)

1: Ana bronsun proksimaline uzanan, bronsiyal duvara sinirli invazyon gosteren herhangi bir
biiyiikliikteki nadir ylizeyel tiimor yayimi da Tla olarak siniflandirilir.

2: Soliter adenokarsinom (3 cm’den daha biiyiik boyuttaolmayan), daha baskin olarak lepidik paternli
ve herhangi bir odakta 5 mm’den daha biiyiik boyutta invazyona sahip olmayan

3: Bu ozellikleri ile T2 tiimor; eger < 4 cm veya biiylikligi belirlenemiyor ise T2a; eger > 4 cm fakat
<5 cm ise T2b olarak siniflandirilir.
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Tablo 2.3. Devam Akciger kanserinin evrelenmesinde kullanilan TNM kriterleri (8th edition,
IASLC, kaynagindan diizenlenmistir.)(WEB1, WEB2).

N-Bolgesel lenf bezleri

Nx

NO

N1

N2

N3

Bolgesel lenf bezleri degerlendirilemiyor
Bolgesel lenf bezi metastazi yok

Ipsilateral peribronsiyal ve/veya ipsilateral hiler lenf bezlerine ve/veya intrapulmoner lenf

bezlerine metastaz veya direkt invazyon
Ipsilateral mediastinal ve/veya subkarinal lenf bezlerine metastaz

Kontralateral mediastinal, kontralateral hiler, ipsilateral veya kontralateral skalen veya

supraklavikuler lenf bezlerine metastaz

Tablo 2.3. Devam Akciger kanserinin evrelenmesinde kullanilan TNM kriterleri. (8th edition,
IASLC, kaynagindan diizenlenmistir.)(WEB1, WEB2)

M-Uzak metastaz

Mo

M1

Uzak metastaz yok
Uzak metastaz var

Mla Karsi akcigerde metastatik nodiil(ler), plevral veya perikardiyal metastatik
nodiiller veya

malign plevral veya perikardiyal efiizyon*
M1b | Tek bir ekstratorasik organda, tek metastaz’

Milc Bir veya birden ¢ok organda multipl ekstratorasik metastaz

4: Akciger kanseriyle birlikte olan ¢ogu plevral (perikardiyal) eflizyonlar tiimdre bagh gelisir.

Bazi hastalarda multipl mikroskopik incelemelerde plevral (perikardiyal) sivi tiimor agisindan

negatiftir ve stvi hemorajik ve eksudatif degildir. Bu bulgular varsa ve klinik degerlendirme

efiizyonun tiimorle ilgili olmadigr yoniindeyse, efiizyon evreleme belirleyicisi olmaktan

¢ikarilmalidir.

5: Bu durum boélgesel olmayan tek bir uzak lenf bezi metastazini kapsar.
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Tablo 2.4. Akciger kanserinin evrelenmesinde kullanilan TNM kriterlerinin 6nerilen 9. versiyonu
(Asamura ve Nishimura, 2023).

T/M

T1

T2

T3

T4

M1

Tanimlar

Tla: <1 cm

T1b: >1 to <2 cm

Tlc: >2to <3 cm

T2a: Visseral plevra / santral invazyon
T2a: >3 to <4 cm

T2b: >4 to <5 cm

T3:>5t0<7cm

T3: invazyon

T3: Ayni lobda tiimor nodiilii

T4:>7 cm

T4: invazyon

T4: Ipsilateral tiimor nodiili

M1la: Plevral / perikardiyal yayilim
M1la: Kontralateral tiimor nodiilii
M1b: Tek ekstratorasik metastaz
MIcl: Bir organ sisteminde multipl metastaz

MIlc2: Birden ¢ok organ sisteminde multipl

metastaz

NO

IA1

1A2

IA3

IB

IB

ITA

I11B

I11B

I11B

IITA

IITA

IITA

IVA

IVA

IVA

IVB

IVB

N1

ITA

ITA

ITA

I1B

I1B

I1B

IITA

IITA

IITA

IITA

IITA

IITA

IVA

IVA

IVA

IVB

IVB

N2a

I1B

IIB

I1B

IIIA

IIIA

IIIA

IIIA

IIIA

IIIA

1B

1B

1B

IVA

IVA

IVA

IVB

IVB

N2

N2b

IITA

IITA

IITA

I11B

I11B

I11B

I11B

I11B

I11B

I11B

111B

I11B

IVA

IVA

IVA

IVB

IVB

N3

I11B

I11B

I11B

I1IB

I11B

I11B

IIC

IIC

IIC

ImIcC

mcC

IIcC

IVA

IVA

IVA

IVB

IVB
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2.2. Skuamoz Hiicreli Akciger Kanseri

Skuamoz hiicreli akciger kanseri (SHAK) ayni zamanda akcigerin skuamoz
hiicreli karsinomu olarak da bilinir ve KHDAK tiirlerinden biridir. KHDAK tiirleri
arasinda en yaygin olan1 adenokarsinomdur, ardindan skuamoz hiicreli akciger kanseri

gelmektedir.

SHAK, hava yollarimi kaplayan skuamdz hiicrelerin doniistimiinden kaynaklanir
Skuamoz hiicreler, insan viicudunun bir¢ok organini kaplayan ince, diiz hiicrelerdir.
Skuamoz hiicreli akciger tiimdrleri genellikle akcigerin merkezi kisminda, sol veya sag
brong gibi primer hava yolunda olusur ve hiicresel doniisiimiin birincil etkeni, 300'den
fazla zararli madde ve 40 potansiyel kanserojen igeren tiitiin dumanidir (Drilon vd., 2012).
Akcigerin skuamoz hiicreli karsinomu i¢in diger risk faktorleri arasinda yas, aile dykiisii,
pasif igicilik ve madenler, metal parcalari veya asbest gibi maddelere mesleki maruziyet

yer alir.

Déniistiiriilmiis skuam6z hiicreler keratinizasyon ve hiicreler arasi kopriilerle
karakterize edilir ve genellikle yliksek mutasyon sikligi gosterir (Sabbula vd., 2024).
Tiimdr hiicreleri genellikle bol miktarda yogun sitoplazmaya, diizensiz hiperkromatik
cekirdeklere ve kiigiik niikleollere sahip biiyiik hiicrelerdir. Kotli diferansiye olmus

tiimorlerde, bu 6zellikler yalnizca odak noktasinda bulunabilir

Klinik olarak, merkezi tiimorlii hastalar atelektazi ve postobstriiktif pndmoniye
sekonder Oksiiriik, nefes darlig1 ve atesle gelebilir. Bununla birlikte, SHAK'ler lokal
olarak agresif olma egilimindedir ve wuzak organlara metastaz, akciger

adenokarsinomlarina gore daha az siklikta goriilmektedir (Drilon vd., 2012).

SHAK tanisi, incelenen biyopsi 6rneklerinin en az %10'unu keratinizasyon veya
hiicreler arasi kopriiler gibi doniisiim 6zellikleri gosterdiginde, histolojik inceleme ile
dogrulanir. Immiinohistokimya (IHC) paneli ve mukin boyasi, KHDAK alt tiplerini
belirlemeye yardimei olabilmektedir. Ayrica SHAK 6rneklerinde p63 ve p40 proteinleri
gibi skuamoz biyomarkerlerin giiclii sekilde ifadesi goriilmektedir (Dietel vd., 2016).

2015 yilinda Diinya Saglik Orgiitii, histolojik incelemeye dayanarak SHAK'nin
siniflandirmasin1 gézden gegirerek ii¢ varyantini tanimlamistir : Keratinize, keratinize
olmayan, bazaloid bilesenin dokunun %50'sinden fazla oldugu ve skuamoz farklilagsma

alanlarinin minimal oldugu durumlarda; bazoloid (Travis vd., 2015). 2021 yilinda
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giincellenen siniflandirmayla birlikte bazaloid karsinom, akcigerin skuamoéz hiicreli
karsinomunun bir alt tipi olarak kalmistir, ancak keratinize ve keratinize olmayan alt
tiplerle birlikte ayn1 boliimde yer almaktadir. Lenfoepitelyal-benzeri karsinom, dérdiincti
baskida "diger ve smiflandirilmamis karsinomlar" baghigi altinda yer alirken, simdi
lenfoepitelyal karsinom olarak adlandirilmakta ve skuamoz hiicreli karsinomun bir tiirii

olarak siniflandirilmaktadir (Nicholson vd., 2022).

2.2.1. Skuamoz Hiicreli Akciger Kanserinin Genomik Yapisi

Molekiiler diizeyde SHAK ’ler, yiiksek genetik mutasyon orani ve kromozomal
instabilite ile karakterizedir (Lau vd., 2022). Bununla birlikte, belirli alt gruplarda
zenginlesen mutasyonlar da mevcuttur. SHAK'lerde yaygin kromozomal anomali

patternlerini,

I. Skuamdz hiicre farklilagsma yolaklarinin ekspresyonu (NOTCH, SOX2, TP63),
II. Hiicre dongiisii kontroliiniin kayb1 (TP53, RB1, CDKN2A, MYC),

III. RAS ve PI3K yollar1 araciligtyla onkojenik sinyalin artisi,
IV. Epigenetik diizenleyicilerdeki anormallikler (KMT2D, NSD1, KDM6A)

olarak gruplandirabiliriz (Dotto ve Rustgi, 2016; Drilon vd., 2012; Sanchez-Danés ve
Blanpain, 2018, Lau vd., 2022).

Neredeyse tiim SHAK vakalarinda TP53'lin somatik mutasyonu goriilmektedir
(Niu vd., 2022). Kromozom 3q26 ve 3q28 arasindaki amplifikasyon, SHAK i¢in
belirleyici bir 6zelliktir, bu bolgede SOX2 ve TP63 gibi anahtar skuamoéz hiicre
farklilasma belirtegleri bulunur (Heist vd., 2012). Bu amplifikasyon, kanser hiicrelerinin
hayatta kalma ve ¢ogalma icin asir1 ifade edilen genlere bagimli hale geldigi onkogen
bagimlilig: ile iliskilidir (Niu vd., 2022). Ayrica, diger 6nemli amplifikasyon bdlgeleri
arasinda 8p11 (FGFR1, WHSCIL1), 7p11 (EGFR), 11q13 (CCDNI1) ve 4q12 (KDR, KIT,
PDGFRA) yer almaktadir (Kim vd., 2014, (Niu vd., 2022). EGFR mutasyonlar1t SHAK
vakalarmin %7'sinde bulunmasina ragmen, ekzon 19 delesyonlar1 veya Leu858Arg
substitiisyonu gibi aktive edici mutasyonlar yerine bu mutasyona ugramis genler,
CDKN2A/RB1, NFE2L2/KEAP1/CUL3, PI3K/AKT ve SOX2/TP63/NOTCHI
yolaklarinda meydana gelen degisikliklere yol agar (Heist vd., 2012; Kim vd., 2014).
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Son yillarda yapilan molekiiler genetik ¢aligmalarla birlikte karsinomlarin genetik
yapist ve koken aldig1 transforme olmus hiicrelerin genetik yapisi, tanidan tedaviye kadar
uzanan yelpazede onem kazanmistir. Bu baglamda SHAK’nin koken aldigi hiicreler
tizerine ¢esitli arastirmalar yapilmistir. SHAK'lerin kdken hiicresinin, bazal benzeri kok
hiicreler (BSC'ler), alveolar tip 2 (AT2) hiicreleri ve kuliip (eskiden Clara olarak

adlandirilan) hiicreleri olabilecegini ortaya koyan ¢alismalar mevcuttur (Lau vd., 2022).

BSC'ler, kendini yenileme ve terminal olarak farklilasmis hiicreler iiretme
yetenekleri ile karakterize edilmektedir (Rock vd., 2009). Sigara igenlerin akciger
dokularindan izole edilen insan BSC'lerinin, AT2 hiicreleriyle karsilagtirildiginda, DNA
hasar onarim genlerinin (DDR) ve telomer tamir genlerinin yukar: regiilasyonu da dahil
olmak tizere artmis DNA onarim kapasitesi 6zelliklerine sahip oldugu bulunmustur
(Weeden vd., 2017). Ayrica, iyonlastirict radyasyon veya bleomisin gibi DNA hasari
indiikleyicilerine maruz kaldiginda, BSC'lerin onarim i¢in tercihen homolog olmayan ug
birlestirmeyi (NHEJ) kullandigr bulunmustur (Weeden vd., 2017). Buna karsin AT2
hiicreleri, ayni stres faktorlerine maruz kaldiklarinda, daha sik apoptoz gecirir. Bu
nedenle, sigara iciminden kaynaklanan hasarin BSC'lerde hataya egilimli NHEJ
araciligryla onarilmasinin, yiikksek mutasyon yiikiine ve SHAK'lerde kétii huylu skuamoz

doniisiime yol agmasinin muhtemel oldugu 6ngorillmiistiir (Lau vd., 2022).

Insan SHAK'lerinde tanimlanan en gegerli molekiiler degisiklik, artan SOX2
ekspesyonudur. Ancak SOX2 asir1 ekspresyonu, tek basina maligniteyi indiiklemede
yetersizdir (Lu ve ark., 2010). LKB1 kaybi olan farelerde, lentiviriis tarafindan
indiiklenen SOX2 asir1 ekspresyonu (Lenti-Sox2/LKB1"" modeli) SHAK 'lerin gelisimine
yol agmistir (Mukhopadhyay vd., 2014). Bu calismadaki tiimorler, insan SHAK'leriyle
benzer bir sekilde K5, K14 ve P63 belirteclerini ifade etmistir ki bu da onlar1 bazal
hiicrelerle iliskilendirmektedir. Ferone ve arkadaslarinin yaptigir diger bir ¢alismada,
PTEN ve CDKN2A/B'nin biallelik inaktivasyonu olan fare bazal hiicrelerinde, SOX2'in
secici asirt ekspresyonu farelerin %73'tinde SHAK olusumuna yol agmistir (Ferone vd.,
2016). Geri kalanlar da bronslarda ve bronsiyollerde skuaméz farklilagma ile atipik
hiperplazi gdstermistir. Ilging bir sekilde, aym deneysel yontemle, inaktif PTEN ve
CKDN2A/B ile birlikte SOX2 asir1 ekspresyonu sonucunda kuliip hiicrelerinde ve
alveoler tip 2 (AT2) hiicrelerinde de SHAK olusumu gézlemlenmistir. Bu tiimorlerin
ayrica bazal hiicre benzeri bir protein ekspresyon profiline (SOX2, P63 ve K5) sahip

oldugu aciklanmistir (Ferone vd., 2016). Calismadaki tiimorlerin konumu da periferik
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olma egiliminde oldugu icin periferik olarak yerlesmis SHAK'lerin AT2 ve kuliip

hiicrelerinden kdken almis olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

Sonug olarak, SHAK’nin genomik yapisindaki karmasiklik ve hiicresel kokeni,
tiimor gelisimi ve ilerlemesi agisindan 6nemli ipuglar1 sunmaktadir. SHAK'lerde siklikla
gbzlemlenen kromozomal anomaliler ve mutasyonlar, skuamoz hiicre farklilasmasini,
hiicre dongiisti kontroliinii, onkojenik sinyallesmeyi ve epigenetik diizenleyicileri i¢eren
bir dizi biyolojik siireci etkileyerek kanserin patogenezini sekillendirir. Bu hiicresel
plastisitenin ve genetik degisikliklerin anlagilmasi, yalnizca hastalifin patolojik seyrini
anlamamiza yardimci olmakla kalmaz, ayn1 zamanda hedefe yonelik tedavi stratejilerinin

gelistirilmesi ve direng mekanizmalarinin anlasilmasi agisindan da biiyiik 6nem tasir.

2.3. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum (ER), salgilanan ve transmembran proteinlerin
sentezlendigi, katlandig1 ve degistirildigi merkezi bir organeldir. Bu siire¢ miikkemmel bir
sekilde diizenlenmesine ragmen, birden fazla dis faktor ve hiicresel olaylar bu organelin
protein katlama kapasitesini bozabilir ve yanlis katlanmis veya katlanmamis proteinlerin
birikmesiyle karakterize bir ER stresi durumunu tetikleyebilir (Chen & Cubillos-Ruiz,
2021).

Memeli hiicrelerinde, {i¢ ER transmembran proteini ER stresinin sensorleri olarak
islev goriir, Activated Transcription Factor 6 (ATF6), Inositol-Required Enzyme 1
(IRE1a) ve PKR Like ER Kinase (PERK) (Hetz vd., 2020). Proteostaz kosullar altinda,
Binding Immunoglobulin Protein (BIP/GRP78/HSPAS) bu sensorlere baglanir ve onlari
inaktif bir durumda tutar (Walter & Ron, 2011). ER stresi sirasinda, BIP yanlis katlanmis
veya katlanmamig proteinler i¢in daha yliksek afiniteli baglanma gosterir ve bu nedenle
sensoOrlerden ayrilir. Bu olay, stres sensorlerinin aktivasyonunu ve sonrasinda
katlanmamis protein tepkisinin (UPR ya da ER stres tepkisi olarak da bilinir)
indiiklenmesini saglar. Bu siireg, transkripsiyonel yeniden programlama ve mRNA
bozunumu, translasyonun azaltilmasi, yanlis katlanmis proteinlerin ER ile iligkili protein

yikimi (ERAD) sistemi yoluyla uzaklastirilmasi, yanlis katlanmis proteinlerin ve hiicresel



21

materyallerin otofaji indiiksiyonu yoluyla geri doniistiiriilmesi gibi ¢oklu mekanizmalar
yoluyla ER homeostazini saglamaya yonelik adaptif bir mekanizmadir (Chen & Cubillos-
Ruiz, 2021). UPR esas olarak ii¢ rol oynar: ER stresini azaltmak ve ER homeostazisini
yeniden kurmak (uyarlanabilir yanit), ER homeostazisi yeniden saglandiginda UPR'yi
bloke etmek (geri bildirim kontrolii), devamli ve yiiksek ER stresi durumunda apoptozun

diizenlenmesi (Bonsignore vd., 2023).

Hafif ER stresi, Activating Transcription Factor 4’e (ATF4) bagli hayatta kalma
(pro-survival) genlerinin ekspresyonuna ve PERK’in gecici ve smirli aktivasyonuna
neden olur. Siddetli ER stresi sirasinda, siirekli PERK sinyallemesi Eukaryotic
Translation Initiation Factor 2 Alpha (EIF2a)’nin fosforilasyonunu indiikler ve bu da
ATF4'lin translasyonunu artirir (Han vd., 2013). ATF4, promotor bolgesine baglandigi ve
C/EBP homolog protein (CHOP/DDIT3) mRNA ekspresyonunu ve dolayisiyla protein
seviyelerini arttirdig1 bilinen bir transkripsiyon faktoriidiir (Bhat vd., 2017). CHOP, ER
stres kaynakli hiicre 6liimiinde 6nemli bir rol oynar ¢ilinkii bu faktor ii¢ apikal ER stresi

sensoOril reseptoriiniin hepsinin ortak hedef genidir.

