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OZET

INSAN A549 HUCRELERI METASTAZI UZERINDE
D VITAMINININ ETKISi

YUKSEK LiSANS TEZi

Giillnar MAHMUDOVA

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Damisman : Prof. Dr. Fiisun OZTAY

Tim akciger kanserleri iginde en sik goriilen akciger adenokarsinomu, erken evrede belirti
gostermemesi, hizli ilerleyici tipte olmasi, tespit edildiginde ¢ogunlukla metastatik 6zellik
gosteren evre IV’de olmasi ve uzak organ metastazi varsa sag kalim siiresinin 5 ayin altina
diisebilmesi gibi 6zellikleri nedeniyle insan sagligini ciddi 6l¢iide tehdit etmektedir. Transforme
edici biiytime faktorii-beta (TGF-B) tarafindan uyarilan epiteliyal mezenkimal gecis (EMT),
akciger adenokarsinomunda tiimdr metastazina katki saglar. Metastazin onlenmesi, kanser
terapisinde hedeflenen yOntemlerden biridir. Yapilan ¢aligmalar, akciger kanserinin
onlenmesinde yeterli D vitamini (VitD) diizeylerinin 6nemli olabilecegini gostermektedir.
VitD’nin, EMT regiilasyonunda etkili oldugu bilinir. EMT’de en karakteristik o6zellik, epitel
hiicrelerinde goriilen E-kaderin protein kaybidir. Bu nedenle, tiimor gelisiminin ve yayiliminin
onlenmesinde E-kaderin protein kaybinin 6nlenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. VitD’nin akciger
adenokarsinomunda E-kaderin proteinini kodlayan CDH1 geni promotériiniin metilasyonu
tizerinde etkisi bilinmemektedir. Calismamizin amaci, TGF-$ ile EMT uyarimi yapilan insan
A549 hiicrelerinde, VitD uygulamalarinin CDH1 promotér metilasyonundaki etkisini ve bu
stirecte etkili molekiilleri belirlemektir.

Caligmada, A549 hiicrelerinden ii¢ deney grubu olusturuldu. Birinci gruptaki hiicreler TGF-3
(5ng/ml), ikinci gruptaki hiicreler TGF-f uygulamasindan yarim saat 6nce 100 uM VitD, {igiincii

xii
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gruptaki hiicreler sadece VitD ile muamele edildiler. Madde uygulamalarindan 24, 48 ve 72 saat
sonra toplanan hiicrelerden DNA/RNA ve protein izolasyonlar1 yapildi. TGF-f ile EMT uyarimi
yapilan A549 hiicrelerinde, VitD uygulamalar1 yapilan ve yapilmayan deney gruplarinda, EMT
etkinligi, CDH1 promotor metilasyonu, Kaiso ve DNA metiltransferaz 3 alfa (DNMT3A) gibi
DNA metilasyonunda etkili molekiillerin ekspresyonlarindaki degisimler, Western blot, QRT-
PCR ve bisiilfit conversion metilasyon analizleri ile belirlendi. Ayrica, yara kapanma analizleri
ile VitD’nin hiicre migrasyonunu engellemede etkinligi degerlendirildi.

TGF-B uygulamalari, E-kaderin proteini ve CDH1 mRNA miktarmni azaltirken, CDH1 promotor
metilasyonu ile Snail, Kaiso, DNMT3A, ACTA2 mRNA ve alfa-diiz kas aktin (a-SMA)
molekiillerinin ekspresyonlarint arttirdi.  VitD 6n uygulamalari, A549 hiicrelerinde TGF-3
tarafindan uyarilan EMT yi1 geriletti. VitD, TGF- sinyal yolu aktivasyonunu diisiirerek, CDH1
promotor hipometilasyonuna, CDH1 geninin baskilayict transkripsiyon faktorii olan Snail
proteinin miktar1 ile CDH1 promotériiniin metilasyonunu diizenleyen Kaiso ve DNMT3A
proteinlerinin miktarlarinin azalmasina neden oldu. Bdylece, A549 hiicrelerinde E-kaderin
protein miktarinin artmasini, a-SMA miktarimin ise azalmasini sagladi.

Calismamiz, EMT’ nin azaltilmast yoluyla metastazin onlenmesinde VitD’nin kullaniminin
olabilecegine dair in vitro’da kanitlar sunmaktadir. Calismamizin verileri, VitD’nin A549
hiicrelerinde CDH1 susturumunu DNA metilasyonu kontrolii iizerinde, EMT’yi gerileterek
timor metastazini 6nlemede etkili olabilecegini gostermektedir. Deneysel verilerin, Kklinik
caligsmalarla test edilmesi, akciger adenokarsinomunda VitD’nin anti-kanserojenik terapotiklerle
kombine kullaniminin faydali olup olmayacagini belirleyecektir.

Ocak 2022, 64 sayfa.

Anahtar kelimeler: D Vitamini, EMT, TGF-, E-kaderin, CDH1 Promotor Metilasyonu, A549
hiicreleri
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SUMMARY

EFFECT of VITAMIN D on METASTASIS of HUMAN A549 CELLS]

M.Sc. THESIS

Giillnar MAHMUDOVA

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. Fiisun OZTAY

Lung adenocarcinoma is the most common of all lung cancers. It has serious consequences for
human health due to its features such as not showing symptoms at an early stage, being in a
rapidly progressive type, being in stage IV, which often shows metastatic features when detected
it, and survival time of less than 5 months if distant organ metastases are present. Epithelial
mesenchymal transition (EMT) induced by transforming growth factor-beta (TGF-f) contributes
to tumor metastasis in lung adenocarcinoma. Prevention of metastasis is one of the targeted
methods in cancer therapy. Studies show that adequate levels of vitamin D (VitD) may be
important in the prevention of lung cancer. VitD is known to be effective in EMT regulation.
The most characteristic feature in EMT is the loss of E-cadherin protein in epithelial cells.
Therefore, prevention of loss of E-cadherin protein is of great importance in the prevention of
tumor development and spread. The effect of VitD on the promoter methylation of the CDH1
gene encoding the E-cadherin protein is unknown in lung adenocarcinoma. The aim of the
current study is to determine the effect of VitD treatments on CDH1 promoter methylation and
the effective molecules in this process in human A549 cells stimulated with TGF-p.
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In the current study, three experimental groups were formed from A549 cells. The cells in the
first group were stimulated with TGF- (5ng/ml), the cells in the second group were treated with
100 uM VitD half an hour before the TGF- stimulation, the cells in the third group were treated
with VitD only. DNA/RNA and protein were isolated from cells collected at 24, 48 and 72 hours
after substance administration. Alterations at EMT activity and the expression of molecules
effective on CDH1 promoter methylation, such as Kaiso and DNA methyl transferase 3 alpha
(DNMT3A) were determined by Western blot, gRT-PCR and bisulfite conversion methylation
analyzes in A549 cells stimulated with TGF-f at the presence and absence of VitD. In addition,
the effect of VitD in inhibiting cell migration was evaluated by wound healing assays.

TGF-p treatment decreased the amount of E-cadherin, CDH1 mRNA, while it increased CDH1
promotor methylation and the expressions of Snail, Kaiso, DNMT3A, ACTA2 mRNA and
alpha-smooth muscle actin (a-SMA) molecules. VitD pretreatments regressed TGF-B-induced
EMT in A549s. VitD decreased the TGF-f signaling pathway activation and caused a decrease in
the CDH1 promotor methylation, amount of Snail protein, which is the repressor transcription
factor of the CDH1 gene, and the amounts of Kaiso and DNMT3A proteins, which methylate the
CDH1 promoter. Thus, the amount of E-cadherin protein was increased by VitD pretreatment,
while the amount of a-SMA was decreased in A549 cells.

The current study provides in vitro evidence that the use of VitD can prevent metastasis through
reduction of EMT. The data of the current study show that VitD may also be effective in
preventing tumor metastasis, by reversing EMT through CDH1 silencing via DNA methylation
in Ab49 cells. Testing of experimental data with clinical studies will determine whether the
combined use of VitD with anti-carcinogenic therapeutics in lung adenocarcinoma will be
beneficial.

January 2022, 64. pages.

Keywords: Vitamin D, EMT, TGF-B, E-cadherin, CDH1 Promotor Methylation, A549 cells
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1. GIRIS

Akciger kanseri, tiim diinyada hem erkeklerde hem de kadinlarda yaygin olarak goriiniir.
Kiiresel kanser gozlemevinin (GLOBOCAN) 2018 yilinda, 185 {ilkede, 36 kanser ¢esidini
dikkate alarak yaptigi bir arastirmada, yaklasik 18 milyon kanser vakasi i¢inde akciger
kanserinin % 11,6 ( yaklasik 2.1 milyon yeni vaka) oraninda oldugu bildirilmektedir (Bray ve
dig., 2018). Akciger kanserinin insidans1 son 30 yilda artmistir. Onceleri genellikle erkeklerde
goriliirken, 1990’11 yillarin ortalarindan itibaren insidans erkeklerde diislis, kadinlarda ise
artis egilimi gostermektedir (Cheng ve dig., 2016). Gelismis iilkelerde akciger kanseri,
kadinlarda gogiis kanserinden sonra en sik goriinen kanser tiirii olarak ikinci sirada yer alir
(Torre ve dig., 2015). Ustelik akciger kanserine yakalanan kisiler arasinda genglerin sayis1 da
giderek artmaktadir (Jemal ve dig., 2018). Mevcut yeni tedavilere ragmen, akciger kanserinde
5 yillik sag kalimm % 12-15 gibi diisiik bir orandadir. Bu sebeple, kanserle iliskili 6lim
nedenlerinin basinda akciger kanseri gelmektedir (Torre ve dig., 2015). Sung ve
arkadaslarinin yaptig1 bir arastirmada, diinyada 2020 yilinda kanser nedeniyle 6len yaklasik
10 milyon kisi icinden 1.8 milyon kisinin akciger kanseri nedeni ile 6ldiigii belirlenmistir
(Sung ve dig., 2021). Akciger kanseri, diinyada oldugu gibi tilkemizde de insan sagligini ciddi
Olctlide tehdit etmektedir. Tiirkiye’de, 2020 yilinda, 41.264 kisi akciger kanserine yakalanmus,
akciger kanseri % 17,6 oraniyla en sik goriilen kanserler icinde ilk sirada yer almis ve

hastalarin % 29,3 kaybedilmistir (GLOBOCAN 2020 Database. https://gco.iarc.fr/).

Akciger kanseri, kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiiciik hiicreli olmayan
akciger kanseri (KHDAK) olmak iizere 2 biiylik grupta simiflandirilir. Tim akciger
kanserlerinin yaklasik % 85’ini olusturan KHDAK, genel olarak, adenokarsinom, skuamoz
hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom olarak alt smiflara ayrilir (Inamura, 2017).
Akciger adenokarsinomu, hig sigara igmemis kisilerde goriilen en yaygin kanser tipidir. Oyle
ki, tiim akciger kanserlerinin yaklasik % 40’1n1 olusturur. Akciger adenokarsinomu genellikle
akciger periferinde goriiliir ve mukozal bezlerden gelisir. Kanser alveolar alana dogru
yayildiginda, timor hiicreleri pnomosit benzeri ozellikler gosterirler. Birgok vakada akciger
adenokarsinomu, akcigerde skar doku veya kronik inflamasyona odaklarinda da
gelisebilmektedir (Li ve Lu, 2018). Akciger adenokarsinomunun heterojenitesi ve agresiffligi

diger akciger kanserlerinden yiiksektir ve EGFR, KRAS, BRAF, ERBB2, TP53, ALK, STK11


https://gco.iarc.fr/

ve TTEL1 mutasyonlar ile iligkili ¢ok yiiksek bir tiimor mutasyon yiikiine sahiptir (Travis ve
dig., 2011; Devarakonda ve dig., 2015; Rizvi ve dig., 2015). Akciger adenokarsinomu tespit
edildiginde, c¢ogunlukla metastatik oOzellik gosteren evre IV’de olmaktadir. Akciger
adenokarsinom metastazi, kanserin diger yumusak doku/organlara yayilmasina neden olarak,
hastalik progresyonunu kotii yonde etkiler. Uzak organlara metastaz varsa, sag kalim 5 ayin
altina diisebilmektedir (Rithimaki ve dig., 2014). Bu durum, akciger adenokarsinomunda
timor hiicrelerinin - 6ldirilmesinin  yan1 sira timor metastazinin Onlenmesine yonelik

uygulamalarin da 6nemli oldugunu acgik¢a gostermektedir.