Siddetli ER stres kosullar1 altinda, ATF4 ve CHOP birlikte etkilesir ve Growth
Arrest and DNA Damage Gene 34 (GADD34,) ve ER oxidoreductase 1 alpha (ERO 1a)

gibi protein sentezinde yer alan genlerin indiiksiyonu yoluyla hiicre 6liimiinii baglatir

(Chen & Cubillos-Ruiz, 2021).

Sonug olarak, ER stresi, hiicrelerin proteostazi siirdiirme kapasitesini bozan ¢esitli
faktorler sonucunda tetiklenebilen karmasik bir hiicresel yanit mekanizmasidir. Bu ¢ift
yonlii yanit, ER stresinin ciddiyetine bagli olarak hiicre kaderini belirlemekte ve
dolayistyla hem saglikli hiicrelerde hem de 6zellikle kanser gibi patolojik durumlarda

onemli bir rol oynamaktadir.

2.4. 3a-Asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-0ik asit

3a-Asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-0ik asit molekiilii, 118Z417 nolu
TUBITAK projesinde, Liquidambar orientalis var. integriloba yapraklarindan, meyve ve

recinesinden izole edilen bilesiklerin yap1 aydinlatma calismalar1 sirasinda, Mugla Sitki
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Kog¢man Universitesi dgretim iiyesi Prof. Dr. M. Emin Duru ve ¢alisma ekibi tarafindan
atanmistir ve ¢alismamizda MBH-1 olarak kodlanmistir (Sekil 2.1.).

Liquidambar orientalis var. integriloba, Anadolu sigla agacinin (Liquidambar
orientalis) bir alt tlirii olup, 6zellikle Mugla ve Denizli olmak iizere Tiirkiye'nin giineybati
bolgelerine 6zgii, relikt endemik bir agag tiiriidiir (Duru vd., 2002). Hamamelidaceae
(Altingiaceae) familyasi altinda siniflandirilmistir. Tiir, genellikle nehirlerin yakinindaki
bataklik alanlarda bulunan Akdeniz iklimlerinde gelisir. Geleneksel olarak anti-
inflamatuar amaglar ve parfiimeride kullanilan tibbi reginesi, sigla yagi nedeniyle
degerlidir (Arslan & Sahin, 2021). Anadolu sigla agaci, Tersiyer doneminden kalma bir
kalint1 olarak kabul edilir ve bu da onu bitki evrimini ve antik ekosistemleri anlamak i¢in
onemli bir tiir haline getirir (Oztiirk vd., 2008). Liquidambar tiirleri, balzamik
sizintilariyla bilinmektedir. Tiirkiye'de sigla agaci veya giinliik aga¢ olarak bilinen L.
orientalis Mill., Tiirkiye'nin giineybati kiy1 bolgelerinde (Koycegiz, Fethiye, Marmaris
ve Milas) yetismektedir (Duru vd., 2002). Dort Liquidambar tiirii bildirilmis olup
bunlardan biri Tiirkiye florasi ve Dogu Ege Adalari'nda bulunmaktadir. Tirkiye'de
yetisen bu tiiriin L. orientalis var. orientalis ve L. orientalis var. integriloba olarak bilinen
iki ¢esidi bildirilmistir (Arslan & Sahin, 2021). Liquidambar tiirlerinden elde edilen yag
lizerine yapilan ilk ¢alismalar 16. ylizyilda baslamistir ve giiniimiize kadar detaylanarak

devam etmistir.

Sekil 2.1. 3a-asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-oik asitin molekiiler yapisi.

MBH-1, Liquidambar tiirlerinden izole edilen bir oleanolik asit tiirevidir. Dat ve
arkadaglarinin 2004 yilinda yaptig: L. formosana meyvelerinden lantanolik asit, oleanolik
asit, MBH-1 ve liquidambarik asit isimleriyle dort oleanan triterpenoid izole ettikleri

calisma MBH-1 ile ilgili literatiirde karsimiza c¢ikan ilk ¢alismadir. Bu calismada,
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arastirilan bilesiklerden, MBH-1"in (IC50: 4.63 uM) ve lantanolik asitin (IC50: 12.62
uM) NFAT transkripsiyon faktoriine karst giiclii inhibisyon aktivitesi gosterdigi rapor

edilmistir.

2008 yilinda Sun vd. tarafindan yapilan bir c¢alismada (Sun vd., 2008)
Liquidambar  styraciflua’dan izole edilen molekiillerden biri 25-asetoksi-3a-
hidroksiolean-12-en-28-oik asit olarak atanmistir. Sun vd., tarafindan yapilan bu yayinin
tartismasinda, yapinin yanlis atandigi ve 3a-asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-oik asit
olarak revize edilmesi gerektigi, 2004-2006 yillarinda yapilan iki yayinda (Fukuda vd.,
2006; Sakai vd., 2004), 25-asetoksi-3a-hidroksiolean-12-en-28-oik asit olarak atanan
yapilarin da diizeltilmesi gerektigi ¢iinkii Fukuda vd. tarafindan adlandirilan yapinin

kimyasal olarak 3a-asetoksi ve 25-hidroksi yapisina daha uygun oldugu 6ne siiriilmiistiir.

Yap1 ve adlandirma c¢alismalarinin yanisira, MBH-1’in kanser hiicrelerine etkisi
ve etkiledigi molekiiller mekanizmalarla ilgili de literatiirde bilgi agig1 mevcuttur.
Bahsedilen ¢aligmalarda daha ¢ok kimyasal yapiya iligkin bilgiler yer alirken, MBH-1"in

in vitro/ in vivo etkileri deney sonugclariyla etkin bir sekilde literatiire sunulmamastir.

2.5. Hipotez

3a-Acetoxy-25-hydroxy-olean-12-en-28-oik asit, skuamoz hiicreli akciger kanseri
hiicre hatlari, SK-MES-1 ve H520 i¢in anti-kanser 6zellik gosterebilir ve bu hiicreler

tizerinde, timorlesmede etkili olan molekiiler yolaklarda degisimlere sebep olabilir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. 3a-Asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-oik asitin Sitolojik Etkisinin Cevrimici
Prediktif Veri Tabanlarinda Analiz Edilmesi

MBH-1 molekiiliiniin hiicreler iizerindeki olas1 etkileri ve etkiledigi molekiiler

mekanizmalarla ilgili 6nbilgi edinebilmek amaciyla PASS veritabanindan yararlanildi.

“Way2Drug PASS Online (Prediction of Activity Spectra for Substances)”,
biyoinformatik alaninda kullanilan bir ¢evrimi¢i platformdur. Bu arag, kimyasal
bilesiklerin biyolojik aktivitesini tahmin etmeye yardimci olur. Bilesiklerin farmakolojik
potansiyelini belirlemek i¢in yapay zeka ve istatistiksel yontemler kullanir. Platform,
kimyasal yap1 verilerini kullanarak bir bilesigin farmakolojik etkisini ve biyolojik
hedeflerini tahmin edebilir. Bu sayede PASS Online bir bilesigin farkli biyolojik
aktivitelerini (6rnegin, anti-kanser, anti-inflamatuar, anti-mikrobiyal) tahmin edebilir ve
kimyasal yapilar1 temel alarak, potansiyel farmakolojik etkiler hakkinda bilgi
saglayabilir.

Kullanicilar kimyasal yapilarint MARVIN, SMILES, SDF gibi formatlarda
yukleyebilir ve sonuclar1 kolayca gorebilir. Tahminler, hem Pa (probability of activity,

aktivite olasilig1) hem de Pi (probability of inactivity, inaktivite olasili1) degerleriyle

gosterilir. Bu degerler, belirli bir biyolojik aktivitenin gergeklesme olasiligini ifade eder.

MBH-1 molekiiliiniin kimyasal yapis1 veritabanina ¢izildi ve biyolojik

aktivitelerinin tahminleri Pa, Pi degerleriyle ortaya koyuldu.
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3.2. 3a-asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-o0ik asitin Hazirlanmasi

3a-Asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-oik  asit  Mugla Sitki  Kog¢gman
Universitesi Kimya Anabilim Dal1 6gretim iiyesi Prof. Dr. Mehmet Emin Duru tarafindan
temin edildi. Beyaz renkli, kuru toz halindeki 1 mg MBH-1 (mA: 514,74), 100 ul DMSO
(Lot No: Q7202090, Biobasic) icerisinde ¢dziildii. Uzerine 900 ul besiyeri eklenerek 1
mg/ml (~2 milimolar) olarak ana stok olusturuldu. Hiicrelere doz uygulamasi sirasinda
MBH-1, kiiglik dozlarda pipetaj hatalarin1 elimine etmek i¢in tiim deneylerde ana stoktan

besiyeri ile 1:10 diliisyon yapilarak kullanildi.

3.3. Hiicre Kiiltiirii

Calismada kullanilan skuamoz hiicreli akciger kanseri (SHAK) hiicre hatt1 H520
(HTB-182™_ NCI-H520, LOT: 70031133, ATCC) ticari olarak temin edildi (Sekil 3.1a.).
SHAK hiicre hattt SK-MES-1 (HTB-58™, ATCC) stoklarimizdan kullanild1 (Sekil 3.1b.).
SHAK hiicre hatlariyla kontrol olarak karsilastirmak iizere, normal akciger bronsiyal
epitel hiicre hatt1 olan BEAS-2B (CRL-3588™" , ATCC) T1ibbi Biyoloji AD. 6gretim iiyesi
Prof. Dr. Yavuz Dodurga tarafindan temin edilerek bizimle paylasildi (Sekil 3.1c.). Hiicre

hatlariin 6zellikleri ve karakter bilgileri Tablo 3.1.”de verilmistir.

a. . b. C

Sekil 3.1. Calismada kullanilan hiicre hatlarinin mikroskobik goriintiisii (20X biiyiitme), a.
H520 hiicre hatt1, b. SK-MES-1 hiicre hatt1, c. BEAS-2B hiicre hatti.

Hiicrelerin kiiltlirizasyonu, % 10 fetal bovine serum (FBS, Kat No: FBS-HI-22B,
Capricorn) ve % 0,5’lik penisilin/streptomisin (Lot No: 2441870, Gibco) eklenen, H520
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icin, RPMI 1640 (Lot No: CP22-5491 Capricorn); SK-MES-1, BEAS-2B i¢cin DMEM (Lot
No: CP22-6412, Capricorn) besiyerinde, 37°C’de, %5 CO2 ve %95 nemli hava igeren
sartlarda gerceklestirildi. Hiicreler ¢ogaltildi, pasajland1 ve dondurularak hiicre stoklari
saklandi. Hiicre tripsinizasyonu 9%0.05 Tripsin, 0.03 EDTA (Lot No: CP22-5251,
Capricorn) ile yapildi. Bu asamada hiicrelerin yikama islemi steril 1x fosfat tamponlu

tuzlu su (Phosphate Buffered Saline, PBS) ile yapild:.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan hiicre hatlarinin 6zellikleri ve karakter bilgileri.

Ozellikler H520 (NCI520- | SK-MES-1 (ATCC® | BEAS-2B (ATCC®
ATCC® HTB-182™) HTB-58™) CRL-3588™)
Organizma Insan (Homo sapiens) Insan (Homo sapiens) | Insan (Homo
sapiens)
Doku Akciger Akciger Akciger / brons
Hiicre Tipi Epitel Epitel Epitel
Morfoloji Epitelyal Epitelyal Epitelyal
Kiiltiir Ozelligi Adherent Adherent Adherent
Hastalik Skuamoz Hiicreli | Skuaméz Hiicreli = Normal
Akciger Kanseri Akciger Kanseri
Yas-cinsiyet-Etnik Erkek, yas | Erkek, 65 yas ,Avrupali | Erkek, yas ve etnik
koken belirtilmemis, Avrupali koken belirtilmemis

Hiicrelerin sayim1 Tripan mavisi dislama yontemi ile yapildi. Bu yontemde, canli
hiicreler boya almazken, 6lii hiicreler Tripan mavisini gegirir ve mavi renkte goriiniir, bu
sayede canli ve 0li hiicreler ayirt edilebilir. Hiicre sayim1 yapmak i¢in, tripsinize edilen
ve 100 xg’de 5 dakika santrifiij edilerek {ist s1v1 faz1 atilan hiicre pelleti 1 ml besiyeri ile
homojenize edildi. 50 ul Tripan mavisi ile 50 pl hiicre siispansiyonu 1:1 oraninda, pipetaj
yapilarak karistirildi. Bu karisimdan 10 pl alinarak, lamelle kapatilan Neubauer lamina

yiiklendi. 10x biiyiitmede, mikroskopta sayimi yapildi. 1 ml hiicre slispansiyonundaki
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canl1 hiicre sayis1, ““Hiicre Konsantrasyonu (hiicre/ml) = (Hiicre sayis1 x 10%x Seyreltme

faktorii)” formiiliiyle hesaplandi.

Hiicre kiiltiirti deneylerinde kullanilmak {izere sayimi yapilan hiicrelerin, istenen
sayida ve esit miktarlarda ekimlerinin yapilmasi i¢in “gereken hiicre siispansiyonu =
kuyucuk sayis1 x (ekilmek istenen hiicre sayisi / sayilan total hiicre sayisi)” formiiliiyle

hesaplamalar1 yapildi. Her bir kuyucuga esit miktarda besiyeri ve hiicre dagitildi.

Hiicre dondurma islemi ise hiicrelerin PBS ile yikanmasmin ve
tripsinizasyonunun ardindan 100 xg’de 5 dakika santrifiijlenerek {iistteki besiyerinin
atilmasi ve %5 DMSO igeren besiyeri ile hiicrelerin homojenize edilerek steril kriyojenik
tiplere 1 ml miktarinda paylagtirnlmasi ve -80 °C’de saklanmasi seklinde

gerceklestirilmistir.

3.4. Sitotoksisite ve Hiicre Canlihig1 Deneyleri

MBH-1 molekiiliiniin etkin dozunu belirlemek i¢in, hiicreler sayilarak 96
kuyucuklu plakalara (plate), her birinde 2x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. MBH-1
ana stogu besiyeri ile 1:10 seyreltildi. Her bir kuyucukta 100 pul besiyeri ve ilag¢ karigimi
olacak sekilde, MBH-1"den 2.5, 5, 10, 20, 30, 40, 50 pul alinarak 0, 24, 48, 72 saat olarak
hiicre hatlarina uygulandi. Besiyeri ve ila¢ karisimindaki DMSO konsantrasyonu
9%0.5’den kiiciik olarak ayarlanarak DMSO’toksisitesi elimine edildi. Kontrol i¢in ayn1
miktarlarda sadece DMSO iceren kuyucuklar da eklendi. CVDK-8 (Cell Viability
Detection Kit-8, NutriCulture) kullanilarak hiicre canliligi Promega Glomax-Multi
Microplate Reader cihazinda 6l¢iildii. Kitin protokoliine gore 10 pl kit reaktifi eklenerek,
96 kuyucuklu plaka 2 dakika orbital olarak karistirild1 ve 10 dakika inkiibasyondan sonra
Promega Glomax-Multi Microplate Reader cihazinda 450 nm dalga boyunda absorbansi
Olciildii. Sonug degerleri GraphPad Prism 8 programinda normalize edilip islenerek IC50
(%50 inhibitor konsantrasyonu) degerleri ve grafikleri saptandi. SK-MES-1, H520
skuamoz hiicreli akciger kanseri hiicre hatlari i¢in IC50 araliginda fakat kontrol hiicre
hattt BEAS-2B i¢in letal olmayan optimum doz belirlendi ve sonrasinda bu dozla

deneylere devam edildi.
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3.5. Apoptoz Deneyi

MBH-1’in H520, SK-MES-1 ve BEAS-2B hiicre hatlar1 iizerindeki apoptotik
etkisini aragtirmak amaciyla Annexin V- FITCH/PI apoptoz kitiyle (Elabscience, kat no:
E-CK-A211) ¢alisildi.

Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde membran lipidlerinden biri
olan fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Eger hiicre apoptoza giderse normalde i¢ yiizde
yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre zarimin dis yliziine transloke olurlar. Bu
translokasyon, hiicre membran biitiinligliniin bozulmadig1 apoptotik hiicre 6liimiiniin
erken donemlerinde meydana gelir. Annexin V, PS ile kalsiyuma bagimli bir sekilde
baglanan annexin ailesinin bir iiyesidir. FITC ile konjuge edilmis formatta olan Annexin
V-FITC, apoptotik hiicre zarindaki fosfatidilserine 6zel olarak baglanir ve akis sitometrisi
veya floresan mikroskobi ile tespit edilebilir. Zar biitlinligiiniin kaybi1 nedeniyle, PI
(propidyum iyodiir), ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicrelere girerek DNA'y1 boyayabilir.

Annexin V ve PI kullanilarak farkli apoptoz asamalarindaki hiicreler ayirt edilebilir.

Kitin protokolii dogrultusunda, tiim apoptotik ve nekrotik hiicreleri tespit
edebilmek amaciyla hiicrelerin besiyeri bir falkon tlipte toplandi, ardindan adherent
hiicreler tripsinize edilerek toplanan besiyerinin oldugu falkon tiipte birlestirildi ve 100
xg’de 5 dakika santrifiijlendi. Besiyeri ve tripsin karigimi aspire edildi ve iki kez nazikge
PBS ile yikandi. 1x'e seyreltilmis 500 pul Annexin V Binding Buffer ¢alisma soliisyonu
eklendi. 5 pL floresan etiketli Annexin V ve 5 pLL PI niikleer boyama soliisyonu eklendi.
Hafif pipetaj yapildi ve karanlikta oda sicakliginda 15-20 dakika inkiibe edildi. Ardindan
floresan mikroskopta hiicreler, MBH-1 verilen ve verilmeyen hiicreler olmak iizere

goriintiileri alinarak incelendi.

3.6. Yara Iyilesme (wound healing) Deneyi

MBH-1’in H520, SK-MES-1 ve BEAS-2B hiicrelerinin migrasyonuna etkisi yara

iyilesme deneyi ile incelendi. Hiicreler sayilarak her bir kuyucukta 1 x 10° hiicre olacak
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sekilde 12 kuyucuklu plakalara ekildi ve gece boyunca 37 °C'de %5 COx ile kiiltiire edildi.
%80 konfluent olan nihai hiicre tabakasi, steril bir 10 pl pipet ucu ile orta hattindan yavas
ve nazikge ¢izildi, yilizen hiicreler PBS ile uzaklastirilarak 1 ml besiyeri eklendi. Daha
sonra hiicrelere (0,24,48,72. saatlerde) nihai konsantrasyonu 48uM (72. saat IC50 dozu)
olacak sekilde MBH-1 uygulandi, hiicre proliferasyonunun ve yara izinin goriintiileri 0,
24, 48, 72. saatlerde alindi. Hiicrelerin MBH-1 uygulanan tedavi grubu ile MBH-1
uygulanmayan kontrol grubunun migrasyon durumlari, yara izinin kapanma durumuna
bakilarak degerlendirildi. Yara iyilesme analizleri, Image] programinin yara iyilesme
analizleri i¢in gelistirilen eklentisi kullanilarak gerceklestirilmistir (Suarez-Arnedo vd.,

2020).

3.7. Soft Agar Koloni Olusturma Deneyi

Soft agar koloni olusturma deneyi igin, Noble agar (Lot No: 2F77602, Bioshop)
ile %1,2’1ik agar sollisyonu hazirlanarak otoklavlandi. Hazirlanan agar, otoklavdan sonra
45°C su banyosuna alinarak sogutuldu. Alt tabaka i¢in %1,2’lik agardan 1:2 olacak
sekilde (%0,6) agar ve besiyeri karistirildi. 6-kuyucuklu plaka i¢in her bir plakaya

karisimdan 1 ml koyuldu ve oda sicakliginda katilagsmasi i¢in birakildi.

Hiicreler sayild1 ve her bir kuyucuk igin %1,2’lik agar, 5x10* hiicre igeren besiyeri
ile 1:4 oraninda karistirild1 ve bu karisimdan kuyucuklara 1 ml eklendi. 37°C’de %5 CO»
iceren inkiibatore koyulmadan 6nce 30 dakika kabinde bekletildi. 3 hafta boyunca, iki
giinde bir, besiyeri eklendi ve deney gruplarina haftada bir kere 48uM MBH-1 eklenerek
kiiltiirizasyonu yapildi. 21 giin sonra %0.1 toluidine blue boyas: ile boyanarak koloni
olusumlar1 mikroskopta incelenerek fotograflandi ve sayimlar1 yapilarak grafige

doniistiiriildii.
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3.8. Total RNA Izolasyonu

Belirlenen IC50 dozu verilen H520, SK-MES-1 ve BEAS-2B hiicrelerinden, 24
saat sonra total RNA izolasyonu yapildi. Total RNA izolasyonu PureLink™ RNA Mini
Kit (Invitrogen™ Kat. No: 12183018A) kullanilarak kitin protokoliine uygun olarak
yapild.

L. Besiyeri hiicrelerden uzaklastirildi. Orneklere 2-merkaptoetanol ile uygun

hacimde Lysis Buffer eklendi. Birka¢ kez pipetaj yapildi ve 12.000x’de 2 dakika

santrifiijlendi.

II. RNaz igermeyen bir tiipe 1,5 hacim %100 etanol ve hiicre lizat1 eklenerek
vortekslendi.

1. 700 pl'ye kadar ornek, iginde spin kolonu olan tiipe aktarildi. Oda

sicakliginda 15 saniye 12.000xg'de santrifiijlendi. Kolondan gecen kisim dokiildii ve ayni

toplama tiipiine yeniden takildi. Ornek bitene kadar bu basamak tekrarland.

Iv. Spin kolonuna 700 pl Washing Buffer I eklendi. Oda sicakliginda 15
saniye 12.000xg'de santrifiijlendi. Kolondan gecen sivi ve toplama tiipii atildi. Spin

kolonu yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

V. 500 pl Washing Buffer II eklendi. Oda sicakliginda 15 saniye 12.000xg'de
santrifiijlendi. Kolondan gecen kisim dokiildii ve ayni toplama tiipline yeniden takildi.

Son adim bir kez daha tekrarlanda.

VL Spin kolonu ve toplama tiipiiyle birlikte 12.000xg'de oda sicakliginda 1

dakika santrifiijlendi. Toplama tiipii atild1 ve spin kolonu bir eliisyon tiipiine yerlestirildi.

VIL Spin kolonunun merkezine 30 pl niikleaz igermeyen su eklendi. 1 dakika

oda sicakliginda inkiibe edildi. Oda sicakliginda 2 dakika 12.000xg'de santrifiijlendi.

Izole edilen total RNA 6rneklerinin &lgiimleri Nanodrop 2000 (Thermo Fisher,
ABD) cihazinda yapilarak 260/280 oran1 2.0 ve {izeri, konsantrasyonlar1 500ng/pl ile 800
ng/ul arasinda oldugu belirlenerek mRNA sekans hizmet alimi i¢in Gen Era Diagnostik

firmasina gonderildi.
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3.9. mRNA Dizileme (Sekans) Analizlerinin Yapilmasi

Proje kapsaminda, H520, SK-MES-1, BEAS-2B hiicre hatlarinda, MBH-1 verilen
ve verilmeyen olmak {iizere sec¢ilen 6 numunenin gen ekspresyon profilinin ¢ikarilmasi
hedeflenmistir. Bu amacgla yeni nesil dizileme yontemi ile RNA dizileme islemi
gergeklestirildi. Analiz sonucunda, her bir numunedeki genlerin ekspresyon profilleri
tespit edildi ve secilen gruplar istatistiksel yontemlerle karsilastirilarak anlaml

degiskenlik gdsteren gen, gen ontolojisi ve yolaklar1 raporlandi.

Numune Kalite Kontrol

Izole edilmis RNA materyaline ait kalite kontrol islemlerinde florometrik ve kapiler
elektroforez yontemleri kullanilarak, miktar, saflik ve yapisal biitiinliik tayini yapildi.
Olgiimlerde Qubit 3 florometresi (Thermo Fisher, ABD, #Q33216) ve 2100 Bioanalyzer
(Agilent, ABD, #G2939BA) (veya alternatif olarak 4200 TapeStation) kullanildu.

Kiitiphane Hazirligi

Izole edilmis RNA materyalinin kiitiiphane hazirliginda, Illumina Stranded
mRNA Prep kiti (Illumina, ABD, #20040534) kullanildi. Kit, tim RNA igindeki
hedeflenen mRNA’larin poly-A kuyruklarindan yakalanmasi, rastgele parcalanmasi ve
ardindan birincil ve ikincil cDNA zincirlerinin olusturulmasi esasina dayanir. Kiitiiphane
hazirlik siirecinde sirasiyla, yakalama, pargalama, mRNA piirifikasyonu, cDNA sentezi,
index-barkod dizilerinin eklenmesi ve pirifikasyon islemleri iretici firmanin kit

yonergeleri takip edilerek gergeklestirildi (Sekil 3.2.).

:i: g%éjﬁ T E

Removal of abundant Libraries are fragmented to Reverse transcription converts  Indexes are added via ligation
transcripts or capture mRNA to optimal length for ILMN RNA to cDNA and libraries undergo PCR
focus on target transcripts of sequencing amplification

interest

Sekil 3.2. Kiitiiphane hazirligi is akist. lllumina, Inc. (2021). lllumina Stranded mRNA Prep.
Referans Kilavuzu (stirim 1000000124518-02). (WEB3).
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Dizileme (Sekans)

Dizileme calismasinda Illumina NovaSeq 6000 yeni nesil dizileme platformu
kullanildi. Bu basamakta 6rnek basi ortalama 30 milyon adet 150 bp uzunlukta ¢ift yonli
(paired-end) okuma elde edilmesi planlandi. Kiitiiphane 6l¢iimii, seyreltme ve yiikleme

islemleri, tiretici firmanin ilgili yonergeleri takip edilerek gerceklestirildi.

Biyoinformatik Analiz

Dizileme islemi sonrasinda, elde edilen okuma verilerinin kalite kontrolii
amaciyla FASTQC aract kullanmildi. Kalite degerlerine gore kirpma islemleri igin
Trimmomatic (v0.39) aract kullanildi. Kirpma sonrasinda eldeki diziler, Illumina
DRAGEN Bio-IT platformu ve RNA Pipeline is akist kullanilarak analiz edildi. Genel
siire¢ ve basamaklar Sekil 3.3.’te gosterilmistir. Bu analiz siirecinde, okumalar, sec¢ilen
genoma kirpilma boélgeleri dikkate alinarak (splice-aware) hizalama gerceklestirildi. Bu
uygulamada referans genom olarak ilgili organizmanin giincel referans genomu (Homo
Sapiens GRCh38.p13) kullanildi. Hizalama sonrasi annotasyonunda gen, ekzon ve
transkript bilgileri igcin GENCODE 40 veriseti kullanildi. Bu islem sonrasinda her bir
transkript lizerindeki okuma sayilar1 hesaplandi ve ardindan toplam okuma sayisina gore
normalize edildi. Gen basi okuma sayilarinin normalizasyonunda, her numunenin
ekspresyon dagilimlarinin tiim deney boyunca benzer olmasimi saglamak i¢cin TMM
algoritmasi kullanildi. Normalizasyon sonrasinda, gruplar arasi ifadesi degisen genleri
(Differentially Expressed Genes) belirlemek i¢in edgeR R paketi kullani1ldi. Gen ontoloji
analizinde TopGO paketi ve Kolmogorov-Smirnov (KS) istatistiksel testi kullanildi.
Yolak analizlerinde clusterProfiler paketi kullanildi. Grup i¢i ve gruplar arasi istatistiksel
karsilastirma calismalarinin diizenlenmesi, veri gorsellestirme uygulamalar1 ve rapor

olusturulmasinda R betikleri kullanildi.

Gene Annotations Splice

GTF/GFF* Junctions
_— 1 ——
— 2 e— Gene Fusion*
— 3 =mm

FASTQ Decompress Spliced Mapping Position Compress FASTQ =[ 8|
BAM/CRAM Aligning Sorting BAM/CRAM |1 | 4=}
Transcript
Quantification
* Optional

Sekil 3.3. Biyoinformatik analiz is akisi. Illumina, Inc. (2024). lllumina DRAGEN Bio-IT
Platform v4.1 Kullanict Kilavuzu (sirim 4.1) (WEB4).
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3.10. mRNA Sekans Sonuclarimin Yorumlanmasi

mRNA sekans sonuglarinin firma tarafindan yapilan biyoinformatik analizleri
sonucunda, H520 ve SK-MES-1 hiicrelerinde MBH-1 verilen o6rneklerde, kontrol
orneklerine gore ifadesi degisen genlerin birbiriyle iliskili olduklart muhtemel yolaklar
analiz edebilmek amaciyla STRING, Cytospace, g:Profiler veri analiz programlarindan
yararlanildi. Bu analizler sonucunda H520 ve SK-MES-1 hiicre hatlarinda MBH-1’e bagl
olarak ifadesi istatistiksel olarak en fazla degisen genler ve etkiledikleri yolakla ilgili bir
hipotezde bulunuldu. Bu sonuglara gore 6ngoriilen gen ifadesi ve yolak degisimlerinin
validasyonu i¢in gerekli RT-PCR (Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu)

primerleri ve Western Blot antikorlar1 se¢ildi.

3.11. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Analizleri

3.11.1. RT-PCR Primer Dizilerinin Tasarlanmasi

mRNA sekans sonuglarinin istatistiksel analizleri ve veritabanlar1 kullanilarak
yapilan tahminler sonucunda, ifadesi degisen genlerin ve yolagin validasyonunun
yapilmasi ve kurulan hipotezin test edilebilmesi amaciyla PERK/EIF2a/ATF4/DDIT3
yolag1 ve apoptoz ile iliskilendirilen, 15 adet RT-PCR primeri “NCBI Primer blast”,
“UCSC genome browser” cevrimig¢i araclari kullanilarak tasarlanmistir. Kullanilan

primer dizileri Tablo 3.2.°de verilmistir.
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Tablo 3.2. RT-PCR ig¢in tasarlanan primer dizileri. F: forward, ileri; R: reverse, geri

DDIT3

TRIB3

ATF3

ATF4

ERN1

EIF2A

PINK1

PRKN

3.11.2.

F: GGTATGAGGACCTGCAAGAGGT
R: CTTGTGACCTCTGCTGGTTCTG
F: TGGTACCCAGCTCCTCTACG

R: GACAAAGCGACACAGCTTGA

F: CGCTGGAATCAGTCACTGTCAG
R: CTTGTTTCGGCACTTTGCAGCTG
F: TTCTCCAGCGACAAGGCTAAGG
R: CTCCAACATCCAATCTGTCCCG
F: CTCAGAGACAGCGCGAGTAG

R: ATCTCAGCCTAGCTGTCCCA

F: TCACACACATACCTCAGAATGCC
R: AGCAAGCTGACATAAGCCCC

F: CCCAAGCAACTAGCCCCTC

R: GGCAGCACATCAGGGTAGTC

F: GTGTTTGTCAGGTTCAACTCCA
R: GAAAATCACACGCAACTGGTC

c¢DNA Sentez Reaksiyonu

BAX

BCL2

CASP3

CASP8

DR5

F: GACCTCAACGCACAGTACGAG
R:AGGAGTCCCATGATGAGATTGT
F:ACCAAGCCGGATTTGCGATT
R:ACTTGCACTTGTTCCTCGTGG

F: AGAGGATGATTGCCGCCGT

R: CAACCACCCTGGTCTTGGATC
F: TTGGCCCCCGTTGCTT
R:CGGTTATCGTACCCCGTTCTC

F: GCAGCAAACCTCAGGGAAAC
R: TGTCGGCATACTGTTTCAGCA
F: TCTGGAGCATCTGCTGTCTG
R:CCTGCCTGGTGTCTGAAGTT

F: AGCACTCACTGGAATGACCTCC
R: GTGCCTTCTTCGCACTGACACA
CTCTTCCAGCCTTCCTTCCT
AGCACTGTGTTGGCGTACAG

Hiicrelerden izole edilen total RNA’nin cDNA’ya ¢evriminde “iScript™ cDNA

Synthesis Kit”” (Kat. No.: 1708891 Biorad) kullanild1 ve reaksiyon protokoliine uygun bir

sekilde gergeklestirildi. Reaksiyon karistmi Tablo 3.3.°de belirtilen miktarlarda
hazirlandiktan sonra 25C°’de 5 dakika, 46 C°’de 20 dakika, 95 C°’de 1 dakika

kosullarinda reaksiyonu gergeklestirildi. cDNA’ya cevrilen ornekler buz {izerine

alindiktan sonra aliquatlanarak 1/5 oraninda sulandirildi ve -20 C°’de saklandx.

Tablo 3.3. cDNA Sentez Reaksiyonu Formiilasyonu

5x iScript Reaction Mix 4 ul
iScript Reverse Transcriptase 1l
Niikleaz icermeyen su Degisken
RNA (100 fg-1 ng total RNA) 1 g
Toplam Hacim 20 ul
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3.11.3. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

MBH-1 uygulanan ve uygulanmayan H520, SK-MES-1, BEAS-2B hiicrelerinde
belirlenen genlerin degisen ekspresyon seviyelerini géstermek amaciyla iTaq Universal
SYBR® Green Supermix (2x) (Kat. No.: 1725121, Biorad) kiti kullanilarak, Tablo 3.4.’te
belirtilen miktarlarda ve 3 tekrarli olarak RT-PCR calismalar1 gergeklestirildi. PCR
sartlar1 95 °C’de 1 dakika 1 dongii, (95°C’de 5 saniye, 60°C’de 60 saniye) 40 dongii ve
65-95 °C aras1 0.5 °C hassasiyette erime egrisi (melting curve) olarak uygulandi. RT-PCR
calismalarinda Biorad CFX96 cihaz1 kullanildi.

Tablo 3.4. RT-PCR Formiilasyonu

Bilesen Miktar Final Konsantrasyon
iTaq Universal SYBR® Green Supermix (2x) Sul 1x

Forward ve reverse primerler 1l 500 nM (her bir primer)
cDNA 1l 100 ng

Niikleaz igermeyen su 2 ul -

Total hacim 10 ul -

RT-PCR c¢alismalarinda endojen kontrol olarak B-Actin kullanildi. Sonuglarin
analizi i¢in kat degisimleri (fold change) ve 224 metodu kullanild: (KJ Livak, 2001).

3.12. Western Blot Analizleri

3.12.1. Protein Izolasyonu ve Saflastirilmasi

MBH-1 uygulanan ve uygulanmayan olmak iizere H520, SK-MES-1 ve BEAS-
2B hiicrelerini igeren %80-90 hiicre yogunlugunda olan T25 flasklar 2’ser kere PBS ile
yikandi. Flasklara proteaz ve fosfataz inhibitorii (Kat No: BMP1001, Abbkine) iceren
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300-500 pl RIPA tamponu (Kat. No.: RIPA10x, Clearband) eklenerek 3 dakika buz
tizerinde bekletildi. Ardindan hiicre kaziyici (cell scraper) ile hiicreler toplanarak 30
dakika buzda bekletildikten sonra steril Eppendorf tiipe aktarilarak -80 °C’de saklandi.
Western Blot deneyleri yapilmak iizere saklanan proteinler, protein saflagtirma islemi
yapilmak tizere ¢ozdiiriildiikten sonra, 3 tekrarli olarak; 1 dakika max hizda vortex- 10
dakika buz inkiibasyonu serisi uygulandi. Ardindan, 1000 pl pipetle 30 kez dikkatlice
pipetaj-15 dakika buz inkiibasyonu serisi, sirasiyla 200 ul ve 100 ul pipetlerle uygulanda.
Son olarak +4 C°’de 10 dakika 16000 xg’de santrifiij edildi ve siipernatant temiz bir tiipe

alinarak protein saflastirildi.

3.12.2. Protein Miktarlarmin Belirlenmesi

Saflastirilan protein Orneklerinin miktarlart Bradford protein miktar tayini
yontemi ile gerceklestirildi. Sigir serum albiimini (BSA, Lot No.: 0K67583, Bioshop)
standartlar1 i¢in 2mg/ml stok olarak hazirlandi. Ardindan bu stok soliisyon kullanilarak
25, 12.5, 5, 2.5 ve 1 pg/ml olacak sekilde standart diliisyonlar1 hazirlandi. Protein
ornekleri, 1/1000 oraninda olacak sekilde sulandirildi. Hazirlanan orneklerin ve BSA
soliisyonlarmin her birinden 800 pl alindi ve her birine 200 pl Bradford reaktifi (Kat.
No:500-0006, BioRad) eklendi. Hazirlanan 6rnekler ve standartlar ii¢ tekrarli olarak 96
kuyucuklu plakalara koyuldu ve 595 nm dalga boyunda, Thermo Scientific Multiscan
Microplate Reader cihazi kullanilarak absorbans degerleri tespit edildi ve Skanlt Software

v7.0.2.5 ile protein miktarlar1 hesaplandi.