Epiteliyal mezenkimal ge¢is (EMT), pek c¢ok kanser tiriinde oldugu gibi akciger
adenokarsinomunda da tiimor hiicrelerinin metastazina neden olur (Shu ve dig., 2019). EMT
tarafindan modiile edilen metastazda, tiimordeki epiteliyal karakterli bazi hiicreler
polaritelerini degistirirler. Bu hiicreler, epitel hiicre 6zelliklerini kaybederek mezenkimal
hiicre ozellikleri sergilemeye baslarlar. Ek olarak, migrasyon ve hareketlilik (motility)
ozelliklerini de arttirarak, timor mikrogevresine invaze olurlar ve damar duvarini agarak lenfe
veya kana gecerler ve boylece uzak organlara metastaz yaparlar (Kang ve Massague, 2004;
Yilmaz ve dig., 2007). EMT’de, hiicre-hiicre adezyon baglantilarinin temel proteini olan E-
kaderin proteini basta olmak iizere okludin, sitokeratin gibi epitel hiicrelerine 6zel proteinlerin
sentezinde bir azalis gozlenir. Epiteliyal karakterli proteinlerin azalisginin aksine, bu
hiicrelerde vimentin, N-kaderin, alfa-diiz kas aktin (a-SMA) gibi mezenkimal hiicreler i¢in
0zel olan proteinlerin sentezlerinde bir artig goriilmektedir (Liu ve dig., 2010; Sari ve dig.,
2020; Yildirim ve dig., 2021). EMT, transforme edici biiyiime faktorii-beta (TGF-p),
Whnt/B-katenin, HedgeHog, Notch gibi gelisimsel sinyal yollar1 tarafindan uyarilabilir. insan
A549 akciger adenokarsinom hiicreleri, epitel kokenli tiimor hiicreleridir. TGF-B, epitel
karakterli bu kanser hiicrelerinin epitel fenotiplerini kaybedip mezenkimal karakterli hiicrelere
farklilagsmalarin1 saglar. A549 kanser hiicrelerinin E-kaderin protein sentezini birakip,
mezenkimal hiicrelere spesifik olan N-kaderin, vimentin ve a-SMA, kollagen ve fibronektin
gibi proteinleri tiretmeye basladiklari saptanmistir (Liu ve dig., 2010; Sari ve dig., 2020;
Yildirim ve dig., 2021). Timor dokuda E-kaderin proteininin fonksiyonel durumu, genin
eksprese edilip edilmediginin 6tesinde metastatik potansiyelin 6nemli bir belirleyicisidir (Na
ve dig., 2020). Akciger kanserli hastalardan alinan bronko-alveoar lavaj sivisinda, kontrol
grubu hastalarindan daha fazla miktarda E-kaderin molekiilii belirlenmistir (Zhang ve dig.,
2020). Tsoukalas ve dig. (2017), yeni KDHAK tanis1 alan 112 hastada yaptiklar1 ¢aligmada



diisiik E-kaderin ve yiiksek vimentin ekpresyonunun koétii prognoz ve sag kalim ile iligkili

oldugunu buldular.

D vitamini (VitD), steroid tabiatli bir prohormondur. Esas olarak, viicutta kalsiyum-fosfat
dengesinden sorumlu olsa da, yapilan c¢alismalarda VitD’nin inflamasyon, hiicre
proliferasyonu ve hiicre farklilasmasi ile ilgili 200’e yakin geni kontrol edebildigini ortaya
koymustur (Hollick ve Garabedian, 2006). VitD eksikliginde, akciger biiyiimesi ve yapisinda
anomaliler, astim, alerji ve kronik obstruktif akciger hastalig1 gibi ¢esitli akciger hastaliklar
gelisebilmektedir (Cannell ve dig., 2008; Donma ve dig., 2012; Shi ve dig., 2017). VitD,
hedef hiicresindeki etkisini retinoid X reseptorii (RXR) araciligiyla, sitoplazmik vitamin D
reseptoriine (VDR) baglanarak gosterir. VDR’ye baglanan VitD, nukleusa geger ve hedef
genlerin transkripsiyonunu diizenler (Murray ve dig., 2012). VitD’nin, meme, kolon ve
prostat gibi ¢ogu kanser tiirlinde antiproliferatif ve pro-diferantiyatif etkiler gdsterdigi ve
apoptozu uyardigi bilinmektedir. Ayrica anti-onkogenik, anti-inflamatuvar ve anti-metastatik
yapisti ile birgok kanser tiirtinde iyilestirme yoniinde avantaji oldugu diisiiniilmektedir (Norton
ve O'Connell, 2012). Akciger kanserinin Onlenmesinde yeterli VitD diizeylerinin kritik
olabilecegini bildirilmektedir (Wang ve dig., 2020). VitD’nin akciger kanserindeki roliinii
acikliga kavusturmak icin yapilan ¢alismalarin meta-analizi, serum VitD diizeyleri ile diyet
VitD alimmin akciger kanseri riski ile iliskili olabilecegini gostermektedir. Serum VitD
miktari ile akciger kanseri riski arasinda ters bir iliski saptanmistir (Zhang ve dig., 2015).
Klinik caligmalar, VitD takviyesinin kansere yakalanma riskini azalttigim kuvvetle
desteklemektedir (Wu ve dig., 2019). VDR geni ¢ikarilan deri kanserli farelerde, VDR
sinyallemenin deride timor gelisimini durdurabilecegi saptanmistir (Bikle, 2011). VitD’nin
¢ogu kanser tiirtinde anti-proliferatif etkisine ilaveten tiimor hiicrelerinde hiicre farklilagsmasi

ve apoptoz uyarimini arttirdigi bilinmektedir.

VitD’nin, EMT regiilasyonunda etkili oldugunu gosteren ¢aligmalar vardir. TGF-f ile uyarilan
A549 hiicrelerinde Kalsitriol (1,25-dihidroksikolekalsiferol (1,25(OH)2D3) uygulamalarinin,
TGF-p etkisiyle uyarilan EMT’yi gerilettigi belirlenmistir (Jiang ve dig., 2017). EMT de en
karakteristik ozellik, epitel hiicrelerinde goriilen E-kaderin protein kaybidir. Bu nedenle,
timor gelisiminin ve yayiliminin énlenmesinde E-kaderin protein kaybinin 6nlenmesi biiytik
Oonem tasimaktadir. E-kaderin protein miktari, E-kaderin gen (CDH1) ekspresyonu ile

dogrudan iligkilidir. CDH1 promotdriindeki CpG adaciklarinin  metilasyonu, genin



kapanmasina dolayisi ile hiicrede E-kaderin protein miktarinin azalmasina neden olur. TGF-f3
etkisi ile epitel hiicrelerinde CDH1 ekspresyonu ve protein sentezi baskilanir (Yildirim ve
dig., 2021). EMT nin geriletilmesine yonelik terapotik yaklasimlarda, hiicrelerde yeniden E-
kaderin sentezinin uyarilmasi olduk¢a 6nemlidir. Bir 6nceki ¢aligmamizda, TGF-f3 ile EMT’1
uyarilan A549 hiicrelerinde azalan E-kaderin proteininin D vitamini uygulamalar1 ile
hiicrelerde yeniden sentezlendigi ve EMT nin geriledigi bulundu (Sari ve dig., 2020). Yapilan
literatlir taramalarinda, VitD’nin A549 hiicrelerinde E-kaderin proteinini kodlayan CDH1
promotoriiniin metilasyonu iizerinde etkisinin arastirilmadigi tespit edildi. Tez projesinde,
insan A549 hiicrelerinde TGF-f ile susturulan CDH1 gen ekspresyonunun VitD uygulamalari
ile yeniden nasil agildigit CDH1 promotor metilasyon analizleri ile ilk kez arastirildi. Boylece,
VitD uygulamalarinin metastaz1 azaltmadaki etkileri ortaya kondu. Calismamizin baslica
amaci, TGF-B ile EMT uyarimi yapilan A549 hiicrelerinde, VitD uygulamalarinin CDH1
promotdr metilasyonundaki etkisini ve bu stirecte etkili molekiilleri belirlemektir. Ayrica, bu
hiicrelerde yara kapanma analizleri ile VitD’nin hiicre gociinii engellemedeki etkinliginin
belirlenmesi hedeflenmektedir. Bu amaglar dogrultusunda, ¢aligma kapsaminda, TGF-f ile
EMT uyarimi1 yapilan insan A549 adenokarsinom hiicrelerinde, VitD uygulamalari yapilan ve
yapilmayan deney gruplarinda, EMT etkinligi, CDH1 promotor metilasyonu, Kaiso ve DNA
metiltransferaz 3 alfa (DNMT3A) gibi DNA metilasyonunda etkili molekiillerin

ekspresyonlarindaki degisimlerin ve yara kapanma oranlarinin analizleri gergeklestirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1 AKCiGER KANSERI: EPIDEMiYOLOJiSi VE NEDENLERI

Giliniimiizde akciger kanseri, diinya genelinde hem erkeklerde hem de kadinlarda 6nde gelen
oliim nedenleri arasinda yer almaktadir. Akciger kanseri, tiim kanserlerin % 12 ile % 16’sin1
olusturmaktadir. Bes yillik sag kalim siiresi % 10-15’1 gegmemektedir. Kansere bagli 6liim
oranlarinin % 17,8 ile % 28’1 akciger kanseri nedeniyle olmaktadir. Tiirkiye Cumhuriyeti
Saglik Bakanligi Kanser Savas Dernegi“ verilerine gore, akciger kanseri, % 22,6 oraniyla

Tiirkiye’de en sik goriilen kanserdir (Giinal ve dig., 2016).

Akciger kanserinin epidemiyolojik Ozellikleri ve goreceli risk faktorleri {izerine yapilan
calismalar, akciger kanserinin Onlenmesinde, yeni tanm1 ve tedavi yOntemlerinin
arastirilmasinda 6nemli bir rol oynamistir (Mao ve dig., 2016). Akciger kanseri tiim diinyada
en sik goriilen ve kansere bagli 6liim nedenleri iginde ilk sirada yer alan malignite olarak
kabul edilmektedir. Diinya Saghk Orgiitii (DSO), akciger kanserinin 2012 yilinda toplam
1,8 milyon yeni olgu ile tiim kanserlerin % 12,9’unu meydana getirdigini bildirmistir. Akciger
kanseri tiim diinyada erkeklerde en sik rastlanan kanser olma 6zelligi tasimaktadir (yillik 1,2
milyon yeni olgu, tiim kanserler i¢cinde % 16,7). Kadinlarda beklenen insidans hizi genellikle
daha diistiktir (yillik 583,000 yeni olgu, tiim kanserler i¢inde % 8,7). Akciger kanseri sadece
yaygin olarak goriilen bir kanser olmasi yoniiyle degil, neden oldugu mortalite yiikii
nedeniyle de oldukg¢a 6nemli bir halk sagligi sorunudur. DSO verilerine gore tiim diinyada
kansere baglh dliimler i¢inde en yiliksek oran, her 5 kansere bagli 6liimiin 1’inden sorumlu
olan akciger kanserine aittir (1,59 milyon 6liim, toplam kansere bagli 6liimlerin % 19,4°11)

(Ferlay ve dig., 2015).