3.12.3. SDS-PAGE ic¢in jelin dokiilmesi, orneklerin yiiriitiilmesi ve transferi

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) jelinin dokiilmesi, proteinlerin
yiiklenmesi, yiiriitiilmesi ve transferi sirasinda kullanilan tampon ve ¢ozeltilerin hazirligi
asagida verilmistir. Separating (Ayristirma) ve Stacking (Yikleme) jellerinin

hazirlanmasi icin kullanilan kimyasallarin oranlar1 ve miktarlar1 Tablo 3.5.’te verilmistir.
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1,5 M Tris Base (pH: 8.8): Tris (Kat. No: BP152-500, Fisher Bioreagents)

kimyasalindan 18.17 gr tartildi ve yaklagik 80 ml dH>O ile ¢oziildii. pH: 8.8’e ayarlandi,
dH20 ile 100 ml’e tamamland1 ve 0.8 um’lik filtreden gecirilerek +4 C°’de saklandi.

0.5 M Tris Base (pH: 6.8): Tris kimyasalindan 6.04 gr tartild1 ve yaklagik 80 ml
dH>O ile ¢oziildii pH: 6.8’¢ ayarlandi, dH>O ile 100 ml’e tamamlandi ve 0.8 um’lik
filtreden gecirilerek +4 C°’de saklandi.

%10 Sodium Dodecyl Sulfate (SDS): 10 gr SDS (Kat. No.:L3771-100G, Sigma)

tartildi, 100 ml dH>O ile ¢6zildii ve 0.8 um’lik filtreden gecirilerek oda sicaklifinda

saklandi.

%10 Amonyum persiilfat (APS): 0.1 gr APS (Kat. No: A3678-100G, Sigma)
tartildi ve 1 ml dH2O ile ¢oziildii ve +4 C°’de 3 giine kadar saklandi.

4X Yiikleme tamponu: 90 pl Laemli Buffer (Kat. No.: 1610747, BioRad), 10 pl
B-merkaptoetanol (Kat. No.:805740, MerckMillipore)

Running (Yiirtitme) Tamponu (25 mM Tris, 190 mM Glisin, %0.1 SDS): 3.028 gr
Tris Base, 14.26 gr Glisin (Kat. No: G-630-500, Goldbio) ve 1 gr SDS tartild1 ve dH>O

ile ¢oziilerek 1000mL’ye tamamlandi.

Transfer Tamponu (25 mM Tris, 190 mM Glisin, %0.05 SDS): 3.028 gr Tris Base,
14.26 gr Glisin ve 0.5 gr SDS tartild1 ve dH2O ile ¢oziilerek 1000mL’ye tamamlandi. Ayri

bir meziire 250 ml metanol koyuldu. Transfer islemine kadar tampon ve methanol 4°C’de

sogutuldu. Transfer isleminden hemen 6nce tampon ve metanol karigtirildi.
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Tablo 3.5. Western blot jel hazirlama formiilasyonlari.

Separating Separating Stacking

(Aynistirma) Jeli (Ayristirma) Jeli | (Yiikleme) Jeli

%10 (2 jel i¢in) %12 %S5
ddH:0 9,23 ml 4,33 ml 3,05 ml
%30 Akrilamid/ bis-akrilamid 7.5 ml 4 ml 850 ul
1.5 M Tris pH: 8.8 5,63 ml 2.5 ml B
0.5 M Tris pH: 6.8 B B 125 ml
10 SDS 225l 100 pl 50 ul
%10 APS 112,5 ul 50 ul 25 ul
TEMED 11,25 ul Sul Sul
Toplam ~22,70 ml ~ 10,90 ml ~5,23 ml

Western blot calismalarinin her asamasi Mini-PROTEAN (BioRad) sistemi
kullanilarak gerceklestirildi. Jel dokiimii i¢in sistemin kalin ve ince camlari etanol ile

silinerek temizlendi ve sistemin jel dokme aparatina 45°’lik agtyla yerlestirildi. Oncelikle

ayristirma jeli Tablo 3.5.te verilen formiilasyona gore hazirlandi. En son tetrametil
etilendiamin (TEMED) koyulduktan sonra seri ve nazik sekilde miimkiin oldugunca
koptirtmeden karistirildi ve kalin camin {ist kismindan 1 cm kalacak sekilde dokiildii.
Vakit kaybetmeden iistiine 1 ml izopropanol dokiildii. Ayristirma jeli tamamen polimerize
oldugunda izopropanol kurutma kagidi yardimiyla alind1 ve yiikleme jeli Tablo 3.5te
verilen formiilasyona gore hazirlanarak dokiildii. Ardindan 10 kuyucuklu 1,5 mm taraklar
nazikge yerlestirildi ve jelin polimerize olmasi i¢in yaklasik 40 dakika beklendi. Dokiilen
ayristirma jeli polimerize olurken ornekler yiiklemek igin hazirlandi. Daha 6nceden
konsantrasyonlar1 tayin edilen 6rneklerden 50 pg olacak sekilde alinarak, yiiklenecek
ornek hacminin 1/3’l oraninda 4x yilikleme tamponu eklendi ve 95°C’de 5 dakika
kaynatildi. Tamamen polimerize olmus olan SDS-PAGE jel, sistemin yiiriitme tankina

alind1 ve yiirlitme tamponu eklendi. Hazirlanan ornekler kuyulara yiiklendi ve once
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90V’de, bantlar jelin yarisina ulagtiginda 100V’de olmak iizere toplam 2 saat yiiriitiildii.
Yiiriitme islemi ile ayrisan protein drnekleri, SDS-PAGE jelden Polivinilidin Floriir
(PVDF, Kat. No: IPVH00010, Merck Millipore) membrana, daha dnceden hazirlanan
transfer tamponu i¢inde, +4 °C’te 90 mAmp’de 16 saat siiresince 1slak transfer yontemi

ile transfer edildi.

3.12.4. immunoblotlama

PVDF membrana transfer olan protein ornekleri, immiinoblotlama i¢in ilgili
primer antikorla isaretlendi. Bunun i¢in, membran %5'lik yagsiz siit tozu (Kat. No:
SK1400.250, Bioshop) igceren 25 mM Tris pH:7.6, 34 mM NaCl (Kat. No: 7647-14-5,
AFG Bioscience), %1 Tween 20 (Kat. No:1706531, BioRad) ile hazirlanan TBS-T
cozeltisi icinde oda sicakliginda 1 saat bloklandi. Daha sonra membran ilgili primer
antikorlar ile 1-200-1:1000 oranlarinda hazirlanan %)5'lik siit tozu i¢eren TBS-T
soliisyonu ile 4°C’de 1 gece boyunca galkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi biten
membran oda 1sisinda TBS-T soliisyonu ile 10’ar dakika olacak sekilde 3 kez yikandi.
Yikama isleminin ardindan membran ilgili HRP (Horseradish Peroksidaz) bagli sekonder
antikor (Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody Kat. No: 7074P2, Cell Signaling) ile
1:2000 oraninda hazirlanan %5'lik siit tozu iceren TBS-T soliisyonu ile oda sicakliginda
1 saat boyunca calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi biten membran, TBS-T
soliisyonu ile 10’ar dakika olacak sekilde 3 kez yikandi. Yikama islemleri sonunda
membran, cithazin goriintiileme standina alinarak {izerine 2-3 ml Enhanced
Chemiluminescence (ECL Kat. No: 1705061, Biorad) soliisyonu eklendi ve membran
Odyssey ® Fc Imaging System (LI-COR Biosciences) goriintiileme cihaz tarafindan 10
dakika siiresince fotograflandi. Elde edilen bantlar LiCOR Image Studio versiyon 5.5

programinda yogunluklar1 hesaplanarak degerlendirildi.

Kullanilan antikorlar: EIF2a (Kat. No:E-AB-31295, Elabscience), pEIF2a (Kat.
No:28740-1-AP, ptglab), Casp-3 (Kat. No:1226, Santa Cruz), P53 (Kat. No:1311, Santa
Cruz), Casp-12 (55238-1-AP, Ptglab), GAPDH, sekonder antikor (Anti-rabbit [gG, HRP-
linked Antibody Kat. No: 7074P2, Cell Signaling).
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3.13. istatistiksel Analiz

Calisma boyunca yapilan deney sonuglarinin istatistiksel analizinde Graphpad
Prism 8.0 programi kullanildi. Veriler parametrik test varsayimlarmi sagladiginda iki
grubun karsilagtirilmasit Student T testi ile analiz edildi. Veriler parametrik test
varsayimlarini saglamadiginda iki grubun karsilastirilmasinda nonparametrik Mann
Whitney U testi kullanildi. mRNA sekans verilerinin degerlendirilmesinde, Gen Ontoloji
analizinde TopGO paketi ve Kolmogorov-Smirnov istatistiksel testi kullanildi. Grup igi
ve gruplar arast istatistiksel karsilagtirma ¢aligmalarinin = diizenlenmesi, veri
gorsellestirme uygulamalar1 ve rapor olusturulmasinda R betikleri kullanildi. RT-PCR
sonuglart i¢in 2744 Livak (2001) metodu kullanilarak, MBH-1 grubu &rneklerinin,
kontrol orneklerine goére kat degisim (fold change) degerleri hesaplandi. Verilerin
istatistiksel anlamliliklar1 Student T testi ile analiz edildi. Tiim istatistiksel analizlerde,

p<0.05 degerine sahip sonugclar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4.1. MBH-1’in Sitolojik Etkisinin Cevrimici Prediktif Veri Tabanlarinda Analiz

Edilmesi

MBH-1 molekiiliiniin kimyasal yapist “PASS online” (way2drug) veritabanina

cizildi ve biyolojik aktivitelerinin tahminleri Pa, Pi degerleriyle ortaya koyuldu. Yapilan

taramada MBH-1 molekiiliiniin, hepatoprotektan, insiilin promotoru, antineoplastik,

Kaspaz-3 uyarici, apoptoz uyarici, lipid metabolizmasi diizenleyici, transkripsiyon

faktorii NK-kB uyarici gibi bir ¢ok hiicresel siiregte rol alabilecegi sonucu elde edildi.

T M NN : e
A% 2 ) online Secl TAN (Lag.cu) Ga
Home Definitions Products Servees FAQ Contacts
5
[ Ereaqt oew comoorg Yeschoengs Memercoaros ol
.
>
J U C

® Al Pa>Pi Pa>0,3 Pa>0,7 | ok

[PallPi

Actrity

10,969 0,001

Hepatoprotectant

10,544 0,002

Losulin promoter

10,938 0,003

Caspase 3 stimulant

10,9320,003

Lipid metabolism regulator

10,921°0,001

Trunscription fa stimulant

10,92110,001

Transcription factor NF kappa B stumulant

10,920 0,002

Chemopreventive

10,917 0,002

Membrane integrity antagonist

[0.917 0,005

Antineoplastic

10,902 0,004

Apoptosis agonist

Sekil 4.1. MBH-1"in PASS veritabaninda yapilan biyolojik aktivite tahmini.
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4.2. MBH-1 Dozunun Belirlenmesi

Calismada kullanilan H520, SK-MES-1 ve BEAS-2B hiicrelerinde deney
stiresince kullanilacak olan optimum dozu bulmak i¢in MBH-1, 2.5, 5, 10, 20, 30, 40, 50
yl dozlarinda alinarak 0, 24, 48, 72 saat olarak hiicre hatlarina uygulanmisti. Coziicii
olarak kullanilan DMSO’nun konsantrasyonu sitotoksik olmadigi aralikta tutuldu
(<%0.5), bu baglamda kontrol olarak ayni dozlarda yalnizca DMSO eklenen

kuyucuklarda hiicre canliliklar1 arasinda herhangi bir fark goriilmedi.

Cvdk-8 kiti kullanilarak, Promega Glomax-Multi Microplate Reader cihazinda
yapilan absorbans degerleri GraphPad Prism 8 programinda islenerek IC50 degerleri ve
grafikleri saptandi. SK-MES-1, H520 skuamoz hiicreli akciger kanseri hiicre hatlari i¢in
IC50 araliginda fakat kontrol hiicre hatt1 BEAS-2B i¢in letal olmayan optimum doz 40 yl
yani 80yM olarak belirlendi (Sekil 4.2.).

Table of results x
| Monlin fit A B -
Table of results H520 SK-MES-1 BEAS-2B

1 log(inhibitor) vs. normalized response - Variable slope
2 Bestfit values

3 LoglC50 1.582 1612 1.764

E HillSlope -1.834 2172 -4 533

5 IC50 3821 40.96 58.07

5 95% CI (profile likelihood)

T LoglC50 1.524 to 1.638 1.564 to 1.659 1.730 to 1.802
8 HillSlope -2.513to -1.352 -2.946 to -1.620 -6.813 to -3.331
9 IC50 3343t043.41 36.68 to 45.65 53.69 to 63.43
10 Goodness of Fit

11 Degrees of Freedom 16 16 16

12 R squared 0.9441 0.9528 0.9546

13 Sum of Squares §90.1 796.1 703.0

14 Sy x 7459 7.049 6.629

15

16 Number of points

17 # of X values 18 18 18

18 #Y values analyzed 18 18 18

Sekil 4.2. H520, SK-MES-1, BEAS-2B hiicre hatlarinin IC50 hesaplama sonuglari.
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Her bir hiicre hatt1 i¢in doz/yanit grafigi olusturuldu (Sekil 4.3.- Sekil 4.5). Yapilan
hesaplamalarla olusturulan grafiklerde x-ekseni, Log[inhibitor dozu]; y-ekseni, normalize
edilmis absorbans degerleri ile temsil edilmektedir. Bununla birlikte, tiim hiicre hatlar1

icin 48. saat (Sekil 4.6) ve 72. saat (Sekil 4.7.) doz/yanit hesaplamalar1 da yapilarak

grafikleri olusturuldu.

BEAS-2B 24sa
150

” -~ MBH-1
c IC50=58.07 pl
3 -# DMSO
[

8 100 - —9
o]
<

)
N
© 50

£

S

(o}

4

0 T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Log[3a-Asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-oik asit]
Sekil 4.3. BEAS-2B hiicre hatt1 24. sa doz/yanit grafigi.
H520 24sa
150

* ¥ MBH-1
c IC50=38.21 pl

8 -# DMSO
) 100

@ * ¥

o]

<

N 504

©

£

o

4 0 T T T % 1

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Log[3a-Asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-oik asit]

Sekil 4.4. H520 hiicre hatt1 24 saat doz/yanit grafigi.
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SK-MES-1 24sa
150

" S MBH-1
2 IC50= 40.96 pl
8 = DMSO
[
§ 100
< 3
@
N
S 50
£
.
(o}
=
0 1 | 1 | 1

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Log[3a-Asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-o0ik asit]

Sekil 4.5. SK-MES-1 hiicre hatt1 24 sa doz/yanit grafigi.

MBH-1 molekiiliiniin 24. saatte IC50 dozu H520 hiicre hattinda 38,21l (76,42
uM, 3,82 pg) SK-MES-1 hiicre hattinda 40,96 ul (81,92 uM, 4,10 ng), BEAS-2B hiicre
hattinda ise 58,07 ul (116,14 uM, 5,81 pg) olarak hesaplandi.

160 48 saat tum hucreler
% SK-MES-1
-+ BEAS-2B

100 -# H520

50

Mormalize Absorbans

0 1 | | 1
0.0 0.5 1.0 1.5 .0 2.5
Lag[la-Asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-oik asit]

Sekil 4.6. Tiim hiicrelerin 48. sa doz/yanit grafigi.
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72 saat tum hucreler
150
4 SK-MES-1

& BEAS-ZB
100 . = H520
* iﬁ‘-
h
\

0 T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Leg[la-Asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-o0ik asit]

Mormalize Absorbans

Sekil 4.7. Tiim hiicrelerin 72. sa doz/yanit grafigi.

H520 ve SK-MES-1, BEAS-2B hiicre hatlarinda MBH-1 molekiiliiniin efektif
doz/zaman araliZin1 bulmak amaciyla yapilan 48. saat IC50 (H520: 58,22 uM, SK-MES-
1: 63,8 uM, BEAS-2B: 99,36 uM) ve 72. saat IC50 (H520: 47,38 uM, SK-MES-1: 51,8
uM, BEAS-2B: 66,68 uM) hesaplamalari sonucunda, sonraki deneylerde 24. saat

dozlarmin kullanilmasina karar verildi.

4.3. MBH-1’in Apoptotik Etkisinin Annexin V-FITCH/ PI Floresan Isaretleme ile

Degerlendirilmesi

MBH-1’in BEAS-2B, H520 ve SK-MES-1 hiicre hatlar1 iizerindeki apoptotik
etkisini aragtirmak amaciyla Annexin V- FITCH/PI apoptoz kitiyle erken apoptotik, ge¢
apoptotik ve nekrotik hiicreler isaretlenerek floresan mikroskopta goriintiilendi (Sekil

4.8.-4.10.).

Annexin V-FITC (yesil floresan) ve non-vital boya olan propidyum iyodiir
(kirmiz1 floresan) ile ayni zamanda yapilan boyama, canli hiicreler (FITC-PI-), erken
apoptotik hiicreler (FITC+PI-) ve ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicrelerin (FITC+PI+)

boyanma durumlarina gore birbirinden ayirt edilmesine izin verir.
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BEAS-2B Kontrol BEAS-2B MBH-1

Sekil 4.8. BEAS-2B hiicrelerinin 24. saatte apoptotik durumlarini gésteren floresan mikroskobi
goriintiileri. Mavi ok: apoptotik hiicre, turuncu ok: gec apoptotik hiicre.

H520 Kontrol H520 MBH-1

Sekil 4.9. H520 hiicrelerinin 24. saatte apoptotik durumlarini gosteren floresan mikroskobi
goriintiileri. Mavi ok: apoptotik hiicre, turuncu ok: gec apoptotik hiicre.

SK-MES-1 Kontrol SK-MES-1 MBH-1

Sekil 4.10. SK-MES-1 hiicrelerinin 24. saatte apoptotik durumlarini gosteren floresan
mikroskobi goriintiileri. Mavi ok: apoptotik hiicre, turuncu ok: ge¢ apoptotik hiicre.
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Sekil 4.11. BEAS-2B, H520, SK-MES-1, hiicrelerinin kontrol ve MBH-1 uygulanan
gruplarinda apoptotik ve ge¢ apoptotik/nekrotik hiicre sayilarinin karsilagtirmasi (ns: p>0,05
anlamli degil, *:p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001).

Annexin V- FITCH/PI apoptoz kiti kullanilarak isaretlenen hiicrelerin floresan
mikroskopta gorlintiilenmesinin ve sayiminin sonucunda MBH-1 uygulanan ii¢ hiicre
hattinda genel olarak apoptozun arttig1 (p<0,01), bununla birlikte H520 ve SK-MES-1
hiicrelerinde bu artisin daha belirgin oldugu gozlemlendi (Sekil 4.11.). Geg apoptotik ve
nekrotik hiicre sayillarinda MBH-1 uygulamasina bagli olarak artis goriiliirken, bu artig
H520 (p<0,001) ve SK-MES-1 hiicrelerinde anlamliydi (p<0,01).

4.4. MBH-1’in Hiicre Migrasyonuna Etkisinin Yara Iyilesme Durumlarina Gére

Degerlendirilmesi

MBH-1 uygulanan ve uygulanmayan hiicrelerin migrasyon durumlari, olusturulan
yara izinin kapanma durumuna bakilarak incelendii MBH-1 uygulanan H520
hiicrelerinde hiicre proliferasyonunun engellendigi ve kontrol hiicrelerinde MBH-1
uygulanan hiicrelere gére daha hizli kapanma oldugu gézlemlendi (Sekil 4.12.). SK-
MES-1 hiicrelerinde, MBH-1 uygulanan hiicrelerde, kontrollerine goére migrasyon
anlamli olarak engellendi ve kontrol hiicrelerinde tam kapanma goriiliirtken MBH-1
uygulanan hiicrelerde kapanma olmadig1 gozlemlendi (Sekil 4.12.). BEAS-2B normal
akciger bronsiyal epitel hiicreleri ile MBH-1 uygulanmayan kontrolleri arasinda fark

gozlemlenmedi. iki hiicre grubunda da yara izi tamamen kapandu. (Sekil 4.12.).
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0 S 4 Sa - 48 Sa | 72 S v

BEAS-2B BEAS-2B
KONTROL MBH-1 KONTROL

H520

H520
MBH-1

SK-MES-1
KONTROL

SK-MES-1
BH-1

Sekil 4.12. H520, SK-MES-1 ve BEAS-2B hiicrelerinin kontrol ve MBH-1 uygulanan
gruplarinda yara iyilesme durumlari.

Yara iyilesme analizleri, ImageJ programinin yara iyilesme analizleri i¢in
gelistirilen eklentisi kullanilarak gerceklestirildi (Suarez-Arnedo vd., 2020). Olusturulan
yara izi alaninin 0-72. saat zaman araligindaki yiizdeleri, herbir hiicre hatt1 i¢in ayr1

grafiklerde sunulmustur (Sekil 4.13- 4.15.).
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Sekil 4.13. BEAS-2B hiicre hattinda, yara izi olugturulan alan yiizdesinin zamana bagl
degisimi.

H520
20
Bl Kontrol
15 MBH-1
c
K]
< 10
X
5_
0- T T T T
0 24 48 72
Zaman

Sekil 4.14. H520 hiicre hattinda, yara izi olusturulan alan yiizdesinin zamana bagl degisimi.
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Sekil 4.15. SK-MES-1 hiicre hattinda, yara izi olusturulan alan yiizdesinin zamana bagl
degisimi.
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Programda hesaplanan yara izi genisligi degerleriyle (pixel) yapilan istatiksel
analiz sonucunda, BEAS-2B hiicre hattinda MBH-1 ve kontrol 6rnekleri arasinda fark
goriilmedi (p>0,5). H520 hiicre hattinda da MBH-1 ve kontrol 6rnekleri arasinda 0-72
saat araliginda degerlendirilen yara izi genisligi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark goriilmedi (p>0,5) Fakat 72.saat gorintileri karsilastirildiginda MBH-1
orneklerinde, kontrole gore hiicre sayisinda azalma ile birlikte, yara izi alaniin yine
kontrole gore neredeyse 2 kat1 kadar daha genis (%16 ve %9) oldugu gozlemlendi. SK-
MES-1 hiicre hattinda ise MBH-1 ve kontrol 6rneklerinin yara izi kapanma durumlari

istatiksel olarak anlamli bir sekilde farkliyd1 (p<0,01).

4.5. MBH-1’in Soft Agarda Koloni Olusumuna Etkisinin Degerlendirilmesi

Kanser hiicrelerinin ankoraj-bagimsiz biiylime yetenegini degerlendirmek ig¢in
kullanilan soft agar koloni olusturma deneyi, kritik bir yontemdir. Normal hiicreler,
biiylimek i¢in yiizeylere tutunmaya ihtiya¢ duyarken, kanser hiicreleri bagimsiz olarak
cogalma yetenegine sahiptir. Bu deneyle, MBH-1 uygulamasinin hiicrelerin tiimorigenik
potansiyelini ve malignite derecesini nasil etkiledigi incelendi. MBH-1 uygulanan
hiicrelerin genel olarak daha az ve daha kiiglik koloniler olusturdugu gézlemlendi. Bu
fark, H520 ve SK-MES-1 hiicrelerinde sayica daha belirgindi ve istatistiksel olarak
anlamli fark vardi (sirasiyla, p<0,01; p<0,001). BEAS-2B hiicrelerinde MBH-1 ve
kontrol gruplar1 sayica daha yakin olmakla birlikte, koloni olusumlar1 ¢ok daha kiigiiktii
ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). H520 ve SK-MES-1
hiicrelerinde MBH-1 uygulanan gruplarda, kontrole gore daha kiiciik ve sayica daha az

koloni gozlemlendi (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.16. BEAS-2B, H520, SK-MES-1 hiicrelerinin kontrol ve MBH-1 uygulanan gruplarinda

goriintiilenen koloni olugumlari. (ns: p>0,05 anlamli degil, *:p<0,05, **: p<0,01,

4.6. mRNA-sekans Analizi ile MBH-1 Uygulamasina Bagh Olarak

Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

***: p<0,001).

Degisen Gen

MBH-1 uygulanan ve uygulanmayan kontrol olmak iizere H520, SK-MES-1 ve

BEAS-2B hiicre hatlarindan segilen 6 6rnegin gen ekspresyon profilinin ¢ikarilmasi

hedeflenerek yeni nesil dizileme yontemi ile RNA dizileme islemi gerceklestirildi. Analiz

sonucunda, her bir 6rnekteki genlerin ekspresyon profilleri tespit edildi ve secilen gruplar

istatistiksel yontemlerle karsilastirilarak anlamli degiskenlik gosteren gen,

ve yolaklar1 raporlandi.

gen ontolojisi
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Tablo 4.1.’de ilgili 6rneklerin adlari, deney gruplari, dizileme sonucunda elde edilen
okuma sayilar1 ve bu okumalarin ne kadarinin genoma hizalandig yer almaktadir. Toplam
okuma siitunu numuneden elde edilen toplam okuma sayisini; hizalanan okuma siitunu,
genoma hizalanan okumalarin sayisini; hizalama orami siitunu, genoma hizalanan
okumalarin oranini; hizalanmayan okuma, genoma hizalanamayan okumalarin sayisini;
Q30 Kalite Orani1 ise Q30 ve daha tistiinde Phred kalite skoru alan okumalarin oranini

belirtmektedir.

Tablo 4.1. Calisilan 6rneklere ait grup bilgileri, okuma sayilar1 ve hizalama degerlerleri

Toplam Hizalanan Hizalanmayan | Q30 Kalite Hizalanma
Orani Orani

Kontrol

BEAS-2B K 83.629.920 82.420.089 1.209.831 %93,92 %98,55
H520 K 91.746.730 91.288.851 457.879 %94,16 %99,50
SK-MES-1 K 79.598.608 79.320.726 277.882 %93,72 %99,65
Deney

BEAS-2B MBH-1 102.955.836 | 101.865.297 | 1.090.539 %93,74 999,65
H520 MBH-1 85.214.938 84.927.886 287.052 %93,33 999,66
SK-MES-1 MBH-1 | 71.150.022 70.854.692 295.330 %93,99 %99,58

Genoma hizalama sonrasinda, her bir transkriptom elemanina (gen veya ekzon)
diisen okuma sayilar1 hesaplandi. Elde edilen veri seti, ekspresyon gosteren ve
gostermeyen genlerin bir karigimini igerir. Ancak bu karigim icerisinde, bazi1 genler
orneklerin biiyiik bir kisminda ¢ok diisiik oranda ekspresyona sahip olabilir veya hig
ekspresyon gostermeyebilir. Ileri analizlerin giivenilirligini saglamak amaciyla, bu tiir
genler veri setinden ¢ikarildi. Takip eden analizler, normalize edilmis veriler iizerinden

gerceklestirildi.

Sekil 4.17.’deki 1s1 grafigi (heatmap), en yiiksek ekspresyon profiline sahip ilk 50
genin, 0rnek gruplarindaki ekspresyonlarini gostermektedir. Is1 grafiginde yer alan 6rnek
ve genler, profil benzerliklerine gére de her iki eksende kiimelenmis ve benzerlikler

dendrogramlar ile gorsellestirilmistir.
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Sekil 4.17. En yiiksek ekspresyon profiline sahip 50 genin, drnek gruplaridaki ekspresyon
dagilimi. (N.counts, Normalize edilmis okumalar)

Firma tarafindan yapilan ilk analizde, H520, SK-MES-1 ve BEAS-2B
hiicrelerinin MBH-1 uygulanan 6rnekleri deney grubu, MBH-1 uygulanmayan 6rnekleri
ise kontrol grubu olarak belirlendi. Diferansiyel ekspresyon (Differently Expressed
Genes, DEG) analizi, normalize edilmis okuma sayilar1 lizerinden, deney gruplari
arasindaki anlamli ekspresyon degisikliklerini tespit etmek amaciyla kullanildi. Tablo
4.2.'de, DEG analizi sonrasinda her bir karsilastirma grubunun detaylar1 ve anlamli (FDR

< 0.05) farklilik gosteren genlerin sayilari yer almaktadir.
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Tablo 4.2. Karsilastirma gruplar1 ve anlamli farklilik gésteren genlerin sayilari.

Kontrol Grubu Deney Grubu Degismeyen Ekspresyonu Ekspresyonu
Genler Artan Genler Azalan Genler
BEAS2BK, BEAS2BMBHI1, 9182 5 1
H520K, H520MBHI,
SKMES1K SKMESIMBHI1

Karsilastirma i¢inde yapilan analize gére FDR (False Discovery Rate) 0,05’ten

kiiclikse istatistiksel olarak anlamli kabul edildiginde, bes adet gende anlaml1 ekspresyon

artist; bir adet gende anlamli ekspresyon diisiisii tespit edildi. Sekil 4.18.’de en anlaml

FDR degerine sahip 5 genin normalize edilmis okuma degerlerine gore dagilimlari

gosterilmektedir.

Marmalized Courts
-
o
&
£

CHACL DDIT3 GDF15 TRIB3

200

& ex ex ex
Group

Sekil 4.18. En anlamli degiskenlik gosteren 5 genin normalize edilmis okuma dagilimlari.

Tablo 4.3.’te ise H520, SK-MES-1 ve BEAS-2B hiicrelerinin deney ve kontrol grubu

arasinda yapilan karsilastirmada ekspresyonu degisen ilk 10 gen FDR degerlerine gore

siralanmastir.
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Tablo 4.3. FDR ile diizeltilmis P degerine gore en anlamli degiskenlik gosteren 10 gen

Gen ve Transkript LogFC logCPM P Degeri FDR
?ussr:r.s::mnn'?:sm.:? 2.81 A 7.88 7.25 x 10-% *3.33 =102
GDF1S isociss 418 A 7.15 4.61 x 10-¢ ©3,33 x 102
DDITS  ireionas 3.91 4 7.67 1.34 x 10-5 *3.99 x 10-2
52;5%301?!!955.13 3.74 A 5.22 1.74 = 10°F ¥ 3.99 x 102
!\E;]-::.E?a:mcuss.‘.? 3.14 4 6.94 2.50 = 10°F * 4,59 x 1072
EEEE’.I?J%O??-MJ‘.P_‘_ -1.76 ¥ 8.96 3.03 x 107° *4.64 x 1072
SESNZ 3.00 & 4,97 4,76 = 10-5 5.83 = 10-2

ENSGOO0D01307T66.5

TUBEL 2.38 & 4.76 8.25 x 1075 5.83 % 1072

ENSGOO0D0074936.14

IGFBP3 250 ¥ 8.42 5.85 x 1075 5.83 x 1072

ENSGOO0001466T4.16

KRT7 s 2
R 0013548047 -1.87 ¥ 9.12 6.78 x 10 5.83 x 10

LogFC: Logaritmik kat degigim oram (Logarithmic Fold Change)
logCPM: Log2 normalize edilmis ortalama okuma degeri (Logarithmic Count Per Million)

FDR: Dizeltilmig P degeri (False Discovery Rate)

4.7. mRNA-sekans Analizi ile MBH-1 Uygulamasina Bagh Olarak H520 ve SK-

MES-1 Hiicre Hatlarinda Degisen Gen Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

H520, SK-MES-1, BEAS-2B hiicrelerinde yapilan analizlerin sonrasinda
karsilagtirmali biyoinformatik analizler, yalnizca SHAK hiicre hatlarinda, MBH-1 grubu
ve kontrol grubu arasinda tekrar edildi. Boylece, karsilastirmali analizlerin H520 ve SK-
MES-1 hiicre hatlar1 6zelinde yapilmasi, BEAS-2B hiicrelerinden farkli olan gen

ekspresyon profillerinin, sonuglarin anlamliligina olan etkisini ortadan kaldird.

SHAK hiicre hatlar1t H520 ve SK-MES-1 arasinda yapilan bu karsilastirma
sonucunda istatistiksel olarak anlamli olan (p<0,01, FDR<0,05) genler listelendi. Bu
analiz sonucunda MBH-1 uygulanan H520 ve SK-MES-1 hiicrelerinde, kontrole gore 11
mitokondriyal genin ekspresyonunun azaldigi ve 10 genin ekspresyonunun arttigi tespit

edildi (Tablo 4.4.).
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Tablo 4.4. SK-MES-1 ve H520 hiicrelerinde MBH-1 ve kontrol grubu arasinda yapilan
karsilastirmada ekspresyonu degisen genler ve istatistiksel anlamlilik diizeyleri.

Transcript

LogFC

LogCPM

F Degeri

P Degeri

FDR

Gen

ENSG00000198840.2

-4,76636

11,07464848

230,1156795

9,25795E-06

0,029375

MT-ND3

ENSG00000198712.1

-4,25503

13,07585548

641,7186831

5,44834E-07

0,005186

MT-CO2

ENSG00000198786.2

-3,30916

9,368085161

100,7941803

8,67175E-05

0,043739

MT-ND5

ENSG00000198763.3

-3,30742

11,63958353

305,8288925

4,23676E-06

0,020165

MT-ND2

ENSG00000198727.2

-2,68821

10,14806335

116,3622167

5,90214E-05

0,04013

MT-CYB

ENSG00000198804.2

-2,49881

12,38586972

207,1223451

1,23504E-05

0,029391

MT-CO1

ENSG00000198888.2

-2,3248

11,1691021

109,1641112

7,00528E-05

0,041677

MT-ND1

ENSG00000198886.2

-2,10417

12,28564478

132,3405442

4,17347E-05

0,039727

MT-ND4

ENSG00000212907.2

-2,05558

12,44095414

145,8973541

3,20596E-05

0,038147

MT-ND4L

ENSG00000198938.2

-1,81694

12,97518862

132,6322292

4,14873E-05

0,039727

MT-CO3

ENSG00000173812.11

2,020239

11,05758135

106,1197084

7,55656E-05

0,042312

EIF1

ENSG00000044574.9

2,873678

10,03746789

111,1281198

6,67828E-05

0,041677

HSPAS5

ENSG00000177606.8

3,882077

7,371461817

121,3947038

5,267E-05

0,04013

JUN

ENSG00000130513.7

4,112293

7,422454737

91,5946242

0,000111907

0,04842

GDF15

ENSG00000125148.7

4,252681

11,83908629

121,4378907

5,26196E-05

0,04013

MT2A

ENSG00000175197.13

4,401443

7,847337497

178,9122944

1,84186E-05

0,035065

DDIT3

ENSG00000087074.8

4,451763

7,526012974

149,2871899

3,01252E-05

0,038147

GADD34

ENSG00000162840.4

4,602519

5,310677915

95,04669881

0,000101416

0,048269

MT2P1

ENSG00000187193.9

5,116518

10,00388713

100,5400143

8,73041E-05

0,043739

MT1X

ENSG00000162772.17

5,802065

7,509849015

157,3998295

2,60966E-05

0,038147

ATF3

ENSG00000146592.17

6,079342

3,512358524

91,78196822

0,000111301

0,04842

CREBS

Anlaml ekspresyon degisimi goriilen bu genlerin birbirleriyle iliskileri STRING

veritabaninda gosterildi (Sekil 4.19). STRING veritabaninda ¢izilen bu etkilesim semasi,
ekspresyonu degisen baslica genlerin, veritabanlarinca eslestirilen ya da deneysel olarak
ortaya koyulan bilinen etkilesimlerini veya tahmin edilen olas1 etkilesimlerini ortaya

koyar.
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Sekil 4.19. H520 VE SK-MES-1 hiicre hatlarinda ekspresyonu degisen genlerin STRING
veritabaninda iligkilendirilmesi.

H520 ve SK-MES-1 hiicre hatlarinda MBH-1 uygulamasiyla ekspresyonu degisen
genleri ve hiicresel stireclere etkilerini kiimiilatif olarak degerlendirebilmek amaciyla
G:Profiler ¢evrimigi veri analiz programi kullanildi. Bu veritabaninda ekspresyonu
degisen genlerin; Gen Ontoloji (molekiiler fonksiyon, biyolojik siireg, hiicresel bilesen)
ve KEGG, REACTOME, Wikipath yolak analizleri yapildi1 (Sekil 4.20.). Boylece gen
setlerinin, belirli biyolojik siireclerle veya yolaklarla hangi derecede iliskili oldugu,

genlerin belirli biyolojik yolaklar iizerindeki etkileri ve iliskileri analiz edildi.