Akciger kanseri, Amerika Birlesik Devletleri'nde uzun yillardir kansere bagli 6liimlerin 6nde
gelen nedeni olmasina ragmen, insidans ve mortalite istatistikleri diinya genelinde farkliliklar
gostermektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde, 2020 yilinda 1.806.590 yeni kanser vakasi
ve 606.520 kanser Olimiiniin meydana geldigi bilinmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri’'nde, 2013 yilinda, 222.000’in iistiinde yeni akciger kanseri tanis1 konmustur.
Bunlarin % 80’1t KHDAK'dir. Medyan yas 69 olarak bulunmus olup, giderek yiikselis
gostermektedir (Kefeli, 2015).



Akciger kanseri tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de en ¢ok goriilen ve 6liime neden olan
kanserler arasindadir. Saglik Bakanligi Kanser Daire Baskanligi’nin 2012 yili verilerine gore
akciger kanseri Tiirkiye’de tiim niifus ve erkeklerde en sik goriilen kanser tipidir. Kadinlarda
besinci siklikta goriilmektedir. Erkeklerde tiim kanserlerin % 21,8’ini, kadinlarda ise %
4,9’unu olusturmaktadir. Tiirkiye’de akciger kanserinin yasa standardize insidans hizi
erkeklerde 100.000’de 60,4 olarak, kadinlarda ise 100.000’de 9,3 olarak bildirilmektedir
(Sencan ve Keskinkilig, 2015) (Sekil 2.1.1). Tiirk Toraks Dernegi’nin 2009 yilinda
gerceklestirdigi “Tiirkiye’nin akciger kanseri haritas” projesinde her yil Tirkiye’de 29.314
yeni akciger kanseri olgusu ortaya c¢iktigi hesaplanmistir. Akciger kanserlerinin % 80,7si
KHDAK, % 16,41t KHAK ve % 2,9’u ise diger alt tiplerdir. Insidans hiz1 hem erkeklerde
hem de kadinlarda yas ilerledik¢e artmaktadir. Bu g¢alisma sonuglarina gore Tirkiye’de
akciger kanserine yakalanan hastalarin yas ortalamasi 60 olup, %90,4’i erkektir. En sik
rastlanan tip, skuamoz olmayan hiicreli iken, 45 yas alt1 geng popiilasyonda ve kadinlarda en
sik akciger adenokarsinomuna rastlanmaktadir. Kisiler akciger kanseri tanisi aldiklarinda,
olgularin % 47’si metastatik evrede, % 37’si lokal ileri evrede, sadece % 16’s1 operasyona

uygun evrede yakalanmaktadir (Turkish Thoracic Society, 2013).

— Tirkiyedeki kanser vakalarinin dagilimi _

Akciger kanseri
41264 (17.6%

Meme kanseri
24 175 (10.3%)

Diger kanserler Kalin bagirsak kanseri
114 078 (48.8%) 21191 (9.1}
Prostat kanseri
19 444 (8.3%)
Tiroid kanseri

13 682 (5.9%)
Toplam: 233 834

Sekil 2.1.1: Tirkiye’de akciger kanseri insidansi. Sekil “Uluslararas1 kanser arastirma ajansi”
2021’den Tirkeelestirilmistir (https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/792-
turkey-fact-sheets.pdf).
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Azerbaycan'in ¢esitli bolgelerinde akciger kanseri sikligi, farkli histolojik tipler, cinsiyet, yas
ve belirli risk faktorleri arastirildi. KHDAK’nin bir alt tipi olan epidermoid
kanserin(Skuomdz tip) tiim bolgelerde en sik goriilen histolojik tip oldugu ortaya ¢ikti. En
yiiksek epidermoid kanser orant 230 (% 55,56) ile sanayi bolgeleri ve sanayi sehirlerinde
(Bakii ve Sumgayit) gozlendi. En diisiik akciger kanseri orani ise daglik bolge 12'de (% 3,76)
bulundu. Sigara ve alkol kullaniminin epidermoid kanser riskini arttirdig1 goriildii (hastalarin
% 41,2'si sigara ve alkol kullanir). Akciger kanserinden en yiiksek morbidite (100.000 niifus
basina 13,55) ve mortalite (0,11) oranlart ile endiistriyel bolgelerde gozlendi. Analizler, farkli
endojen ve eksojen faktorlerin akciger kanseri ile iliskili oldugunu ortaya koydu (Soltanov,
2009). Uluslararasi kanser arastirma ajansinin verilerine gore, Azerbaycan’da goriilen tiim

kanserler i¢inde akciger kanseri % 10 oraninda goriilmektedir (Sekil 2.1.2).

_ Azerbaycandaki kanser vakalarinin dagihmi _

Meme kanseri
2219 (13.6%)

Kalin bagirsak kanseri
1643 (10.1%)

Akciger kanseri

Diger kanserler 1624 (10%)

8491 (52%)

Mice kanseri
1453 (8.9%)

Yemek borusu kanseri
886 (5.4%)
Toplam: 16 316

Sekil 2.1.2: Azerbaycan’da akciger kanseri insidansi. Sekil “Uluslararasi kanser arastirma
ajans1”  2020’den  Tirkgelestirilmistir,  (https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/
populations/31-azerbaijan-fact-sheets.pdf).

Akciger kanserinin baslica nedenleri arasinda sigara ve tiitiin kullanim1 gelmektedir. Akciger

kanseri agirlikli olarak sigara i¢imi ile iliskilidir. Sigara igmek, agik bir doz-cevap iliskisi ile

akciger kanseri riskini 5-10 kat artirir (Schwartz ve Cote, 2016). Giinliik igilen sigara sayisi,
sigara igme siiresi, erken baslama yasi, dumani derin ¢ekme ve katran miktar1 ile kanser
gelisme riski artar. Sigara dumaninda 4000-5000°den fazla kimyasal ve 70’den fazla kanser
olusumuna neden olan madde oldugu bilinmektedir (Rodgman ve Perfetti, 2008). Tiitiin

dumani ve biyolojik cesitliligi kanserojen, toksik maddeler, tahris edici, tiimor rehberleri, co-
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kanserojen ve inflamatuvar ajanlarin varlig: ile karakterize edilir. Sigara dumanindaki 73
bilesik arasinda akciger kanseri olusturan 20'den fazla bilesik bulunmaktadir. Bu bilesikler
arasinda polisiklik aromatik hidrokarbonlar, 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanon, 1,3-
biitadien ve etilen oksit gibi ugucu maddeler, kadmiyum gibi metaller ve radyoaktif bilesik
210Po yer alir (Hecht, 2011). Akciger kanseri riski, sigara igenlerde igmeyenlere oranla 30 kat
artmaktadir (Aydiner ve Can, 2010). Pasif sigara i¢iminde risk, % 3,5 olarak karsimiza
cikmaktadir. Sigara i¢ciminin akciger kanseri ile direkt iliskisi, kadinlarda % 90, erkeklerde %
79 oraninda bulunmustur. Sigaranin birakilmasi, kanser riskini tamamen ortadan
kaldirmamakta olup, riski azaltmaktadir (Alar ve Sahin, 2012). Yapilan ¢alismalarda, akciger
kanserli olgularda tiimor tipiyle sigara aligkanligi arasinda, anlamli bir iliski oldugu
gosterilmistir. Sigara icenlerde akcigerde skuamoz hiicreli karsinom daha sik bulunurken,
sigara igmeyenlerde adenokarsinom daha sik gozlenmistir (Erbaycu, 2009). Sigara ve akciger
kanseri gelisimi arasindaki baglanti1 sadece sigara igenler igin degil, ayn1 zamanda ikinci el
dumana maruz Kkalanlar i¢in de gosterilmistir (Kim ve dig., 2014). Pasif igicilik kalp
hastaliklar1 ve diger rahatsizliklara neden olabilecegi gibi akciger kanseri riskini de artirir.
Kendileri sigara igmedikleri halde ev veya isyerlerinde pasif olarak dumana maruz kalan
kisilerde akciger kanseri gelisme riski % 20-30 artmaktadir. Titlin i¢iminin belirgin
kanserojen etkilerine ragmen, tiim sigara igenlerde akciger kanseri gelisimi gézlenmeyebilir;
tersine bazi sigara igcmeyenler diger ¢evresel risk faktorlerinin yoklugunda akciger kanseri
gelisebilmektedir. Sigara igmemek, akciger kanserinin onlenebilir baslica nedenleri arasinda
sayllmaktadir. Akciger kanseri olan hastalarin 6nemli bir azinligr hi¢ sigara igmemistir.
Amerika Birlesik Devletleri'nde, hi¢ sigara igmeyenlerde akciger kanserinden yillik 17.000-
26.000 oliim oldugu tahmin edilmektedir (Rivera ve Wakelee, 2016).

Sigara ve tiitiin kullanim1 yan1 sira, akciger kanserine neden olan diger risk faktorleri arasinda
genetik hassasiyet ve degisiklikler, yetersiz beslenme, ¢evresel ve mesleki maruziyetler
bulunmaktadir (Malhotra ve dig., 2016). Akciger kanserinde gevresel ve genetik faktorlerin
de biiyiik bir rolii vardir (Perriot ve dig., 2018). Akciger kanserine yatkinlik; hiicre siklusunun
kontrolii, DNA hasarinin onarimi ile iliskili genlerdeki polimorfizimleri ve karsinojen
metabolizmasini etkileyebilmektedir (Dubey ve Powell, 2009). Baz1 akciger kanseri ile iliskili
yeni genleri tanimlamak zordur. Buna ailesel akciger kanseri genleri dahildir. Bu zamana
kadar, sadece birkag akciger kanserine 6zgli gen tanimlanmistir. Bu nedenle, kanser

genetiginin anlasilmasinda daha fazla gelisme gereklidir. Biitiin ekzon dizilimi ve genom
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dizilimi, ardisik nesillerde de hastaliklara neden olan genleri tanimlamak i¢in kullanilabilir.
Akciger kanseri olusumunda etkili olan en 6nemli ¢evresel faktorlerden biri de radyasyondur.
X, UV isinlari, gama i1sinlari, niikleer emisyonlar, gibi radyoaktif isinimlar, biyolojik
makromolekiillere dogrudan etki edebilecek yeterli intrinsik (quantum) enerjiye sahiptirler.
Biyolojik makromolekiillerden elektron kopartabilir ya da bunlann pozitif yliikle
yiikleyebilirler. Bunun sonucunda, DNA’da tek ve ¢ift zincir kiriklari ile niikleotid yapilarinda

modifikasyonlara neden olurlar (Yilmazbayhan ve Ozliik, 2010; Yokus ve Cakir, 2012).