REACTOME yolak analizinde, tiim gen setlerinin iligkili oldugu hiicresel uyarana
yanit, strese hiicresel yanit siirecleri one ¢ikt1 (Sekil 4.21.). Ekspresyonu azalan

mitokondriyal genler elektron taginimi ve hiicresel enerjiyle ilgili genlerdi (Tablo 4.4.).
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Ekspresyonu artan EIF1, HSPAS, JUN, GDF15, DDIT3, GADD34, ATF3 ve CREBS
genleri ise ER stresi ile ilgili genlerdi (Tablo 4.4). Analiz sonuclarinda ¢ikan PERK gen
ekspresyonun diizenlenmesi, ATF6 tarafindan saperonlarin aktive edilmesi, TP53 ile
metabolik genlerin diizenlenmesi, ATF4’iin ER stresine yanit olarak genleri aktive etmesi

gibi sonuglar ER stresi yolaklarina odaklanmamizi sagladi.

"OQJ(P.M)

o o

L 1

@

®

Q. )

®

®
®e®

®

G, ) G, Ao Re, Wy
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) %) o 99

Sekil 4.20. G:Profiler veritabaninda yapilan gen ontoloji ve yolak analizlerinin grafiksel
gdsterimi.

Term name

Respiratory electron transport

Respiratory electron transport, ATP synthesis by chemiosmotic c...
The citric acid (TCA) cycle and respiratory electron transport
Complex | biocgenesis

Cellular responses to stimuli

Response of EIF2AK1 (HRI) to heme deficiency

Cellular responses to stress

PERK requlates gene expression

ATF6 (ATF6-alpha) activates chaperone genes

ATF&E (ATF6-alpha) activates chaperones

Cytoprotection by HMOX1

Metallothioneins bind metals

Response to metal ions

TP53 Requlates Metabolic Genes

Unfolded Protein Response (UPR)

ATF4 activates genes in response to endoplasmic reticulum stress
Metabolism

Transcriptional Requlation by TP53

Cellular response to chemical stress

Response of EIF2ZAK4 (GCN2) to amino acid deficiency

Term ID =

REAC:R-HSA-611105
REAC:R-HSA-163200
REAC:R-HSA-1428517
REAC:R-HSA-6799198
REAC:R-HSA-8953897
REAC:R-HSA-9648895
REAC:R-HSA-2262752
REAC:R-HSA-381042
REAC:R-HSA-381183
REAC:R-HSA-381033
REAC:R-HSA-9707564
REAC:R-HSA-5661231
REAC:R-HSA-5660526
REAC:R-HSA-5628897
REAC:R-HSA-381119
REAC:R-HSA-380994
REAC:R-HSA-1430728
REAC:R-HSA-370098%9
REAC:R-HSA-9711123
REAC:R-HSA-9633012

4732x10°13
1.647x1012
2.300x10°1
3.473x107
4.439x1077
1.959x10°3
7.495%x10°°
1.577x10%
8.037x10%
9.194x10%
9.194x10™
9.194x10%
1.400x1073
1.652x10°3
1.953x10°3
4340x10°3
6.090x1073
8.625x10°3
1.406x102
4777x102

0 —logu(p.‘.. L

i

Sekil 4.21. G:Profiler veritabaninda yapilan REACTOME yolak analizi sonuglart.

n

|y
&
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Tiim bu analizler neticesinde, MBH-1 molekiiliiniin Sekil 4.22.’de sematize edilen
PERK/EIF2a/ATF4/CHOP ER stresi yolagma etki edebilecegi Ongoriildii. Bununla
birlikte mRNA sekans analizlerinin FDR aralig1 genisletildiginde (p<0,01) DRS5 (Death
Receptor 5, TRAIL-R2), PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis) ve NOXA
(Phorbol-12-Myristate-13-Acetate-Induced Protein 1, PMAIP1) gibi apoptozla iligkili
genlerin ekspresyonlarinin da arttig1 ortaya koyuldu. Sekans sonuglar ile dngordiigiimiiz

etkili yolagin desteklenmesi ve validasyonu amaciyla RT PCR ¢alismalar1 yapildi.

'¢ -~ “‘ i
e s (BiP
‘BEP‘ {h '
-
PERK ER limeni
r— 1
}% D = I =—— =7 = GE=——

Sitozol

L B o Ny
Y

0@ Protein sentezinin

azaltilmasi
Protein birikimi

Transkripsiyon Transkripsiyon

‘ i |
APOPTOZ Chen, X.

Shi, C., He, M.et al
Sig Transduct Target Ther 8, 352 (2023).

Sekil 4.22. PERK/EIF2a/ATF4/CHOP yolagi, katlanmamis protein cevabi (UPR). Kaynagindan
alinarak diizenlenmistir. (Chen, X., Shi, C., He, M. et al. Sig Transduct Target Ther 8, 352,
2023).
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4.8. RNA Sekans Analizi Sonucunda Saptanan Genlerin Ekspresyon Degisimlerinin

RT-PCR ile Validasyonu

Sekans sonuglarinin validasyonu amaciyla, sonuglara gore belirlenen ER stresi ve
apoptozla iliskili genlerin tasarlanan primerleri ile H520, SK-MES-1, BEAS-2B
hiicrelerinin deney ve kontrol gruplarinin reaksiyonlar1 kuruldu. RT-PCR sonucunda
cikan ct degerlerinden, 272" formiiliiyle Livak metodu kullanilarak kat degisim
degerleri hesaplandi. Kontrol orneklerine oranla MBH-1 uygulanan orneklerin gen
ekspresyon seviyeleri kat degisim (fold change) degerleriyle yapilan Student’s t-test
sonucunda anlamlilik diizeyleriyle birlikte grafiklerde sunuldu (Sekil 4.23-4.25.) (ns:
p>0,05 anlamli degil, *:p<0,05, **: p<0,01).

MBH-1"in ii¢ hiicre hattinda da ER stresiyle iliskili genlerin ekspresyonunu
arttirarak hiicrelerde ER stresini tetikledigi, bununla birlikte H520 ve SK-MES-1 kanser
hiicrelerinde apoptotik genlerin ekspresyonun arttigi goriildii. Burada ER stres genleri
olan DDIT3/CHOP, Endoplasmic Reticulum to Nucleus Signaling 1 (ERN1, IREla),
Tribbles Pseudokinase 3 (TRIB3), ATF3, ATF4 gen ekspresyonlarinin 3 hiicre grubunda
da arttig1 fakat bu artisin H520 ve SK-MES-1 hiicre hatlarinda daha fazla oldugu ortaya
koyuldu. DRS artist H520 ve SK-MES-1 hiicre hatlarinda anlamliydi. Sekans
sonuglarindaki mitokondriyal gen ekspresyonu degisimi gbz oOniinde bulundurularak
hiicrelerde mitofajiyle ilgili olan PTEN Induced Kinase 1 (Pink1) ve Parkin RBR E3
Ubiquitin Protein Ligase (PRKN) genlerinin ekspresyonlar1 degerlendirildi. Ekspresyon
artist vardi fakat istatistiksel olarak yalnizca H520’de PRKN ekspresyonunun artisi

anlamliydi.

H520 ve SK-MES-1 hiicre hatlarinda, B-Cell CLL/Lymphoma 2 (BCL2)
ekspresyonu azalirken, Caspase-8 (Casp-8), Caspase-3 (Casp-3), PUMA ve NOXA
apoptotik genleri anlamli ekspresyon artig1 gosterdi. BAX gen ekspresyonu H520 hiicre
hattinda anlamli olarak artti. BEAS-2B hiicre hattinda ise BCL2 artarken Casp-3 ve BCL2
Associated X (BAX) gen ekspresyonlar1 azaldi.

Sekans sonuglarint destekleyen RT-PCR bulgulari, ekspresyonu degisen genler
dogrultusunda 6ngoriilen yolagin ve nihai olarak apoptozun transkripsiyonel diizeyde

dogrulanmasini sagladu.
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Sekil 4.23. BEAS-2B hiicre hattinda MBH-1 uygulamasina bagli olarak ekspresyonu degisen
genler (ns: p>0,05 anlamh degil, *:p<0,05, **: p<0,01).
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Sekil 4.24. H520 hiicre hattinda MBH-1 uygulamasina bagl olarak ekspresyonu degisen genler
(ns: p>0,05 anlamli degil, *:p<0,05, **: p<0,01).



62
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Sekil 4.25. SK-MES-1 hiicre hattinda MBH-1 uygulamasina bagli olarak ekspresyonu degisen
genler (ns: p>0,05 anlaml degil, *:p<0,05, **: p<0,01).

4.9. ER Stresi Yolag1 PERK/EIF2a/ATF4/CHOP iliskili Apoptozun Western Blot ile

Protein Diizeyinde Validasyonu

Western Blot deneylerinin sonucunda elde edilen bantlar LiCOR Image Studio
versiyon 5.5 programinda bant yogunluklar1 hesaplanarak, 6nce GAPDH ve ardindan
herbir hiicre hattinin kendi kontroliiyle normalize edilerek, kendi hiicre hatti bazinda
degerlendirildi. Sekil 4.26’da elde edilen membran ve bant goriintiileri, yogunluk
degerleriyle birlikte sunuldu. Bu degerlerle yapilan Student’s t testi analizi sonuglari

grafikte sunuldu (Sekil 4.27.).

IIk olarak GAPDH bant yogunluklarmin esit ¢ikmasiyla, dlgiimleri yapilarak
yiiklenen proteinlerin esit miktarda oldugu dogrulandi. EIF2a protein ekspresyonlari
H520 ve SK-MES-1 hiicre hatlarinda MBH-1 orneklerinde diisiik derecede artti.
ongoriilen yolagin sitozoldeki ilk basamagi olan EIF2a fosforilasyonunun, MBH-1
uygulanan hiicrelerde arttig1 goriildii. Casp-3’iin MBH-1 uygulanan H520 ve SK-MES-1
hiicre hatlarinda kesilerek aktiflestigi, gozlemlenen ““cleaved” bantlariyla ortaya koyuldu.
Casp-12, H520 ve SK-MES-1 hiicrelerinde MBH-1 verilen gruplarda diisiik derecede
artt1. P53 protein ifadesinin de H520 ve SK-MES-1 hiicre hatlarinin deney gruplarinda
anlaml bir sekilde arttig1 goriildii.
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Sekil 4.26. H520, SK-MES-1, BEAS-2B hiicre hatlarinin kontrol ve MBH-1 gruplarinin

Western Blot membran goériintiileri ve bant yogunluklari.

Sekil 4.27. Western Blot deney sonuglari. GAPDH ile normalize edilen MBH-1 6rneklerinin
bant yogunluklarinin, kendi kontrollerine gore kat degisim degerleriyle karsilastirilmasi.
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5. TARTISMA

Skuamoz hiicreli akciger kanseri (SHAK), kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinin
(KHDAK) 6nemli bir alt tipi olup tiim akciger kanseri vakalarinin yaklasik %25-30'unu
olusturur (Vellichirammal vd., 2022). SHAK epidemiyolojisi sigarayla yakindan
baglantilidir ve c¢aligmalar bu kanser tipinin goriilme sikliginin sigara igenlerde
icmeyenlere kiyasla belirgin sekilde daha yiiksek oldugunu gostermektedir (Yang vd.,
2022). Titiiniin kanserojen bilesenleri, akciger kanserinin gelisimini yonlendiren genetik
mutasyonlara yol acar (Yang vd., 2022). Ek olarak, asbest ve diger kirleticilere maruz

kalma gibi gevresel faktdrler SHAK'nin patogenezinde rol oynamaktadir.

KHDAK'nin iki histolojik alt tipi olan, SHAK ve akciger adenokarsinomu, siirticii
genler, tedavi hedefleri ve klinik etkinlik agisindan bir¢ok farklilik sergiler. Genel olarak,
adenokarsinom’da EGFR, MET ve BRAF gibi gen mutasyonlar1 ¢cogunlukla kromozom
7°de meydana gelirken, SHAK'de PIK3CA, SOX2 ve TP63 gibi gen mutasyonlar siklikla
kromozom 3’te gozlenir (Shen vd., 2024). Adenokarsinomlar, 6zellikle EGFR, ALK,
ROS, RET, MET ve HER2 gibi reseptor tirozin kinazlar1 igeren proto-onkogen
mutasyonlarinin daha yiiksek bir siklikla goriilmesiyle 6ne c¢ikarken SHAK, TP53,
KEAP1, PTEN ve CDKN2A gibi tiimor baskilayict genlerin yaygin inaktivasyonunu
gosterir ve ¢oklu siiriicli mutasyon profili ile karakterize edilir (Shtivelman vd., 2014).
Ayrica, SHAK'deki EGFR mutasyonlar1 genellikle klasik duyarli mutasyonlar degildir;
bu durum, EGFR-Tirozin Kinaz Inhibitorleri (EGFR-TKI) ile tedavi edilen hastalarda
suboptimal yanitlarla sonuc¢lanir (Lau vd., 2022). Genis klinik uygulamalar, akciger
adenokarsinom hastalarinin kemoterapi, hedefe yonelik tedavi ve immiinoterapiden sonra
adenoskuamdéz doniisiim yasayabilecegini gostermistir (Shao vd., 2020). Bu durum,
adenoskuamoz doniigiimiin klinikte potansiyel bir direng mekanizmasinin gelisimine yol

acabilecegini diisiindiirmektedir.
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SHAK'deki siiriicti gen amplifikasyonlarinin daha yiiksek oranda olmasi, PIK3CA
ve FGFRI1 inhibitorlerinin yabanil (wild) tip genlerle "capraz reaktivite" gostermesine,
bu durum ise klinik denemelerde 6nemli toksisite reaksiyonlarina yol agmaktadir (Shen
vd., 2024). SHAK'de hedefe yonelik tedavi i¢in biyomarker seciciliginin zayif olmasi
nedeniyle (Redman et al., 2020), SHAK icin hedefe yonelik tedavilerde 1limli faydalar ile
yiiksek toksisite arasinda denge kurmak daha da zorlasir. SHAK i¢in tedavi segenekleri
akciger adenokarsinomuna kiyasla daha azdir ve ileri evre SHAK hastalar1 genellikle
daha kotii bir prognoza sahiptir. SHAK'nin karakteristik ¢oklu siiriicii mutasyonlarini
hedef alan ¢ok hedefli inhibitorlerin gelistirilmesi, tedavisinde daha biiyiik atilimlara yol
acabilir ya da tiimdr baskilayici genlerin 6zgiilliigii nedeniyle, SHAK'nin hedefe yonelik

tedavi alan1 epigenetik tedaviye daha fazla odaklanabilir (Shen vd., 2024)

Bunedenle, SHAK tedavisinde dogal bilesiklerin arastirilmasi, daha etkili ve daha
az toksik secenekler sunabilmesi acisindan onemlidir. SHAK, tedaviye yanit veren
seceneklerin kisitli olmasi ve yiiksek niiksetme oranlari nedeniyle zorlu bir hastalik olarak
bilinmektedir. Dogal bilesiklerin kemoterapiye direnc gelistiren hiicrelerde apoptozu
indiikleme, hiicre dongiisiinii durdurma, biiyiime ve proliferasyon inhibisyonu, gibi ¢oklu
mekanizmalar araciligiyla antikanser etkiler gdsterebildigi giiniimiize kadar yapilan bir

cok calismayla ortaya koyulmustur.

Bu alanda yogun aragtirmalarin yapildigi bitkisel molekiil aileleri arasinda
flavonoidler, terpenler/terpenoidler, alkaloidler, polifenoller, kumarinler, saponinler ve
organosiilfiir bilesikleri one ¢ikmaktadir. Bu bilesiklerden, flavonoidler ile polifenoller
antioksidan ve antiinflamatuar etkileriyle; terpenler ve alkaloidler ise dogrudan kanser
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileriyle dikkat ¢eker (Patil, 2022; Roszkovski, 2023).
Terpenler, yaygin dogal sekonder metabolitlerden olusan biiyiik bir grup olup, bir¢ok
insan kanser hiicresine karsi segici sitotoksisite gdsterir ve bu nedenle antikanser ajan
olarak kullanim potansiyeline sahiptir (Patil, 2022). Giinlimiizde cesitli kanserlerin
tedavisinde kullanilan taksol bir terpenoidtir. Terpenoidler, terpenlerden kdken alan ve
benzer yapiya sahip olan ancak kimyasal modifikasyonlardan ge¢mis bilesiklerdir. Temel
molekiiler yapisinda bes halkaya sahip olan pentasiklik triterpenoidlerden oleanolik asit,
glisirizik asit, maslinik asit, betulinik asit, ursolik asit, hederagenin gibi ¢esitli dogal

molekiiller klinik olarak degerlendirilmistir (Wen vd., 2005)

Oleanolik asit (3B-hidroksioleanolik asit-12-en-28-oik asit), birgok bitkide

bulunan bir pentasiklik triterpenoiddir. OA ve tiirevlerinin, anti-kanser, hepatoprotektan,
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anti-inflamatuar, antioksidan, kalp fonksiyonunu artirma, antiviral, anti-diyabet ve
antibakteriyel gibi bir dizi biyolojik etki gosterdigi kesfedilmistir (Pollier & Goossens,
2012) Daha ilging olani, kanser hiicrelerinde, normal hiicrelere gore daha toksik olmasidir

(Dzubak vd., 2006).

Tez caligmasinda anti-kanser etkileri arastirilan 3a-Asetoksi-25-hidroksi-olean-
12-en-28-oik asit (MBH-1) molekiilii Liquidambar orientalis var. integriloba bitkisinden
elde edilen bir OA tiirevidir. MBH-1 molekiilii OA’dan farkli olarak, C3 pozisyonunda
hidroksil yerine bir karbonil grubu ve A halkasinda, C25 pozisyonunda metil grubu yerine
hidroksil grubu bulundurur. Literatiirde, C3 ve C28 pozisyonlarinda modifikasyonlara
sahip OA sentetik analoglarinin ve ¢ift bag katilimi ile C halkasinin modiilasyonunun
daha iyi kanser inhibisyonu gosterdigi ortaya koyulmustur (Patil, 2022; Pattnaik vd.,
2016).