Asbest minerali, ¢evresel (ak toprak ve zeolit) ve endiistriyel (gemi ve otomotiv sanayi,
izolasyon) alanlarda kullanilmaktadir. Asbestosiz olusumu i¢in, uzun ve yogun asbest
maruziyeti gerekli oldugundan, mesleksel olmayan g¢evresel asbest maruziyetlerinde akciger
kanseri riski ¢ok digiiktiir. Tirkiye’de asbest temast ¢ogunlukla kirsal alanda
gerceklesmektedir. Ak toprak, iilkemizin bir¢ok bolgesinde bulunur ve kirsal kesimde siva ve
boya amaciyla kullanilmaktadir. Asbest maruziyeti de, akciger kanseri riskini 1,5-5,4 kat
artirmaktadir. Radon gazi, akciger kanser riskini % 8-11 oranlarinda artirmaktadir. Ev i¢i
radon kaynagmin 6nemli bir kismi (% 90), binanin temelindeki toprak ve kayalardir. Radon
gazi Onemli bir iyonlastirici radyasyon kaynagidir ve 3,8 giinliik bir yarilanma omrii ile
bozunur. Radon kayalardan, topraktan ve yeralti sularindan yayilir. Solunum epitelinin
DNA'sina zarar verebilir ve radon maruziyetinin akciger kanserinin nedeni oldugu varsayilir
(Sheen ve dig., 2016). Radyum ve uranyum, toprak ve kayalarda degisken konsantrasyonlarda
ve siklikla bulunabilen elementlerdir. Topraktan havaya gecen dogal bir radyoaktif gaz olan
radonun yogunlugu, toprakta bulunan uranyum konsantrasyonuna bagl degisiklik
gostermektedir (Radzikowska ve dig., 2001). Azerbaycan'da i¢c mekan radon ¢aligmalari ilk
kez 2010-2011 yillarinda gergeklestirilmistir. 2014-2015 yillarinda Azerbaycan Devlet
Programi (2014-2018) cercevesinde Azerbaycan'daki radon sorununun arastirilmasina devam
edilmigstir. Yiiksek radon konsantrasyonu seviyeleri ile akciger kanseri riski arasinda kesin bir
korelasyon oldugunu gostermektedir (Aliev ve Mahmudova, 2018). Radon normal
sicaklilarda, radyumdan bozunmayla meydana gelen inert bir gazdir ve radon bozunma
pargalarinin akcigere inhalasyonunun ve alfa pargaciklarinin yayiliminin, hiicrelere ve genetik
materyale zarar verebilecegi bildirilmistir. Evlere radon gazi zemindeki bosluklardan,
drenajdan ve bina gatlaklarindan girmektedir (Alar ve Sahin, 2012; Tastepe, 2014). Tasocagi
veya yeraltinda ¢alisan maruziyetleri, zararlilara kars1 kullanilan kimyasallar olan pestisit,

silika, agir metaller (nikel, kadmiyum, krom), polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve
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klorometil eterler bilinen diger kanserojen maddelerdendir (Tiirkiye Halk Saglik Kurumu,
2015).

2.2. AKCIGER KANSERININ SINIFLANDIRILMASI

Akciger kanserinin histolojik bulgulara gére smiflandirilmast DSO tarafindan 2011 yilinda
giincelledi (Travis ve dig., 2011). Akciger kanseri, biiyiime hizi, yayilimi, metastazin
zamanlamasi, kemoterapi ve radyoterapiye yanitina gore temelde KHK ve KHDK olmak
tizere iki ana baglk altinda gruplanmaktadir. KHDK de kendi aralarinda; adenokarsinom,
skuamoz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom olarak alt gruplara ayrilir (Tablo 2.2.1
ve Sekil 2.2.1). Tiim akciger kanserlerinin yaklasik % 85’i KHDK, % 15-16’s1 KHK’den
olugsmaktadir (Goldstraw ve dig., 2007).

Tablo 2.2.1: Akciger kanserinin genel siniflandirilmasi.

1) Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri

2) Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger Kanserleri

a) Adenokarsinoma

b) Skuamoz Hiicreli Karsinom

C) Biiyiik Hiicreli Karsinom

3) Digerleri

Karsinod Tiimorler, Pulmoner Lenfoma, Mukoepidermoid Karsinom, Adenoid

Kistik Karsinoma, Sarkomlar
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Akciger Kanseri Turleri

Kuguk hicreli

15%

m Adenokanser

por M Yassi hiicreli karsinom
m Biyik hicreli karsinom

Adenokanserler .
Diger
® Kugiik hiicreli akciger kanseri

30%

Yassi hiicrelir

Sekil 2.2.1: Akciger kanseri tiirleri ve goriilme oranlart (https://www.drozdogan.com/akciger-
kanseri-evreleme-sistemi-degisti-gelin-bu-vesile-ile-belirtilerini-ve-tedavisini-gozden-
gecirelim).

Tiim akciger tlimorlerinin yaklasik % 16’sim1 KHAK olusturmaktadir. KHAK, KHDAK ile
karsilagtirildiginda birgok farkli 6zellik gosterdigi gortliir. Bu farkliliklar sunlardir: daha hizli
timor ikilenme zamanina sahip olmasi ve buna bagl uzak metastazlarin erken gelisimi,
kemoterapi ve radyoterapiye dramatik yanit vermesi. KHAK prognozu, yillar i¢cinde daha
etkili tedaviler gelistirilmesine ragmen, halen kotii bir seyir izler. Hastalik agresiftir ve bes
yillik sag kalim oranlari yaklasik % 25°tir (Yildirim ve dig., 2015). KHAK nin tiim diinyada
goriilme sikligi ve mortalitesi bu hastaligi énemli bir saglik sorunu haline getirmektedir.
KHAK'de ilerlemenin oniindeki 6nemli engeller sunlardir: 1) erken teshis yontemlerinin
eksikligi, 2) translasyonel arastirma igin siirh timér dokusu (6rnegin, DNA, RNA ve/veya
protein degisikliklerinin molekiiler profili), kiigiik tanisal biyopsiler ve standart tedavide
cerrahi rezeksiyonun nadir kullanimi, 3) terapétik dirence katkida bulunan mekanizmalarin
zay1f anlasilmasi ile hizli hastalik ilerlemesi (Byers ve Rudin, 2015). KHAK’nin en énemli
ozelligi, hizli tiimoral biliylime ve erken metastaz yapmasidir. KHAK lar, siklikla santrale
yerlesirler, ileri derecede mediastinal invazyon yaparlar ve erken dénemde, paraneoplastik
sendromun da dahil oldugu ekstratorasik metastazlarla karakterizedirler (Aydiner ve Can,
2010; Alar ve Sahin, 2012). KHAK, daima sigara i¢enlerde goriilmektedir ve son yillarda
kadinlardaki yiizdesi artis gostermektedir. KHAK, kemoterapi ve radyoterapiye kars1 duyarl


https://www.drozdogan.com/akciger-kanseri-evreleme-sistemi-degisti-gelin-bu-vesile-ile-belirtilerini-ve-tedavisini-gozden-gecirelim
https://www.drozdogan.com/akciger-kanseri-evreleme-sistemi-degisti-gelin-bu-vesile-ile-belirtilerini-ve-tedavisini-gozden-gecirelim
https://www.drozdogan.com/akciger-kanseri-evreleme-sistemi-degisti-gelin-bu-vesile-ile-belirtilerini-ve-tedavisini-gozden-gecirelim
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olmasma ragmen, bu tiir akciger kanseri 1-2 yil igerisinde tedaviye diren¢li hale

gelebilmektedir (Aydiner ve Can, 2010).

Pulmoner sistemi etkileyen tiim kanser tiirleri igcinde KHADK karsinomu, tiim tiimérlerin
yaklasik % 80-85'Ini olusturur. Gegtigimiz birka¢ on yilda sitogenetik ve ileri molekiiler
teknikler, akciger kanserinin genomik yapisini tanimlamaya yardimei oldu ve bu siirecte,
ilerlemis KHADK 1 hastalarin klinik yonetimi ve tedavisinde devrim yaratt1 (Suster ve Mino-
Kenudson, 2020). KHADK!'lar, adenokarsinomlari, skuamoz hiicreli kanserler ve biiyiik
hiicreli kanserler gibi ¢oklu kanser tiirlerini kapsar (Relli ve dig., 2019). KHDAK'nin
karsinogenezi, hiicre biiylimesi, farklilagsmasi, go¢ii, istilasi ve apoptozda gorevli gen
mutasyonlar1 birikiminin neden oldugu ¢ok basamakli bir siiregtir (Zhou ve dig., 2015).
KHDAK, kemoterapi ve radyoterapi gibi tedavilere az duyarlidir. Ilerlemesi ve metastazi,
anjiyogenez ile yakindan iliskilidir. Erken evre KHDAK tedavisinde, ilerleme
kaydedilmesine ragmen, ileri evre KHDAK'nin sag kalim oraninin c¢ok diisiik oldugu
bilinmektedir (Chen ve dig., 2012; Qian ve dig., 2016). Son ¢alismalar, EGFR mutasyonlu
KHDAK’nin, hiicresel diizeyde olduk¢a heterojen oldugunu ve ¢oklu molekiiler
mekanizmalar  yoluyla direngli tlimorlerin  klonal genislemesini  kolaylastirdigini
gostermektedir. Akciger kanseri, akciger kanseri taramasmin yani sira cerrahi, tibbi ve
radyasyon onkolojik tedavilerindeki ilerlemelere ragmen, Amerika Birlesik Devletleri'nde ve

diinya capinda kanser 6liimlerinin en yaygin nedeni olmaya devam etmektedir.

Akciger kanserli hastalar arasinda adenokarsinomlu hasta sayisinin yillar i¢inde giderek
artmasi, bu hasta grubu {izerinde ¢aligsmalar1 artirmistir (Hirsch ve dig., 2008). Yapilan bir¢ok
calismada akciger adenokarsinomunun histopatolojik biiylime paternlerinin hastalarin sag
kalimi ile korele oldugunu gosterilmistir (Motoi ve dig., 2008). Hig sigara igmemis kisilerde
goriilen en yaygin alt tiptir. Akciger adenokarsinomu genellikle akciger ¢cevresinde olusur ve
birgok durumda skarlarda veya kronik inflamasyon alanlarinda bulunabilir. Akciger
adenokarsinomu genellikle mukozal bezlerden gelisir ve tiim akciger kanserlerinin yaklasik %
40'm1 temsil eder (Myers ve dig., 2020). EGFR mutasyonlar1 kesfedildiginden beri, 5-6 ana
odak noktasi, hedefe yonelik tedavi ile iligkili akciger adenokarsinomlarinin molekiiler

patogenezi ve prediktif faktorleri tizerinde ¢alisiimaktadir (Shim ve dig., 2011).

Skuamoz hiicreli karsinom Oncelerden en yaygin histolojik tip olarak bilinmektedir. Daha

sonra yerini adenokarsinoma birakmistir. KHDAK olgularinin % 30'unu skuamdz hiicreli



13

karsinoma olusturmaktadir. Skuamoz hiicreli kanser, kadinlara oranla erkeklerde daha fazla
goriilmektedir. Sigarayla iligkisi, yapilan c¢aligmalarda yaklasik olarak % 90 olarak
gosterilmistir (Yilmazbayhan ve Ozliik, 2010; Krimsky ve dig., 2016). Diger karsinom

tiirlerine gore uzak organ metastazlari daha azdir (Canpolat ve dig., 2009).
2.3. AKCIGER KANSERI TEDAVISI

Akciger kanserinin tedavisindeki giicliikler, bugiin i¢in hala 6nemli bir sorun olarak devam
etmektedir. Tedavi yontemleri, hastanin genel saglik durumu, kanserin tiirii ve evresi gibi bir
dizi faktdre bagl olarak degiskenlik gostermektedir. Cerrahi, radyoterapi, kemoterapi,
immiinoterapi gibi farkli tedavi secenekleri vardir. Kantitatif proteomik analiz ile ilag
direncinin prediktif belirtegleri, tan1 icin aday biyobelirtegler ve akciger kanserinde prognostik
belirtecler ve diger molekiiler belirtecler, akciger kanseri igin yeni terapdtik hedeflerin
kesfedilmesine ve tedavi yontemine karar verilmesine olanak tanimaktadir (Cheung ve Juan
2017).

Radyoterapi, akciger kanserinin tedavisinde kullanilan 6nemli bir yontemdir. Radyoterapi,
hastaligin tiim evrelerinde iyilestirici veya palyatif tedavi olarak kullanilabilir. Teknolojik
gelismeler, tiimorlerin daha iyi radyoterapi hedeflemesine ve ¢evredeki normal dokularin
tesadiifi 1sinlanmasini azaltmasina olanak saglamistir. Akciger kanserinde radyoterapinin hem
sag kalimi arttirma hem de toksisiteyi azaltma agisindan olumlu sonuglar1 vardir. Akciger
kanseri tedavisinde modern radyoterapi tekniklerinin uygulanmasi daha iyi klinik sonuglar ve
daha diisiik yan etki oranlar1 saglar (Bajcsay ve dig., 2020). Yaygin hastaliga gelencksel
yaklasim, yalnizca bolgeye 6zgii palyasyon igin ayrilmig radyoterapi ile kemoterapidir. Son

raporlar, radyoterapi uygulamalarinin arttigin1 gostermektedir (Videtic, 2015).

Adjuvan kemoterapi, KHDAK’ta bir dizi evreleme senaryosuna sag kalim avantaji sunar.
Akciger kanseri cerrahisinden degisken iyilesme, bir hastanin adjuvan kemoterapiyi tolere
etme yetenegini geciktirebilir, ancak kemoterapiye baglamanin aciliyeti belirsizdir (Salazar ve
dig., 2017). Akciger kanseri igin akciger parankimine bolgesel kemoterapi uygulanabilir ve
etkilidir. Giivenlik, akcigerlere iletilen kemoterapi ajanina baglidir ve doza ve zamana
baglidir. Erken akciger kanseri evreleri ve bolgesel kemoterapinin neoadjuvan veya adjuvan
tedavi olarak kullanilip kullanilamayacagi hakkinda veri saglamak i¢in daha fazla

degerlendirmeye ihtiya¢ vardir. Son olarak, inhale kemoterapi daha az sistemik yan etki ile bir
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giin evde uygulanabilir. EGFR-mutant ve ALK-pozitif akciger kanserli hastalarda
kemoterapinin etkinligi artar ve onkogene dayali kanserleri hedeflenen ajanlara direngli hale
gelen bireyleri kurtarabilir. immiinoterapiler akciger kanserleri icin terapdtik silahlanmanin
bir parcast haline geldikce, kemoterapétik ilaglar, bagisiklik kontrol noktasi inhibitorlerinin
etkinligini artirmak i¢in bagisiklik sistemini modiile etme potansiyeline sahip olmaktadir. Bu
kisisellestirilmis tip ve hedefe yonelik tedaviler ¢caginda bile, kemoterapotik ajanlar kanser
tedavisinde temel bilesenler olmaya devam etmektedir (Kris ve dig., 2014). KHAK'nin
kemoterapiye ve radyoterapiye nispeten iyi bir baslangic yaniti olmasina ragmen, ilk
tedaviden sonra niiks veya hastalik ilerlemesi hizl1 bir sekilde ortaya cikabilir. Ila¢ direnci,
ozellikle c¢oklu ila¢ direnci, KHAK kemoterapisinin basarisizliginin en 6nemli nedenidir
(Chen ve dig., 2012). Adjuvan platin bazli kemoterapi evre Il ve IIl KHDAK hastalarinda
bakim standardi olarak kabul edilir ve genellikle > 4 c¢cm tiimorleri olan evre inflamatuvar
bagirsak hastaligi olan hastalarda diigtiniilir (Nagasaka ve Gadgeel, 2018). Platin bazli
kemoterapi, ilerlemis KHDAK’inden etkilenen cogu hasta i¢in bakim standardi olmaya
devam etmektedir. Halen KHDAK'da kullanilan platin bilesikleri sisplatin ve karboplatindir.
Yeni nesil ilaglarin mevcudiyeti, daha diisiikk dozlarda platin bilesikleri i¢eren programlarin
benimsenmesine ve tolere edilebilirligin artmasina neden olmustur. Bazi veriler, {i¢lincii nesil
sisplatin bazli terapilerin, farkli bir giivenlik profiline sahip karboplatin bazli kemoterapiden
biraz daha iistiin oldugunu ve bu nedenle sisplatinin, ilerlemis KHDAK' secilmis hastalarin
tedavisi ic¢in standart referans olarak kalmasi gerektigini gostermektedir. Yeni platin
bilesikleri ve platin ilaglarin1 kisisellestirilmis ila¢ olarak sunmak i¢in fonksiyonel

genomiklerin kullanimi arastiriimaktadir (Rossi ve Maio, 2016).

Immiinoterapi, kanserin konakg¢1 bagisiklik sistemi tarafindan yabanci olarak taninmasini
kolaylastirir, bagisiklik sistemini uyarir ve kanser hiicrelerinin biiylimesini ve yayilmasini
saglayan inhibisyonu hafifletir. Immiin kontrol noktasi inhibitorleri (ICI), tek ajan olarak
veya kemoterapi ile kombinasyon halinde klinik uygulamaya girmistir (Pirker, 2020).
Geleneksel kemoterapdtik ajanlarin aksine, ICI'ler viicudun dogal tiimor 6ldiirme yanitini
artirarak calisir. Bununla birlikte, bu essiz etki mekanizmasi, sinifa 6zgii yan etkilerin
taninmasma da yol a¢cmustir. Bagisiklik ile iligkili advers olaylar olarak etiketlenen bu
toksisiteler, akcigerler de dahil olmak iizere ¢oklu organ sistemlerini etkileyebilir. Kontrol
noktasi inhibitdrii pndmonisi olarak adlandirilan ICI kullanimina bagli immiin aracili akciger

hasar1, ICI alan hastalarin yaklasik % 3 ila % 5'inde goriilebilmektedir (Suresh ve dig, 2018).
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Immiinoterapi, KHAK tedavisinde ilerleme kaydetmistir ve nivolumab, pembrolizumab,
atezolizumab ve durvalumab gibi ICI’ler, KHK'nin klinik sonuglarinda 6nemli iyilesmelere
yol agmistir (Yang ve dig., 2020). ICI’ler, ilerlemis KHDAK sag kalimini iyilestirdigi
gosterilen daha yeni, immiinoterapi bazli ilaglardir. Nivolumab, metastatik KHDAK olan daha
once tedavi edilen hastalarda etkilidir. Pembrolizumab ve atezolizumab monoterapi olarak ve
diger tedavilerle kombinasyon halinde onaylanmistir. Gegtigimiz yil boyunca, platin bazli
kemoterapi ile immiinoterapinin kombinasyonu, metastatik KHDAK olan ve programlanmis
Oliim ligand 1 tiimor orani skoru olan hastalar i¢in bakim standardi haline gelmistir (Judd ve

Borghaei, 2020).
2.4, EPITELIYAL MEZENKIMAL GECI$

EMT, epitel hiicrelerinin epitel fenotiplerini kaybederek mezenkimal hiicrelere farklilasmasi
olarak tanimlanir. EMT, embriyonik gelisimde gen katmanlarinin olusumunda, yara
iyilesmesinde ya da epitel homeostazina fizyolojik veya patolojik olarak meydan
okundugunda iyilesmeyi veya hastalik olusumunu tesvik eden mezenkimal hiicrelerin
iiretilmesini saglar. EMT’de baslica su olaylar meydana gelir: Oncelikle bazal membran
tizerine yerlesen epitel hiicrelerinin bazal membran ve diger komsu epitel hiicreleriyle temasi
kesilir, epitel hiicreleri polaritelerini kaybeder ve sonra epitel hiicre molekiilleri yerine

mezenkimal hiicre molekiillerini lireterek mezenkimal bir fenotip kazanirlar.

EMT, TGF-B, Wnt/B-katenin, Hedgehog ve Notc sinyalleri ile ¢esitli biiyiime ve farklilasma
faktorleri tarafindan modiile edilmektedir (Kahata ve dig., 2018; Yildirim ve dig., 2021).
EMT, tiim6r metastazinin 6nemli bir itici giicii olarak tanimlanmaktadir (Nieto ve dig., 2016).
TGF-B ligandlari, EMT’yi uyaran transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu veya
aktivitelerini kontrol eder (Kahata ve dig., 2018). Kiiltiirdeki epitel hiicrelerine TGF-§3
eklenmesi, cesitli epitel hiicrelerinde EMT'yi indiiklemenin uygun bir yolu olarak
onerilmektedir (Xu ve dig., 2009). Smad bagimli TGF-f sinyalinin EMT’yi aktive ettigi
bilinmektedir. EMT, kanser ilerlemesini destekleyen ve yonlendiren mezenkimal karakterli
stromal hiicrelerin iretilmesini saglar (Katsuno ve dig., 2013). TGF-p, tiimér anjiyogenezini
ve kansere bagli fibroblastlar1 aktive ederek ve tlimoriin inhibe edici immiin yanitlardan
kagmasini saglayarak kanser biiylimesini ve ilerlemesini daha da destekler. TGF-3 sinyalinin
hiicre dongiisii durmasinda, apoptoz, EMT ve kanser hiicresi metastazinda da rolii vardir (Hao

ve dig., 2019). Karsinom hiicre istilasinin baslatilmasina ek olarak, TGF-f ile indiiklenen
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EMT, kanser hiicrelerini farklilasmaya ve kanser kok hiicre benzeri 6zellikler kazanmaya
yonlendirebilir. EMT ayrica kanser ilerlemesini destekleyen ve yonlendiren stromal

hiicrelerin tiretilmesine de izin verir (Katsuno ve dig., 2013).

Epitel kokenli primer tiimorde, epiteliyal fenotipe sahip hiicrelerin bir kismi EMT ile
mezenkimal fenotip kazanirlar. Mezenkimal karakterli bu hiicreler tiimér disina gog ederler
(migrasyon) ve stromaya invase olurlar (invazyon). Daha sonra bu hiicreler, anjiyogenez ile
olusan kapillerlerin duvarin1 asarak kana gegerler (intravazasyon) ve kan ile uzak organlara
taginirlar (circulation). Metastaz yapacaklar1 organlara geldiklerinde, damar duvarindan
gecerek (ekstravazasyon) hedef dokuda sekonder bir timor olusumunu saglarlar. Akciger

kanserinin metastaz yaptig1 organlar karaciger, beyin, diger akciger ve kemiktir (Sekil 2.4.1).