Dat vd. tarafindan yapilan bir ¢aligmada (2003) MBH-1’in NFAT (Niikleer Faktor
Aktive T hiicreleri) transkripsiyon faktorii tizerindeki inhibitor etkisi ortaya koyulmustur.
NFAT, bagisiklik yanitlarinin diizenlenmesinde kritik rol oynayan bir transkripsiyon
faktoriidiir ve asir1 aktivasyonu otoimmiinite, transplant reddi ve inflamasyon gibi
immiinopatolojik reaksiyonlara neden olabilir. Bu ¢alismada, NFAT transkripsiyon
faktoriiniin inhibitorlerini kesfetmek amaciyla tibbi bitkiler taranmis ve Liquidambar
formosana meyvesinin (Hamamelidaceae) metanol (MeOH) ekstraktinda giiclii bir
inhibitdr aktivite tespit edilmistir. EtOAc fraksiyonuna odaklanarak, bu bitkiden
aktiviteye dayali fraksiyonlama ile dort oleanan triterpenoid (s1viambarik asit, oleanolik
asit, 3a-asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-o1k asit ve lantanolik asit) izole edilmistir.
Bu bilesiklerden 3a-asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-oik asit (MBH-1) en giiclii
inhibitdr aktiviteyi gostermistir, bu da C-25 konumunda oksimetilen ve C-3 konumunda
asetoksi grubunun inhibitor etkinligi arttirdigini gostermektedir. Cesitli oleanolik asit
tirevleriyle, kanser hiicreleri iizerindeki etkinligini arttirmak iizere yapilan
modifikasyonlar ve yap1 farkliliklarinin hiicreler iizerindeki etkilerinin ortaya koyulmast,

ilag gelistirme ¢alismalari i¢in ¢ok kiymetlidir.

H520, SK-MES-1 ve BEAS-2B hiicre hatlar1 iizerinde gergeklestirilen hiicre
canlilig1 ve sitotoksisite testlerine gore, MBH-1 uygulamasi, literatiirde bildirilen OA ve
baz tiirevlerinde oldugu gibi (Tang vd., 2022; Wu vd., 2009), skuamoz hiicreli akciger
kanseri hiicre hatlar1 olan H520 ve SK-MES-1 {izerinde, normal bronsiyal epitel hiicre

hattit BEAS-2B’ye kiyasla daha yiiksek sitotoksik etki gostermistir. SK-MES-1 ve H520
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hiicre hatlarmin ikisini de kapsayan IC50 araliginda 80 pM olarak belirlenen dozda
uygulandiginda, kanser hiicre hatlar1 iizerinde letal bir etki yaratirken, kontrol hiicre hatti

olan BEAS-2B i¢in letal bir etkiye yol agmamuistir.

OA ve bazi tiirevleri ¢esitli kanser modellerinde tiimor hiicrelerinin invazyonunu,
anjiyogenezini ve metastazin1 engellemistir (Ziberna vd., 2017). Ornegin, OA,
osteosarkom (Hua vd., 2011) ve KHDAK'de (Lucio vd., 2011) in vivo olarak akciger
metastazi oranini azaltmis ve kolorektal kanserde anjiyogenezi engellemistir (Li vd.,
2016). Bagka bir calismada, OA analoglarinin insan meme kanseri hiicrelerinde
Brk/Paxillin/Racl yolaginin hedeflenmesiyle migrasyon, proliferasyon ve invazyonu
inhibe ettigi ortaya koyulmustur (Elsayed vd., 2015). Calismamizda da, bir OA tiirevi
olan MBH-1"in, hiicre migrasyonuna etkisini incelemek amaciyla MBH-1 uygulanan
H520 hiicrelerinde, hiicre proliferasyonunun engellendigi ve kontrol hiicrelerinde MBH-
1 uygulanan hiicrelere gore 72. saat Orneklerinde yaklasik 2 kat daha hizli kapanma
oldugu gozlemlendi. Fakat 0-72 saat arasinda karsilastiritlan H520 6rnekleri agisindan
istatistiksel olarak fark goriilmedi. MBH-1 uygulanan SK-MES-1 hiicrelerinde ise
kontrollerine gdére migrasyon anlamli olarak engellendi ve kontrol hiicrelerinde tam
kapanma goriilirken MBH-1 uygulanan hiicrelerde kapanma olmadig1 gozlemlendi.
BEAS-2B normal akciger bronsiyal epitel hiicreleri ile MBH-1 uygulanmayan kontrolleri
arasinda fark gozlemlenmedi. Olusturulan yara izi, iki hiicre grubunda da tamamen
kapandi. Bu baglamda, MBH-1’in anti-kanser etkilerinin degerlendirildigi tez
calismasinda, SHAK hiicre hatlar1 SK-MES-1 ve H520’de migrasyonu engelledigi ortaya
koyulmustur.

Kanser arastirmalarinda tiimdr hiicrelerinin ankoraj-bagimsiz biiyiime yetenegini
degerlendirmek i¢in yapilan soft agarda koloni olusturma deneyi, kritik bir yontemdir.
Normal hiicreler, biiyiimek i¢in ylizeylere tutunmaya ihtiya¢ duyarken, kanser hiicreleri
bagimsiz olarak ¢ogalma yetene§ine sahiptir. SK-MES-1 ve H520’nin tiimdrigenik
potansiyelleri tizerinde MBH-1’1n etkisini degerlendirmek amaciyla gergeklestirilen soft
agarda koloni olusturma deneyinde MBH-1 uygulamasinin, genel olarak hem koloni
sayisinda hem de biiylikliiglinde azalmaya yol ac¢tig1 goriildii. BEAS-2B hiicrelerinde
MBH-1 ve kontrol gruplarinda olusan koloniler, sayica daha yakin olmakla birlikte,
MBH-1 verilen hiicrelerde koloni olusumlari daha kiiciiktii. Ozellikle H520 ve SK-MES-
1 hiicrelerinde MBH-1'in, kontrol gruplarma kiyasla koloni sayisinda ve boyutlarinda

diisiise sebep oldugu gozlemlenmistir. Tez ¢alismasinda elde edilen bu bulgular, MBH-
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I’in kanser hiicrelerinin ankoraj-bagimsiz biiyiime kapasitesini baskilayic1 bir etkiye
sahip olabilecegini ve tiimorigenik potansiyeli azaltabilecegini diislindiirmektedir. Daha
once yapilan calismalarda benzer triterpenoid bilesiklerin ¢esitli kanser hiicrelerinin
ankoraj-bagimsiz koloni olusumlarin1 baskilayarak biiylime ve timor olusumunu

engelleyebilecegi one siiriilmistiir (Lee vd., 2020, Hu vd., 2022).

MBH-1 uygulanan tii¢ hiicre hattinda genel olarak apoptozun arttig1 (p<0,01),
bununla birlikte H520 ve SK-MES-1 hiicrelerinde bu artisin daha belirgin oldugu
gozlemlendi. Bu da MBH-1'in baz1 oleanolik asit tiirevleri gibi kanser hiicreleri {izerinde
segici bir etkiye sahip oldugu savini giiclendirmektedir (Ziberna ve ark., 2017; Tang ve
ark., 2022). MBH-1 uygulamasindan sonra Annexin V/FITCH/PI isaretlemesi ile ortaya
koyulan apoptotik hiicre artis1 (Sekil 4.8.- 4.10) RNA sekans analizleri ve RT-PCR

sonuclarinda ¢ikan apoptotik gen ekspresyonlarinin degisimi ile uyumludur.

Tez calismasinda yapilan in vitro deneylerle MBH-1"in anti-kanser ozellikleri;
hiicrelerde sitotoksisitesi, migrasyona etkisi, ankoraj-bagimsiz koloni olusturmaya etkisi,
apoptotik etkisi kapsaminda arastirilip ortaya koyulduktan sonra MBH-1’in hiicreler
tizerinde gosterdigi etkinin molekiiler tekniklerle detaylandirilmasi ve gen ekspresyonu
diizeyinde arastirilmasi icin RNA sekans analizleri yapildi. DEG, normalize edilmis
okuma sayilar {izerinden, deney gruplari arasindaki anlamli ekspresyon degisikliklerini
tespit etmek amaciyla kullanildi. H520, SK-MES-1 ve BEAS-2B hiicrelerinin MBH-1
uygulanan Ornekleri deney grubu, MBH-1 uygulanmayan 6rnekleri ise kontrol grubu
olarak belirlenerek yapilan ilk analizde anlamli (FDR < 0.05) farklilik gosteren genler
siralandi. Buna gore H520, SK-MES-1, BEAS-2B hiicrelerinin MBH-1 grubunda, kontrol
grubuna gore ASNS, GDF15, DDIT3(CHOP), CHACI1, TRIB3 genlerinin
ekspresyonlarinin arttidi goriildii. ASNS geni, asparajin sentezinden sorumlu enzimi
kodlar ve hiicresel stres yanitinda 6nemli bir role sahiptir. Amino asit eksikligi gibi stres
durumlarinda ASNS ekspresyonu artar. Endoplazmik retikulum stresi, katlanmamis
protein yanitinin (UPR) PERK-elF20-ATF4 kolu yoluyla ASNS transkripsiyonunu
artirabilir (Balasubramanian vd., 2013). Bu mekanizmanin bir diger bileseni olan GDF15,
inflamasyon ve doku hasarina yanit olarak iiretimi artan bir biiyiime faktoriidiir ve
Ozellikle mitokondriyal stresle iligkilendirilen hiicre i¢i homeostazin korunmasinda
Oonemli bir rol oynar, hiicresel duruma ve ortama bagli olarak hem olumlu hem de olumsuz
olarak kanser gelisimiyle iliskilendirilmektedir (Fang vd., 2019). DDIT3 veya daha
yaygin bilinen adiyla CHOP geni, endoplazmik retikulum (ER) stresiyle iliskilidir ve pro-
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apoptotik bir faktordiir. Hiicreler asir1 stres altindayken DDIT3 ekspresyonu artar ve
apoptotik yolakla etkilesime girerek aktive edebilir. Bu gen, 6zellikle kanser hiicrelerinde
homeostazin saglanamadigi yogun stres durumlarinda hiicre 6liimiiniin tetiklenmesinde
onemli bir role sahiptir (Bhat vd., 2017). Benzer sekilde, oksidatif stresin arttigi
durumlarda CHACI geni devreye girdiginde, glutatyon metabolizmasini diizenleyerek
hiicrelerin oksidatif hasara karsi korunmasini saglayabilir (Mungrue vd., 2009). TRIB3
de hiicre ici stres sinyallerini diizenlemede 6nemli bir yere sahiptir. Ozellikle oksidatif
stres ve diger stres faktorlerine adaptasyonda rol oynar. AKT sinyal yolaklar ile
etkilesime girerek hiicre proliferasyonu ve apoptoz mekanizmalarini dengeleyebilir.
TRB3, CHOP aracili apoptoz yolaginin asagi akisinda yer alir ve PUMA indiiksiyonunun
ardindan AKT defosforilasyonu yoluyla apoptozu tesvik edebilir (Tsai vd., 2018).
Degisen gen ekspresyonlar1 degerlendirildiginde MBH-1 molekiiliiniin, ¢alisilan kanser
hiicre hatlar1 ve saglikli kontrol hiicre hatti izerinde genel olarak hiicresel stresi arttirdigi

goriilmektedir.

Yaptigimiz in vitro deneylerde MBH-1’in kanser hiicrelerinde daha etkili oldugu
sonuclarindan yola cikarak, karsilastirmali biyoinformatik analizler yalnizca SHAK
hiicre hatlarinin MBH-1 grubu ve kontrol grubu arasinda yeniden yapildi. Boylece, H520
ve SK-MES-1 hiicre hatlartyla sinirlt tutulan bu karsilagtirmalar, BEAS-2B hiicre hattinda
goriilen farkli gen ekspresyon profillerinin, sonuglarin anlamlilig: tizerindeki potansiyel
etkisini ortadan kaldirdi. H520 ve SK-MES-1 hiicre hatlarinda yapilan bu analizlerde,
MBH-1 uygulanan hiicrelerle kontrol grubu arasinda, ekspresyonu degisen istatistiksel
olarak anlamli (p<0,01, FDR<0,05) genler listelendi. Bu degerlendirme sonucunda,
deney grubunda, kontrol grubuna kiyasla 11 mitokondriyal genin ekspresyonunda
azalma, 10 genin ise ekspresyonunda artis tespit edildi (Tablo 4.4.). Yapilan gen ontoloji
ve yolak analizlerinde, tlim gen setlerinin iligkili oldugu hiicresel uyarana yanit, strese
hiicresel yanit siirecleri 6ne ¢ikt1 (Sekil 4.14.). Ekspresyonu azalan mitokondriyal genler
elektron tasiimi ve hiicresel enerjiyle ilgili genlerdi (Sekil 4.17.). Ekspresyonu artan
EIF1, HSPAS, JUN, GDF15, DDIT3, GADD34, ATF3 ve CREBS genleri ise ER stresi
ile ilgili genlerdi. Boylece biyoinformatik analiz sonucglarinda ¢ikan “PERK gen
ekspresyonunun diizenlenmesi”, “ATF6 tarafindan saperonlarin aktive edilmesi”,
“TP53 ile metabolik genlerin diizenlenmesi”’, “ATF4’iin ER stresine yanit olarak genleri

aktive etmesi” gibi sonuglar ER stresi yolaklarina odaklanmamizi sagladi.
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Endoplazmik retikulum Okaryotik hiicrelerde, proteinlerin  sentezinde,
olgunlagsmasinda ve katlanmasinda 6nemli rol oynayan bir organeldir. ER, bircok
proteinin post-translasyonel degisikliklerini gerceklestirir ve diizenler, boylece dogru
protein isleyisinin devamliligini saglar. ER stresi, yanlis katlanmis veya katlanmamis
proteinlerin birikmesiyle ortaya ¢ikan hiicresel bir durumdur. Bu stres, oksidatif stres,
besin eksikligi, kanser ve ndrodejeneratif hastaliklar gibi patolojik durumlar dahil olmak
tizere gesitli faktorler tarafindan tetiklenebilir (Yao vd., 2017; Bhat vd., 2017; Sano ve
Reed, 2013). ER stres tepkisi, hiicresel homeostaziyi korumak i¢in ¢ok Snemlidir ve
aktive edildiginde, katlanmamig protein tepkisi (UPR) olarak bilinen bir dizi sinyal
yolagini baglatabilir (Bonsignore vd., 2023; Sano ve Reed, 2013; Hu vd., 2019).

UPR aktivasyonuna IRE1, PERK ve ATF6 olmak iizere ii¢ ER proteini aracilik
eder. MBH-1 uygulanan hiicrelerde oncelikli olarak etkilenen yolagi bulmak i¢in UPR
aktivasyonuna neden olan ER stres yolaklar1 degerlendirildi. Analizler neticesinde,
MBH-1’in Sekil 4.18.’de sematize edilen PERK/EIF2a/ATF4/CHOP yolagina etki
edebilecegi ongoriildii. Bu baglamda, PERK/EIF2a/ATF4/CHOP yolagiyla iliskili RT-
PCR primerleri DDIT3(CHOP), ERNI1, TRB3, ATF4, ATF3 gen ekspresyonlarini
arastirmak i¢in sec¢ildi. Bununla birlikte mRNA sekans analizlerinin FDR aralig
genisletildiginde (p<0,01) DRS, PUMA ve NOXA gibi apoptozla dogrudan iliskili
genlerin ekspresyonlarmin da arttig1 ortaya koyuldu. Bu nedenle yolagin devaminda
tetiklendigini diislindiigiimiiz apoptozla iliskili gen ekspresyonlarini arastirmak iizere;
DRS5, BAX, BCL-2, PUMA, NOXA, Casp-3, Casp-8 genleri RT-PCR primerleri se¢ildi.
Sekans sonuglari ile ongordiigiimiiz etkili yolagin desteklenmesi ve validasyonu amaciyla
yapilan RT PCR ve Western Blot ¢alismalari, 6nceki bulgularimizi ve dngordigiimiiz

yolag destekledi.

MRNA sekans analizi ve RT-PCR sonuglari, MBH-1'in H520 ve SK-MES-1
hiicrelerinde ER stresi ve apoptoz yolaklarinda onemli degisiklikler olusturdugunu
gostermistir. ER stresi ile ilgili DDIT3 (CHOP), ERN1, TRIB3, ATF3 ve ATF4 gibi
genlerin ekspresyonu ii¢ hiicre hattinda da artmis ancak bu artis, 6zellikle H520 ve SK-
MES-1 hiicrelerinde daha belirgin olmustur. UPR, kanser hiicrelerinde hafif stres altinda
hiicre yasamini desteklerken, siddetli ya da uzun siireli stres altinda apoptozu
tetikleyebilen ¢ift yonlii bir rol oynar (Bhat ve ark., 2017; Chen ve Cubillos-Ruiz, 2021).
PERK, elF2a’y1 fosforile eder; bu, protein sentezini azaltir ancak stres yanitlarinda ve

apoptozda etkili genlerin ifadesini destekleyen bir transkripsiyon faktorii olan ATF4'in
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translasyonunu segici olarak artirir (Han vd., 2013; Rozpedek vd., 2016). Bulgularimiz,
PERK/elF2a/ATF4/CHOP sinyal yolaginin kanser hiicrelerinde ER stres altinda
apoptozu diizenledigini gosteren onceki ¢alismalarla uyumludur. Ayni zamanda, MBH-
1 uygulanan hiicrelerde EIF2a'nin fosforilasyonu, western blot analiziyle ortaya

koyularak, ongdriimiizli ve bulgularimizi dogrulamistir.

MBH-1 uygulanan SHAK hiicre hatlarinda PUMA, NOXA, BAX, DR5, Casp-8,
Casp-3 gibi pro-apoptotik faktorlerin ekspresyonunda artis ve anti-apoptotik BCL-2'nin
asagl regiilasyonu, MBH-1'in SHAK hiicrelerinde apoptozu tetikledigini
diistindiirmektedir. Ayn1 zamanda bu bulgular, ER stresine yanit olarak, apoptozu
diizenleyen genleri kontrol eden CHOP un roliinii vurgulamaktadir. CHOP; BCL2, BCL-
XL ve MCL-1 ifadelerini asag1 diizenleyebilir ve DR5, BIM, BAK ve BAX gibi ¢esitli
pro-apoptotik faktorlerin ekspresyonunu tesvik eder (Wang ve Kaufman, 2014). Western
blot sonuglariyla ortaya koyulan SHAK hiicrelerinde Casp-3'iin aktivasyonu, MBH-1'in
intrinsik apoptotik yolak araciligiyla programlanmig hiicre 6liimiinii indiikledigini daha

da desteklemektedir.