TGF-B /\ EMT

= ; _— o % TumerHicresi R TTTTTTTTTTTIT R
e © L ! - .' L) o - ES -}: |
® '. ..’ .. ® - ..g‘m e ® = \ l . ""“'W‘...‘. i .
= EMT e Z —_————— =
Primer Tiimor = = e

Epiteliyal ve mezensimal
hiicre popiilasyon karigimi s

& Kanda dolagan nukleik
Ekstravazasyon asitler ve tiimér hiicreleri

Sekonder Organ Metastazi

Sekil 2.4.1: Akciger kanseri uzak organ metastazi (Mittal, 2018; Jin ve dig., 2015 ve
https://oncobites.blog/tag/metastasis/ alinarak diizenlenmistir).


https://oncobites.blog/tag/metastasis/

17

2.5. D VITAMINI

VitD, steroid tabiatli bir prohormondur. Son yillarda yapilan ¢alismalar, VitD’nin kemik
metabolizmas1 ve kan kalsiyum ve fosfat dengesi iizerinde bilinen klasik rollerine ek olarak,
kanser dahil bircok hastaligin 6nlenmesinde ve tedavisinde 6nemli bir rol oynayabilecegini
ortaya koymustur. Dogal VitD kaynaklar1 (diyet ve ultraviyole ismlara maruz kalma) ile
viicuda VitD temini smirli olabilmektedir. Bu nedenle harici VitD takviyeleri, viicuda VitD
alimim arttiran ve viicuttaki VitD seviyesini iyilestiren 6nemli bir destek yol olarak kabul
edilmektedir (Wilson ve dig., 2017).

D3 vitamini, UV 1s18inn etkisi altinda deride 7-dehidrokolesterolden yapilir. D2 vitamini
(ergokalsiferol) bitki sterol ergosteroliinden elde edilir. Viicutta iretilen veya besinlerle
viicuda alinan VitD formlar1 (D2 ve Ds vitaminleri), karacigerde 25-hidroksivitamin Ds’e
doniistiiriilir ve daha sonra bobreklerde CYP27B1 enzimi tarafindan aktif VitD’ye
(1,25(0OH)2D3) gevrilir. Aktif VitD, sistemik dolasim araciligiyla hedef organlara taginarak
hedef hiicrelerinde etkisini gosterir (Donma ve dig., 2012). Aktif VitD, hedef hiicreleri
tizerindeki etkisini reseptorii (VDR) araciligi ile gostermektedir. Hiicre zarindan kolayca
gecen VitD, hiicrenin sitoplazmasinda RXR molekiiliine baglanarak dimerik bir yap1 kazanir.
Bu dimerik yapi, sitoplazmadan nukleusa gecer ve diger diizenleyici proteinlerle etkilesir.
Aktif VitD, VDR ve gesitli diizenleyici proteinleri iceren bu kompleks, hedef genlerin
promotdr bdlgelerinde bulunan 6zel niikleotid dizilerine (D vitamini yanit elemanlari,
VDRE) baglanarak hedef genlerin transkripsiyonunu diizenler (Larriba ve dig., 2014).
VitD’nin hedef genleri arasinda, hiicre biiylimesi, boliinmesi ve farklilasmasi, hiicre 6limii,
anjiyogenez ve inflamasyon ile ilgili genler bulunmaktadir. Akciger ile ilgili olarak, in vivo
hayvan modellerinden ve in vitro hiicre kiiltiirinden elde edilen kanitlar, VitD’ nin pulmoner
inflamasyonun Onlenmesinde yararli bir rol oynayabilecegini gostermektedir (Norton ve
O'connell, 2012). VitD viicutta pek ¢ok olumlu etkileri nedeniyle, minimal yan etkileri olan
Ozel hastaliklart hedefleyen 1,25(OH).D analoglart kullanilmaktadir. VitD’nin kanser
tizerinde de olumlu etkileri oldugunu gosteren caligmalar vardir. Akciger kanserinin
onlenmesi i¢in yeterli bir VitD seviyesi onemlidir (Bikle, 2014). VitD ayrica anti-anjiyogenik,
anti-inflamatuar ve anti-metastatik etkiler de dahil olmak tizere kanserde faydali olabilecek
bircok ozellige sahiptir (Krishnan ve Feldman, 2011). Ek olarak, epidemiyolojik kanitlar,

cesitli kanser tiirlerinin dnlenmesinde ve tedavisinde VitD’nin yararli bir rolii oldugunu
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gostermektedir (Trump ve dig., 2006; Deeb ve dig., 2007). VitD’nin A549 hiicrelerinin
proliferasyonunu, istilasin1 ve metastazin1 inhibe edebildigini, hiicre apoptozunu tesvik
ettigini, kemoterapi ilaglarmnin duyarhiligini diizenledigini dogrulamaktadir. VitD’nin bu
etkileri PISBK/AKT/MTOR sinyal yolu ile koreledir (Songyang ve dig., 2021). VitD
reseptOriinii eksprese eden ¢esitli akciger kanseri epitel hiicre hatlarinda da VitD’nin anti-
proliferatif etkinligi saptanmistir. NCI-H82 ve NCI-H209 kiiclik hiicreli akciger
karsinomunda ve EBC-1 ve H520 kiigiik hiicreli dis1 karsinom hiicre hatlarinda hiicre
proliferasyonu 1,25(OH)2D3 tarafindan 6nemli 6l¢giide inhibe edildigi gosterildi (Higashimoto
ve dig., 1996; Giizey ve dig., 1998). Hayvan modellerinde yapilan ¢esitli ¢alismalar, akciger
kanseri  tedavisinde  VitD’nin  potansiyelini  incelemistir. ~ Yapilan ¢alismalarda
24R,25(0H).D3'lin akciger kanserinde biyolojik olarak aktif oldugunu, tiimorli farelerin
hayatta kalma oranini uzattigini ve anti-metastatik etkiler gosterdigi bulundu (Maeda ve dig.,
1998). Bir baska ¢alismada, timorli farelerde 1,25(OH).D3'lin tiimoér metastazini ve niiksiinii

azalttigini ve timor bagisikligini arttirdigini gosterildi (Prechel ve dig.,1996).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. IN VITRO DENEYLER

Insan A549 hiicreleri (CCL-185™) Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan temin edildi.
Hiicreler %10 fetal sigir serumu, 50 U/ml penisilin ve 50ug/ml streptomisin (Gibco) i¢eren
Dulbeco nun modifiye edilmis medyumu ve Ham’mm F12 (DMEM/F12) medyumunda
(Gibco), 37°C sicaklikta ve 5% COz’'de inkiibe edildi. Hiicreler % 70 oraninda yiizeyi
kapladiktan sonra tripsinizasyonla kaldirild1 ve 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarna ekildi (400.000
hiicre/kuyucuk). Hiicrelerin ortama tutunmasi yayilmasi beklendikten sonra hiicreler 2.giin
serumu azaltilmis medyumda kiiltiire edildi. Bir giin sonra medyum degistirildi. Daha sonra
hiicrelerden ii¢ deney grubu olusturuldu. Ik gruptaki hiicreler, 5 ng/ml TGF-p (PBS’de
¢ozlindl), ikinci gruptaki hiicreler 100 nM VitD (DMSO:PBS karisiminda) ile tgiinci
gruptaki hiicrelere ise 100 nM VitD uygulamasindan 30 dk sonra 5 ng/ml TGF-f ile muamele
edildiler. Hiicreler, son uygulamayi takip eden 24., 48. ve 72. saatlerde toplandilar. Ayrica,
hi¢ bir madde uygulamasi yapilmayan hiicreler (0. saatte toplanan hiicreler) kontrol grubu
olarak kullanildilar. Hiicre lizatlarinda Western Blotting, qRT-PCR, yara onarimi ve CDH1
geni promotdriiniin metilasyon analizleri yapildi. Tim analizler igin ii¢ tekrarli deneyler

yapildi.
3.2. PROTEIN iZOLASYONU VE ELEKTROFOREZ

Alt1 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilen (400.000 hiicreMecTo s popmysisr/kuyucuk) tim
deney gruplarindaki hiicrelere madde uygulamalar1 yapildiktan sonra, deney 24, 48 ve
72.saatlerde sonlandirildi. Kiiltiir kaplarindan medyum uzaklastirilarak, ortama lizis tampon
ilave edildi. Hiicreler kaziyici yardimiyla parcalandiktan sonra, ultrasonikatdrde tekrar
par¢alanma islemine devam edildi. Toplanan lizatlar, 13.000 g’de 15 dk +4°C’de santrifiij
edildi. Santrifiij sonras1 supernatantlar yeni bir eppendorf tiipe alindi ve Bradford yontemiyle
(Bradford, 1976) total protein miktarlar1 6lciildii. Ornekler kullanilincaya kadar -20 °C’de
saklandi. Elektroforez i¢in hazirlanan tim o6rnekler, 40 pg olacak sekilde %5-8’lik sodyum
dodesil siilfat-poliakrilamid jellere yiiklendi ve kademeli olarak énce 70 V’da 45 dk, ardindan
100 ve 120 V’da ortalama 2 saat yiirtitiildii.
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3.3. WESTERN BLOTTING

Elektroforez ile yiiriitiilen protein oOrnekleri, Biorad transblot-Turbo yar1 islak aktarim
cihaziyla PVDF membranlara aktarildi. Protein aktarim etkinligi Ponceu S boyamasi ile
kontrol edildi. Transfer islemi basarili olan membranlar, primer antikor uygulamasi
yapilmadan 6nce %5 yagsiz siit tozuyla hazirlanan bloklama soliisyonuyla 1 saat oda 1sisinda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda membranlar, uygun sulandirma oranlariyla hazirlanan
E-kaderin (epiteliyal belirteg), a-SMA (mezenkimal hiicre belirteci), Snail (CDH1 baskilayici
transkripsiyon faktorii), Kaiso (CDH1 geni metilasyonundan sorumlu protein) ve DNMT3a
(DNA metilasyon enzimi) primer antikorlarinda +4°C’de gece boyunca inkiibe edildi (Tablo
3.3.1). Islem sonrasinda, membranlar Tween-20 iceren Tris tamponunda (TBST; pH 7,6;
0.5 M) yikandiktan sonra 1:5000 konsantrasyonda hazirlanan uygun bayir turbu peroksidazi
(HRP) bagli sekonder antikorlarla (keci-anti tavsan 1G-g ve keci anti fare 1G-g) oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Sekonder uygulamasini takiben, membranlar TBST
sollisyonunda ardindan Tris tamponu soliisyonunda yikandi. Kemiliiminesan soliisyon
uygulamalarindan sonra protein bantlar1 Biorad Chemidoc jel goriintiileme sisteminde
goriintiilendi ve densitometrik analizleri yapildi. Bant yogunluklari, gliseraldehit 3-fosfat
dehidrogenaz (GAPDH) proteininin yogunluguyla normalize edildi. Gruplar arasindaki

degisimler analiz edildi.

Tablo 3.3.1: Western Blotting’de kullanilan antikorlar ve kullanim sekilleri.