Literatiirde ER stresi bagimli apoptozla iliskilendirilen Casp-12’yi de arastirdik.
Aktiflesen Casp-12'nin, Casp-9 aktivasyonu yoluyla Casp-3’ii aktive eden ve boylece
apoptoz indiiksiyonunu giiclendiren bir dongii baslatabilecegi one siiriilmiistiir (Martinez
vd., 2010). Casp-12, ER stresi kaynakli UPR sirasinda aktive olsa da, ER stresi kaynakli
apoptozdaki rolii hala tartigmalidir. Casp-12 nakavt fareler lizerindeki ilk raporlar, ER
stresi kaynakli apoptoza karsi artan direnci gostermistir (Nakagawa ve Yuan, 2000),
ancak daha sonraki ¢aligsmalar Casp-12'nin inflamatuar yanit sirasinda daha belirgin bir
role sahip oldugunu 6ne siirmiistiir (Saleh vd., 2004, Chow vd., 2021). Bununla birlikte,
ER stres kaynakli apoptoza Oncelikli olarak kalpainlerin aracilik ettigi (Sanges ve Marigo,
2006) ve artan kalsiyum seviyelerine bagli olarak aktiflenen kalpainlerin sonrasinda

Casp-12’yi keserek aktiflestirebilecegi ortaya koyulmustur.

ER stresinin dogrudan kaspaz aktivasyonuna, 6zellikle de baslangicta Nakagawa
ve Yuan (2000) tarafindan tanimlanan Casp-12 aktivasyonuna baglanma mekanizmasi
hala biraz muglaktir. Ciinkii baz1 ¢aligmalarda islevsel bir Casp-12’nin insanlarda
korunmadig1 6ne siirtilmiistiir (Fischer vd., 2002). Fakat sonrasinda insan hiicre hatlarinda
yapilan bagska caligmalarda ER stresinin indiiklenmesinin ardindan, apoptoz sirasinda
Casp-12'nin aktivasyonu bildirilmistir (Szegezdi vd., 2003). Calismamizda, western blot
sonuglarma gore Casp-12, MBH-1 uygulanan SHAK hiicre hatlarinda az da olsa
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ekspresyon artig1 gostermistir. ER stresine bagli ekspresyon artig1 olarak yorumlanabilir
fakat tek basina apoptozu indiikledigi sdylenemez. Bununla birlikte literatiirde yer aldig1
gibi Casp-9 ve Casp-3’le sinerjik olarak etki gosteriyor olabilir. Bu konuda daha detayli

arastirmalara ihtiya¢ vardir.

SHAK hiicre hatlarinda MBH-1 ile artan p53 protein ekspresyonlari, apoptotik
stirecin mitokondriyal ve p53-bagimli yolaklara yoneldigini diisiindiirmektedir. MBH-1
ile tedavi edilen hiicrelerde p53 protein ekspresyonundaki artig, bu bilesigin ayn1 zamanda
hiicrelerin stres ve DNA hasarina yanit vermesinde kritik bir rol oynayan p53 yolagini1 da
aktive edebilecegini gostermektedir. Tiimdr baskilayici bir protein olan p53, hiicre
dongiisii ilerlemesinin, kontrol noktasi aktivasyonunun ve apoptozun diizenlenmesinde
O6nemli bir rol oynar. H520 ve SK-MES-1 hiicre hatlariyla da yapilan birkag ¢aligsma, p53
ekspresyon artigiyla mitokondriyal apoptoz yolagini iliskilendirmistir (Khanna vd., 2003,
Hua vd., 2014, Jin vd., 2017). p53'in Bax fonksiyonunun ve mitokondriyal biitiinliigiin
diizenlenmesi yoluyla apoptotik mekanizmay1 aktive ettigi ve bunun da ROS artisi,
proapoptotik proteinlerin salinimi1 ve kaspazlarin aktivasyonuyla sonuclandigi
gosterilmistir (Jin vd., 2017). Bax ekspresyonu arttik¢a, mitokondriyal membrana taginir
ve membran gegirgenligi artar. Mitokondriyal membranin islev bozuklugu,
mitokondriyal transmembran potansiyelinin (MMP) dagilmasina yol agar (Kroemer G.,
1997). Bu durum, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve apoptojenik proteinlerin
mitokondriden sitozole salinmasina izin verir. Kaspazlar apoptoz siirecinde merkezi bir
rol oynarlar (Hetz C., 2017). p53 tiimor baskilayict proteinin strese ve apoptoza hiicresel
yanittaki rolii, 6zellikle akciger kanseri baglaminda 6nemlidir (Niu vd., 2022, Heist vd,
2012). p53, ER stresinden kaynaklananlar da dahil olmak iizere ¢esitli stres sinyallerine
yanit olarak apoptozu diizenleyen bir faktor olarak islev gérmektedir (Wang vd., 2021).
MBH-1'in hem UPR hem de p53 yolaklarini ¢ift yonlii olarak aktive etmesi, ozellikle
tedavi segeneklerinin sinirl kaldigi SHAK de, antikanser etkinligi arttirmak igin stratejik

bir yaklagim gelistirilmesine yardimci olabilir.
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Sekil. 4.28. 3a-asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-oik asitin H520 ve SK-MES-1 hiicrelerinde
etkiledigi mekanizmalarin sematik gosterimi. (Created in BioRender. TAN, S. (2024)
https://BioRender.com/069b122)

RNA sekans analizleri, RT-PCR ve western blot ile yapilan validasyon
caligmalarinin sonuglar1 ve literatiirdeki mevcut bilgiler 1s1ginda, MBH-1 uygulanan
SHAK hiicrelerinde, Sekil 4.28.’de sematize edildigi gibi ER stresi sensorleriyle
membranda aktive edilen PERK ile EIF2a’nin fosforilasyonunun gergeklestigini, boylece
ekspresyonu artan ATF4’iin aktiflenerek niikleusa transloke oldugunu ve CHOP, ATF3
gibi hedef genlerinin ekspresyonunu arttirdigint  diisiiniiyoruz. CHOP’un hedef
genlerinden biri de BCL-2’dir. CHOP’un, BCL-2’yi baskiladigini, boylece intrinsik
apoptoz yolagina baglanarak BAX ekspresyonunun arttigini ve nihai olarak Casp-3’le

apoptozun gergeklestigini diisiiniiyoruz.

Ekspresyonu artan p53; PUMA, NOXA ve BAX ekspresyonunu arttirarak
mitokondriyal yolaga katkida bulunmaktadir (Li vd., 2006). PUMA (p53 upregulated
modulator of apoptosis), sadece Bcl-2 homoloji 3 ailesi proteinlerinin (Only-BH3 family
protein) bir {iyesidir ve p53’c bagli veya bagimsiz olarak genotoksik stres, onkogen
ekspresyonu, toksinler, redoks degisiklikleri, biiytime faktorii eksikligi ve enfeksiyon gibi
uyaranlarla indiiklenen apoptozun 6nemli bir diizenleyicisidir (Yu ve Zhang., 2008).
Transkripsiyon faktorleri tarafindan diizenlenen PUMA, mitokondriye 6liim sinyalleri

ileterek Bax ve/veya Bak tlizerinden dolayli etki gosterir ve antiapoptotik Bcl-2 ailesi
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tiyelerini antagonize eder. PUMA'nin yoklugu veya inhibisyonu, apoptoz eksikligi
nedeniyle kanser gelisimi ve terapotik direng riskini artirir (Yu ve Zhang., 2008). H520
ve SK-MES-1 SHAK hiicre hatlarinda ¢ok yiiksek diizeyde artan PUMA ve NOXA
ekspresyonlari, MBH-1 ile tetiklenen ER stresi aracili apoptoz siirecinde PUMA ve
NOXA’nin da etkin bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir. PUMA ve NOXA’nin ER stresi
kaynakl1 apoptotik yanit siirecinde gerekli olup olmadigini tanimlamak i¢in p53 protein
ailesi (tp53, tp63, and tp73) ve transkripsiyonel hedefleriyle (PUMA/BBC3 and
NOXA/PMAIP1) yapilan bir ¢alismada PUMA'in genotoksik strese bagli pS3-bagimli
apoptozun temel aracisi oldugu gosterilmistir (Wang vd., 2021). Bu baglamda gelecek
calismalarda MBH-1’in  p53 bagimli/bagimsiz  apoptotik  yolaklara etkisinin

detaylandirilmasi literatiire katki saglayacaktir.

MBH-1 uygulanan SHAK hiicre hatlarinda elektron tasinmasi ve enerji
metabolizmasiyla iliskili mitokondriyal gen ekspresyonunlarinda azalma, mitokondriyal
enerji metabolizmasinda bozulmalara yol agtigini diisiindiirmektedir. Pinkl ve PRKN
ekspresyonundaki artis, istatistiksel olarak yalnizca H520'de anlamli olsa da, hasarl
mitokondrilerin ortadan kaldirilmasina katkida bulunabilen bir siire¢ olan mitofajinin
(Bhat vd., 2017) aktivasyonu acisindan incelenmesi gelecekteki ¢aligmalar icin yol

gosterici olabilir.

Dogal bilesikler bircok molekiiler mekanizmay: etkileyerek antineoplastik
ozellikler gosterebilir. SHAK’de artmis mutasyon profili diisliniildiigiinde bu
gelistirilmeye ¢aligilan terapdtik bir bilesik igin avantajli oldugu kadar, klinik basamakta
dezavantaj da yaratabilir. Bu agidan gelecek ¢alismalarda MBH-1"in etkiledigi hiicresel

stirecler ve yolaklar detaylandirilmalidir.

ER stresi iki yonlii bir siirectir. Ayn1 zamanda bu siire¢ hiicre hattina 6zgii olarak
ve deneysel kosullara gore degisebilir (Zhang vd., 2024). Bazi ¢alismalarda kanser
hiicrelerinde direnci arttirabileceginden bahsedilmistir (Xia vd., 2021). Fakat son yillarda
yapilan calismalardan 6nemli bir kismi, onceki boliimlerde bahsedildigi iizere kanser
hiicrelerinde apoptoz, otofaji, mitofaji, paraptoz gibi programli hiicre 6lim
mekanizmalarini tetikledigi yoniinde sonuglar ortaya koymustur (Bonsignore vd., 2023,;
Seo vd., 2023). Genis bir hasta ve kontrol grubu kullanilarak ¢esitli kanserlerde nadir
varyantlarin analiz edildigi, yeni yayimlanan giicli bir ¢aligma, hiicresel stres

mekanizmalarinin 6nemini vurgulayarak, GADD34 inhibisyonunun ve EIF2a
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fosforilasyonunun arttirilmasinin yeni terapdtik yaklasimlarda kullanilabilecegini ortaya
koymustur (lvarsdottir vd., 2024).

Bu baglamda 3a-asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-oik asit, skuamoz hiicreli
akciger kanseri hiicrelerinde segici sitotoksisitesi, migrasyonu ve ankoraj bagimsiz koloni
olusumunu azaltici etkileri ve apoptotik yolaklari aktive etmesi agisindan umut vaadeden

ve yeni terapdtik stratejilere 151k tutabilecek bir molekiil olarak degerlendirilmelidir.
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6. SONUC

Bu c¢alismada, 3a-asetoksi-25-hidroksi-olean-12-en-28-oik asitin insan SHAK
hiicre hatlart H520 ve SK-MES-1 ile kontrol olarak kullanilan saglikli akciger bronsiyal
epitel hiicre hattt BEAS-2B {izerindeki etkileri hiicre kiiltlirii deneyleri ve molekiiler
tekniklerle detayli olarak incelenmistir. MBH-1’in kanser hiicreleri tizerindeki etkisini
literatiire sunmay1 ve tedavi segeneklerinin sinirli oldugu SHAK i¢in yeni terapotik
stratejilere katki saglamasini hedefledigimiz bu calismada ulastigimiz sonuglar:

l. MBH-1, SHAK hiicre hatlar1 tizerinde, BEAS-2B’ye kiyasla daha yiiksek
sitotoksik etki gdstermistir ve SHAK hiicre hatlarinda proliferasyonu baskilamaktadir.
Il. MBH-1 uygulanan kanser hiicrelerinde migrasyonun ve ankoraj bagimsiz
koloni olusumunun engellendigi gézlemlenmistir.

1. MBH-1 uygulamasi, kanser hiicre hatlarinda apoptotik yanit1 arttirirken,
kontrol hiicre hatt1 olan BEAS-2B hiicresinde bu etkiyi gostermemistir.

V. ER stres genlerinde {i¢ hiicre hattinda gozlenen artiy, MBH-1’in ER
stresini tetikledigini desteklemektedir. Bu artisin 6zellikle H520 ve SK-MES-1
hiicrelerinde daha belirgin olmasi, MBH-1'in bu hiicrelerde ER stresine bagli apoptoz
stirecini hizlandirdigin1 gostermektedir.

V. Protein diizeyinde yapilan analizlerle, MBH-1'in, hiicrelerde EIF20’nin
fosforilasyonu ile EIF20/ATF4/CHOP yolagini aktive ettigi ortaya koyulmustur.

VI. Bcl-2 gen ekspresyonunun azalmasi, PUMA gen ekspresyonunun yiiksek
seviyede artis1, Caspase-3'iin aktiflesmesi ve p53 proteinlerinin artigi, ER stresi yoluyla
baslayan apoptotik siirecin mitokondriyal ve p53-bagimli yolaklar iizerinden ilerledigini
desteklemektedir.

VII. MBH-1’in H520 ve SK-MES-1 hiicrelerinde mitokondriyal islevlerle
iligkili genlerin (6zellikle elektron tasima zinciriyle ilgili olanlar) ekspresyonlarini
azalttig1 ve mitokondriyal enerji metabolizmasinda bozulmalara yol agmis olabilecegi

ortaya koyulmustur.
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Sonu¢ olarak, elde edilen tim bu veriler MBH-1'in molekiiler etkilerinin
detaylandirilmasinin yarar saglayacagini ve skuamoz hiicreli akciger kanserinde yeni

terapotik stratejilere 11k tutabilecegini gostermektedir.
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The primary aim of this shady was to explore the impact of diabstes on matrix metalloproteases and tissue in.
hibirors, cruclal factars for suceessful implantation, and to elucidate the molerular mechanisms that wndergo
changes in the endometrium and the embryo during diabetic pregnancies. In this investigation, we established a
sirepineotocin-indured diabetic pregnant mr model. Microarray analysis followed by RT-PCR was utilized 1o
Ideniify gene regions exhibiting expression alierations. Subsequently, we ascessed the effects of MMPs and tisse
Imhibitors using ELISA and immunchistechemistry sechnbques, in addition to analyzing changes at the genetic
level. Diabetes led to the upregulation of MMF3, MMPY, and MMPZ0 on the &.5th day of pregnancy, while
rcausing the downreguladon of MMP3, MMPS, and MMP11 on the 8.5th day of pregnancy. TIMP] expression was
dowmregulated on the 8.5th day compared to the contral group. No statistically significant differences were
observed between the groups regarding other TIMP expressions. KEGG pathway analysis revealed that diabetes
Induced alterations in the expression of genes assoclaied with centaln microRMAs, as well as signaling pathways
such as cAMP, cakium, BMF, p53, MAPK, PI3E-Akt, Jak-STAT, Hippo, Wnt, and TNF. Additicnally, gene
ontology analysis unveiled changes in membrane siructures, extracellular mairix, signaling pathways, ion
binding, protein hinding, cell adhesion molecule binding, and recepior-ligand activity. This study serves as a
valmble guide for Investigatng the mechanisms responsible for complications in diabetic pregrancies. By
revealing the early-stage efferts of diabetes, it offers insight into the development of new diagmostic and treat:
ment approaches, ultimately contriburing to improved patient mre.
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Expression Levels and Clinical Values of miR-1985, miR-424, miR-10b, miR-103a-3p,
and miR-542-3p in Vasculo-Behget's Disease
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AGSTRACT

Objective: MicroRNAs (miANAs are involved & range of pathological and biological processes,
\Viaascutar invoheerment is animportant compication assocasted with marbicity and mortality n Beheet's
disaase (BO). In this study, we armed 10 evaluale the epression kvels of miR-195, miR-424, miR-
108, miR-100a-3p, and mA-542-3p in Turash patients with BD, and ther possble associstion
with vascular irvalvermeant and clinical activty. Methods: Ths cross-sectional study nduded 61 BD
patents and 25 age- and sex-malched hesthy ndividuats. The patients were ctegonsed nfo twa
groups basad on the presance o ahsence of visadar rvohement. Demographic data, disease
using the Behoet's Dsessss Curnertt Actnity Farm (BDCAF) and the Behget's Syrdrome Activity Scale
BSAS). The exprassion kvels of mRNAS wene measuned using reak-time guantitative polyrmerase
chain reaction (RT<3PCR). Results: The comparson of the dinicl festures of BD patients with and
without vascular involvernent nevesded no sgnficant difference. However, the copresoon levels of
miR-196, miR-424, miA-10b, miR-103a-3p, and miR-542-3p were sigrificantly higher in BD patents
then in haalthy controls {p<0.001, p<0.001, pP=0.010, p<0.01, p=0.039, respactively). Monsover,
the expresson keved of miR-196 was signifcartly higher n vasoulo-Behgel patients than in the other
groups p=-0.0018). However, no sigrificant assocation wiss found between the expression keves
of mR-185 and dinical acthaty. Conclusion: Our study results indicated slevisted serum ks of
miR-195 in BD paterts, which mary be associated with vasouls ivobement. Therafors, miR-195
could potentidly serve as a biomareer for the dagnosis and monitoring of vasculo-Behget's disasse,
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Bryonia multiflora Extract Induces Autophagy via Regulating Long
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ABSTRACT

Bryonia multifiora, one of the species of Bryonia L (Cucurbitaceae) genus, is a perennial,
dioecious, herbaceous plant with rhizome-shaped roots. Bryonia species have anti-inflamma-
tory, antimicrobial, cytotowic, antioxidant, etc., activities and their components consume anti-
tumoral effects. Purpose of the study to investigate the effect of Bryonia Multiflora extract
(BMST) on breast cancer cells. Our results revealed that MCF-7 and MDA-MB-231 cells under-
went significant morphological changes leading to cell rounding. Mo significant changes
were observed in the cell viability by MTT. Acridine orange staining of our cells gave rise to
think that BMST might lead our cells to autophagy. Therefore, possible molecular mecha-
nisms underlying morphological changes such as autophagy (LC-3B, Beclin, AMBRA1) and
apoptosis (Bcl-2) were evaluated on mRNA and protein levels. BMST treated MCF-7 and
MDA-MB-231 cells had increased levels of autophagy markers whereas decreased levels of
Bo-2. p21 levels were also found to be increased in both cells. Analysis of IncRNA expres-
sions has shown that BMST treatment led to changes in the expression levels of several
IncRNAs playing roles in autophagy. The cument study has shown that BMST induces
autophagy in MCF-7 and MDA-MB-231 cells via regulating the IncRMAs revealing that BMST
could be a promising therapeutic agent.
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