Primer Antikor Diliisyon | Inkiibasyon Siiresi ve | Firma/Katalog No
Orani Kosul

Tavsan anti-E-kaderin | 1:500 Gece boyunca, +4°C Santa Cruz/sc-7870
Fare anti-a-SMA 1:500 Gece boyunca, +4°C Novus/ NBP2-33006
Fare anti-Kaiso 1:500 Gece boyunca, +4°C Santa Cruz / sc-23871
Fare anti-Snail 1:500 Gece boyunca, +4°C Santa Cruz /sc-271977
Tavsan anti-DNMT3a | 1:250 Gece boyunca, +4°C Invitrogen/ PA585548
HRP bagl tavsan anti- | 1:500 1 saat, oda | Santa Cruz / sc-25778
GAPDH sicakliginda
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3.4. GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU (QRT-PCR)

TGF-B, VitD ve VitD+TGF-p ile muamele edilen ve 0, 24, 48 ve 72. saatlerde toplanan insan
A549 hiicrelerinden (400.000 hiicre/kuyu, 6 kuyucuklu kiiltiir kabinda), Invitrogen Purelink
RNA Mini kit (Katalog no, 12183018A) kullanilarak RNA izolasyonu gerceklestirildi. Izole
edilen RNA’lar Nanodrop cihazinda 6lgiildii. Ardindan RNA’nin kalitesine %1°lik agaroz jel
elektroforezi yapilarak bakildi. Her bir hiicre grubundan 2000 ng RNA’lardan, Transcriptor
High Fidelity cDNA sentez kiti (Katalog no; 05 091 284 001) kullanilarak cDNA sentezi
gerceklestirildi. RNA c¢cDNA’ya cevrilirken 20 pl’lik kalip RNA karistmi hazirlandt ve
karistm 10 dk 70°C’de inkiibe edildi. Denatiire edilen 6rnekler cDNA sentez kitinden
hazirlanan karigimla inkiibe edildikten sonra 40 pl son hacimli cDNA reaksiyon tiipleri hazir
hale getirildi. Ttpler karistirildiktan sonra 20°C’de 10 dk; 43°C’de 75 dk ve 99°C’de 5 dk’ya
programlanmis PCR cihazinda ¢cDNA sentez islemi tamamlandi. Elde edilen cDNA’lar
nanodrop cihazinda oOlgiilerek 500 ng olarak hesaplandi. ¢cDNA kaliplart qRT-PCR’da
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi. CDH1 (E-kaderin), ACTA2 (a-SMA), GAPDH
genlerinin  gqRT-PCR reaksiyonu gergeklestirildi. CDH1 geni igin Forward 5'-
GTCTGTAGGAAGGCACAGCC-3', Reverse 5-TGCAACGTCGTTACGAGTCA-3/,
ACTA2 geni i¢in Forward 5'-CGAGATCTCACTGACTACCTCATGA-3, Reverse 5'-
AGAGCTACATAACACAGTTTCTCCTTGA-3', GAPDH geni i¢in Forward 5'-
ATGACATCAAGAAGGGGTG-3', Reverse 5-CTACCAGGAAATGAGCTTG-3" primer
ciftleri kullanildi.

PCR reaksiyonu, iiretici firmanin Syber Green Master mix ile tamamlandi. Ornek sayisina
gore 1X PCR karigimi hazirlandi ve hazirlanan karigim 15 pl hacimler ile 96 kuyucuklu
pleytlere eklendi. Pleyt kuyucuklarinin i¢ine hesaplanan 500 ng cDNA’dan 5 pl eklenerek son
hacim 20 pl’ye tamamlandi. Pleyt hazirlandiktan sonra seffaf yapiskan bir bantla kapatildi.
Pleytler Biorad CFX96 cihazina yerlestirilerek qRT-PCR reaksiyonu gergeklestirildi.

Ilgili genlerin ekspresyonunun kantitatif miktar1, her gen igin referans gene gore belirlenen
siklus esik degeri (ACT, cycling threshold) degerine (ACT=Ct'eerans gen_Cthedef geny oire
belirlenen transkript seviyesindeki relative degisiklikler kontrol gen (GAPDH) ile normalize
edildi.
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3.5. INSAN CDH1 GENININ PROMOTOR BOLGESINIiN METIiLASYONU

TGF-B, VitD ve VitD+TGF-f ile muamele edilen ve 0, 24, 48 ve 72. saatlerde toplanan A549
hiicrelerinden (400.000 hiicre/kuyu, 6 kuyucuklu kiiltiir kabinda), PureLink ™ Genomik
DNA Mini Kit (Invitrogen, K182001) kullanilarak genomik DNA izole edildi. izole edilen
DNA’dan 1000 ng DNA bisiilfit conversion islemi i¢in kullanildi. Bu islem i¢in EZ DNA
Methylation-Direct kit (Zymo Research, Cat no. D5020S) kullanildi. Bisiilfit ile
dontistiiriilmiis DNA, 50 ng'den bir Hotstart Taq kiti (Takara, kat no. ROO7Q) ile amplifiye
edildi. Polimeraz zincir reaksiyonu amplifikasyonu, 25 pl'lik bir toplam reaksiyon hacmi ile
['yukaridaki kit kullanilarak gergeklestirildi. Dongii kosullari su sekildedir: 94 °C'de 30 saniye
stireyle 38 dongii denatiirasyon, 60 °C'de (metile edilmemis) veya 62 °C'de (metillenmis) 30
saniye yakalama ve 72 °C'de 1 dakika uzatma. CDH1 promotdr bolgesi igin hazirlanan metile
ve metile olmamis bdlgelerin primer ¢iftlerinin dizisi soyledir:  Sense, 5-TTAGGT
TAGAGGGTTATCGCGT-3"' ve anti-sense, 5-TAACTAAAAATTCACCTACCGACC-3
(116 baz ciftlik metile parga); sense, 5-TAATTTTAGGTTAGAGGGTTATTGT-3' ve anti-
sense, 5-CACAACCAATCAACAACACA-3' (97 baz ciftlik metile parca). Tim PCR
riinleri, % 2 agaroz jelde elektroforezinden sonra UV altinda goriintiilendi. % 100
metilasyon seviyesi i¢in bisiilfit metilasyon kontrolii firmadan alinan metile ve metile

olmamis pozitif ve negatif kontrollerle yapildi.
3.6. YARA IYILESME DENEYI

Insan A549 hiicreleri, 12 kuyucuklu pleyt icine 1 ml iginde 300.000 hiicre olacak sekilde
DMEMF12 medyumunda ekildi. Hiicreler % 70 konfluent sagladiktan sonra, 200 pl’lik steril
pipet ucuyla plaka yiizeyinde yatay bir yara olusturuldu. Hiicreler, yara agilmasini takiben
madde uygulamalarindan 6nce hiicre artiklarin1 uzaklastirmak i¢in PBS ile yikandi. Yikama
isleminden sonra, hiicrelerde 5 ng/ml TGF- ve 100 nM VitD uyarimlar1 gergeklestirildi.
Hiicrelerin madde uygulamalarini takip eden 0, 24, 48 ve 72.saatlerdeki migrasyon durumu
mikroskop altinda belirlendi. Yara kapanma yilizdesi [(0 saatte yara genisligi — 24/48/72.
saatte yara genisligi)/0 saatte yara genisligi | x100 seklinde hesaplandi. Yara kapanma deneyi
Cui ve digerlerinin protokolii modifiye edilerek yapildi (Cui ve dig., 2019).
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3.7. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

QRT-PCR, Western blotting, metilasyon ve yara kapanma bulgularinin gruplar arasinda
anlaml bir farklilil gosterip gostermedigi istatistiksel olarak Graphpad Prism 5.0 programu ile
analiz edildi. Gruplar arasindaki karsilastirmalar One way Anova ve Student T-testi
kullanilarak yapildi. Istatistiksel olarak degeri 0.05’ten kiiciik olan farkliliklar (p<0.05;
p<0.01 ve p<0.001) anlamli olarak kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1.VitD, TGF-p iLE UYARILAN A549 HUCRELERINDE EMT’Yi GERILETIR

TGF-p ile uyarilan A549 hiicrelerinde, uyarimi takip eden 24 (p<0,01), 48 (p<0,001) ve 72.
(p<0,001) saatlerde CDH1 ekspresyonu kademeli bir sekilde azalirken, ACTA2 ekspresyonu
zamanla artis gosterdi (p<0,001) (Sekil.4.1.1). VitD 6n uygulamalari, TGF-f ile uyarilan A549
hiicrelerinde 0. saatle kiyaslandiginda CDH1 ekspresyonunu 24 ve 48. saatte azaltti (p<0,001),
daha sonra 72. saatte (p<0,001) arttirdi. ACTA2 ekspresyonu ise VitD+TGF-p uygulamalari
yapilan hiicrelerde 24. saatte bir artis (p<<0,001), 48. saatte bir diistis (p<0,001), sonra 72. saatte
tekrar bir artis (p<0,001) gosterdi (Sekil.4.1.1). TGF-f ve VitD+TGF- uygulamasi yapilan
hiicrelerdeki durum karsilastirildiginda, TGF-P etkisiyle deneyin 24. saatinden itibaren azalan
CDH1 mRNA miktarinin, VitD+TGF-f uygulamalar1 ile deneyin 48 ve 72. saatlerinde arttig1
gozlenirken (p<0,001), TGF-B tarafindan uyarilan ACTA2 ekspresyonun ise 48 ve 72. saatlerde
azaldig1 belirlendi (p<0,001).
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Sekil 4.1.1. TGF- ve VitD ile muamele edilen A549 hiicrelerinde CDH1 (A) ve ACTA2 (B)
gen ekspresyonlarindaki degisimler. TGF-f, CDH1 mRNA miktarinda zamana bagh
olarak azalmaya, ACTA2 mRNA miktarinda ise artisa neden olur. VitD+TGF-p

uygulamalar1 bu degisimleri tersine cevirir. Anlamlilik p degerleri:*p<0,05, ** p<0,01
ve ***p<(,001.
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Sadece VitD uygulamasi ise CDH1 ekspresyonunu 0. saatle kiyaslandiginda 24. saatte arttirdi
(p<0,001), sonra bu artis 24. saatle kiyaslandiginda 48 ve 72. saatlerde giderek azaldi. Ancak,
O.saatle kiyaslandiginda CDH1 mRNA miktar1 yiiksekti (p<0,01). Tek basmna VitD
uygulamasi 0. saatle kiyaslandiginda ACTA2 ekspresyonunu 24 (p<0.001), 48 ve 72. saatlerde
arttirdi (p<0,01). ACTA2 ekspresyonu 48. saatte en yiiksek seviyedeydi (Sekil 4.1.1).

TGF-B ile uyarilan A549 hiicrelerinde E-kaderin protein miktari 0. saatle karsilastirildiginda,
uyarimi takip eden 24. (p<0,01), 48. (p<0,001) ve 72. (p<0,001) saatlerde azaldi (Sekil
4.1.2A). VitD 06n uygulamalari, TGF-f ile uyarilan A549 hiicrelerinde 0. saatle
kiyaslandiginda E-kaderin protein miktarinin dnce 24. saatte azalmasina (p<0,01), 48. saatte
normale yaklasmasina, 72. saatte de tekrar azalmasina (p<0,01) neden oldu. TGF-B ve
VitD+TGF-p uygulamasi yapilan hiicrelerdeki durum karsilagtirildiginda, TGF- etkisiyle
deneyin 24. saatinden itibaren azalan E-kaderin protein miktarinin, VitD+TGF-
uygulamalari ile deneyin 48 ve 72. saatlerinde arttigi gozlendi (p<0,01) (Sekil 4.1.2A).
Sadece VitD uygulamasi yapilan A549 hiicrelerinde ise 0. saatle karsilagtirildiginda 24. saatte
(p<0,01) azalan E-kaderin protein miktarnin, 48. saatten itibaren bir artis gosterdigi, bu

artigin 72. saatte anlamli derecede artarak (p<0,05) normale yaklagtig1 goriildii (Sekil 4.1.2A).

TGF-p ile uyarilan A549 hiicrelerinde a-SMA protein miktar1 0. saatle karsilastirildiginda,
uyarimi takip eden 24. 48. ve 72. saatlerde artti (p<0,01) (Sekil 4.1.2B). VitD 6n
uygulamalari, TGF-f ile uyarilan A549 hiicrelerinde 0. saatle kiyaslandiginda a-SMA protein
miktarinin 24. saatten itibaren artmasina (24 saat icin p<0,01; 48 saat i¢in p<0,001) ve 72.
saatte normale yaklasmasina neden oldu (p<0,05) (Sekil 4.1.2B). TGF- ve VitD+TGF-§3
uygulamasi yapilan hiicrelerdeki durum karsilastirildiginda, TGF-f etkisiyle deneyin 24, 48
ve 72. saatlerinde artan a-SMA protein miktarinin, VitD+TGF- uygulamalar ile deneyin 48
(p<0,05) ve 72. (p<0,01) saatlerinde anlamli bir sekilde azaldig1 gozlendi. Sadece VitD
uygulamasi yapilan A549 hiicrelerinde ise 0. saatle karsilagtirildiginda a-SMA protein miktari
24. saatten 72. saate kadar anlamli bir artig gosterdi (24 ve 48. saatler i¢in p<0,01); 72. saat
icin p<0,05) (Sekil 4.1.2B).
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Sekil 4.1.2. VitD ve TGF-B uygulamalari sonrasi A549 hiicrelerinde E-kaderin (A), a-SMA
(B) ve Snail (C) protein miktarlarindaki degisiklikler ve protein bantlar1 gosterilmistir.
VitD+TGF-f uygulamalari, TGF-B tarafindan uyarilan EMT’yi E-kaderin protein
miktarm arttirtp, Snail ve a-SMA protein miktarin1 azaltarak geriletir. Anlamlilik p
degerleri: *p<0,05, ** p<0,01 ve ***p<0,001.



27

TGF-B ile uyarilan A549 hiicrelerinde Snail protein miktar1 0. saatle karsilastirildiginda, uyarimi
takip eden 48. ve 72. saatlerde artt1 (p<0,05) (Sekil 4.1.2C). VitD 6n uygulamalari, TGF-B ile
uyarilan A549 hiicrelerinde 0. saatle kiyaslandiginda Snail protein miktarini1 24. saatten itibaren
azalttt (p<0,01). TGF-B ve VitD+TGF-f uygulamasi yapilan hiicrelerdeki durum
karsilastinildiginda, TGF-B etkisiyle deneyin 24, 48 ve 72. saatlerinde artan Snail protein
miktarinin, VitD+TGF-p uygulamalar ile deneyin 24, 48 ve 72. saatlerinde anlamli bir sekilde
azaldig1 gozlendi (24 saat i¢in p<0,05; 48 ve 72. saatler i¢in p<0,01) (Sekil 4.1.2C). Sadece VitD
uygulamasi yapilan A549 hiicrelerinde ise 0. saatle karsilastirildiginda VitD uygulamasi, Snail

miktarinda 0. saate gére anlamli bir degisime neden olmadi (Sekil 4.1.2C).

4.2VitD, TGF-p ILE UYARILAN A549 HUCRELERINDE CDH1 PROMOTORUNUN
METILASYONUNU REGULE EDER

Western blot bulgular1 dikkate alindiginda, CDH1 promotdriinde metilasyon analizi i¢in, uygun
deney saati olarak 48. saat belirlendi. TGF-B uygulamasi, kontrolle kiyaslandiginda (0. saat),
A549 hiicrelerinde deneyin 48. saatinde CDH1 promotoriinde metilasyon seviyesinde bir artisa
neden oldu (p<0,001) (Sekil 4.2.1). VitD uygulamasi, TGF-§ ile uyarilan A549 hiicrelerinde
artan metilasyon oranini azaltt1 (p<0,001) (Sekil 4.2.1). Tek basina VitD uygulamasi ise, CDH1
promotoriiniin metilasyonunda 0. saatle karsilastirildiginda anlamli bir artis gésterdi (p<0,01), 48.
saatteki VitD+TGF-B uygulamalari ile karsilastirildiginda, metilasyon seviyesinde tekrar bir artis
belirlendi (p<0,01) (Sekil 4.2.1).

TGF-B ile uyarilan A549 hiicrelerin DNMT3A protein miktart 0. saatle karsilastirildiginda,
uyarimi takip eden 24, 48 ve 72. saatlerde artt1 (p<<0,001) (Sekil 4.2.2). VitD 6n uygulamalari,
TGF-B ile uyarilan A549 hiicrelerinde 0. saatle kiyaslandiginda DNMT3A protein miktarinin
48. saatte(p<0,05) azaltt1 ve 72. saatte artird1 (p<0,001) (Sekil 4.2.2). TGF-B ve VitD+TGF-§3
uygulamasi yapilan hiicrelerdeki durum karsilastirildiginda, TGF-B etkisiyle deneyin 24, 48
ve 72. saatlerinde artan DNMT3A protein miktarinin, VitD+TGF-B uygulamalar ile deneyin
24, 48 ve 72. saatlerinde anlamli bir sekilde azaldig1 gézlendi (p<0,001) (Sekil 4.2.2). Sadece
VitD uygulamasi yapilan A549 hiicrelerinde ise 0. saatle karsilastirildiginda DNMT3A
protein miktari 24. saatten 72. saate kadar anlamli bir artis gosterdi (p<0,001) (Sekil 4.2.2).
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Sekil 4.2.1: VitD ve TGF-B uygulamalari sonrast A549 hiicrelerinde CDH1 promotor
metilasyonunda meydana gelen degisimler. Bantlar (A), metillenmis (116 bp; M) ve
metillenmemis (97 bp, UM) aleller i¢in spesifik amplifikasyon iiriinlerine karsilik gelir.
Metillenmis bir allel amplikonunun varhigi, metilasyon pozitifligi i¢in standart olarak
kullanild1. Deney gruplarindaki CDH1 promotér metilasyon oranindaki degisimler grafikte
(B) gosterilmistir. TGF-B uygulamalart CDH1 promotdr metilasyon oranini arttirirken,
VitD uygulamalari bu artan metilasyon yiizdesini diisiiriir. Anlamlilik p degerleri: **
p<0,01 ve ****p<0,001. U:metillenmemis; M:metile durumu gostermektedir. NK: Negatif
kontrol.

TGF-B ile uyarilan A549 hiicrelerinde Kaiso protein miktar1 0. saatle karsilastirildiginda, uyarimi
takip eden 24. saatte azald1 (p<0,01), sonra 48. (p<0,001) ve 72. (p<0,001) saatlerde artt1 (Sekil
4.2.2). VitD 6n uygulamalari, TGF-B ile uyarilan A549 hiicrelerinde 0. saatle kiyaslandiginda
Kaiso protein miktarin1 24, 48 ve 72. saatlerde azaltt1 (24 saat i¢in p<<0,001; 48 saat icin p<0,01;
72 saat i¢in p<0,001). Ancak, bu azalis 24. saatten itibaren 72. saate kadar bir artis gostermesine
ragmen yine de 0. saatteki degerine ulagsmadi (Sekil 4.2.2). TGF- ve VitD+TGF-f uygulamasi
yapilan hiicrelerdeki durum karsilastirildiginda, TGF-f etkisiyle deneyin 24, 48 ve 72. saatlerinde
artan Kaiso protein miktarinin, VitD+TGF-$ uygulamalar: ile deneyin 24, 48 ve 72. saatlerinde
anlaml bir sekilde azaldig1 gozlendi (p<0,001) (Sekil 4.2.2). Sadece VitD uygulamasi yapilan
AS549 hiicrelerinde ise 0. saatle karsilastirildiginda Kaiso protein miktar1 24. saatten 72. saate
kadar anlamli bir azalig gosterdi (p<0,001) (Sekil 4.2.2).
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Sekil 4.2.2. VitD ve TGF-B uygulamalar1 sonrast A549 hiicrelerinde DNMT3A (A) ve Kaiso (B)
protein miktarlarindaki degisiklikler ve protein bantlar1 gosterilmistir. VitD+TGF-f
uygulamalari, TGF-B tarafindan uyarilan DNMT3A ve Kaiso protein miktarin1 azaltarak
DNA metilasyonunu azaltir. Anlamlilik p degerleri: *p<0,05, ** p<0,01 ve ***p<0,001.
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4.2VitD, TGF-B iLE UYARILAN A549 HUCRELERINDE YARA KAPANMA
ORANINI ARTTIRIR.

TGF-B ile uyarilan grupta, kontrolle kiyaslandiginda yara kapanma oraninin zaman ilerledikge
yavagladigi tespit edildi (24. saat igin p<0,05; 48. ve 72. saatler i¢in p<0,001). VitD+TGF-B ile
uyarilan grupta, yara kapanma oraninin kontrolle kiyaslandiginda deneyin 48 ve 72. saatlerinde
arttig1 gorildi (p<0,001). Sadece VitD uygulamasi yapilan grupta, yara kapanma orani kontrolle
kiyaslandiginda anlamli bir degisiklik gostermedi (Sekil 4.3.1).

Hedek
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Sekil 4.3.1. VitD ve TGF-B uyarilan A549 hiicrelerinde, yara kapanma oranindaki
degisimler. VitD+TGF-B uygulamalari, TGF-p tarafindan azaltilan yara kapanma
oranini arttirir. Anlamlilik p degerleri: *p<0,05, ** p<0,01 ve ***p<0,001.
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5. TARTISMA VE SONUC

Akciger adenokarsinomu tedavisinde, erken evrede lobektomi yontemi ile timor ve
mediastinal lenf nodlarinin ¢ikarilmasi, ileri evrede ise hedefli tedavi ve kemo-radyoterapi
giincel tedavi yontemleri olarak kullanilmaktadir (Khullar ve dig., 2015; Hanna ve dig.,
2017). EGFR mutasyonlu akciger adenokarsinomlarinda, EGFR’{inli hedefleyen tirozin kinaz
inhibitorlerinin kullanim1 devreye sokulmaktadir (Le ve Gerber, 2019). Giincel etkili tedaviler
ile son yillarda hasta sag kaliminda olumlu gelismeler elde edilmesine ragmen,
kemoterapotik ajanlara karsi gelisen ilag direnci ve yakin ve/veya uzak organlara metastaz,
hastaligin prognozu ve sag kalimini koti yonde etkilemektedir. Yapilan c¢alismalar,
KHDAK’li hastalarda TGF-’nin timor olusumu ile ilgili oldugunu, kanserin ilerlemesine
paralel olarak TGF-B ekspresyonunda bir artisin meydana geldigini ve bu artisa lenf nodu
metastazinin ve uyarilmis anjiyogenezin eslik edebilecegini ortaya koymaktadir (Huang ve
dig., 2014; Ye ve dig., 2015; Liu ve dig., 2018). KHDAK’inde tiimér hiicreleri ¢ok miktarda
TGF-B eksprese ederler. TGF-J, bagisiklik sistemini ve tiimor mikrogevresini modiile
ederek, ozellikle ileri evrede tiimor gelisimi ve metastazina katki saglar. TGF-f, direkt
etkisini timor hiicreleri tizerinde, indirekt etkisini tiimdr mikrogevresinin remodellemesi ve
inflamatuvar hiicreler {izerinde gostererek, bu siireglere katki saglamaktadir (Padua ve
Massagué, 2009; Principe ve dig., 2014). TGF-f’nin timor hiicrelerinde EMT’yi uyararak
timOr metastazina katki saglayabilecegi bilinmektedir. Fu ve dig. (2020), akciger
adenokarsinomlu bir grup hastada EMT uyarimin yiiksek oldugunu ve bu hastalarin
KHDAK’nin metastatik akciger adenokarsinomlu bir alt grup olarak degerlendirilebilecegini
onermektedirler. Yukaridaki veriler, metastatik akciger adenokarsinomu ile TGF- ve EMT
arasinda dogrudan bir iliski oldugunu acik¢a ortaya koymaktadir. Bu nedenle, kanser
terapilerinde, TGF-B sinyalleme ve EMT uyarimini durduran terapdtik yaklasimlar 6n plana
cikmaktadir (Ramesh ve dig., 2020; Huang ve dig., 2021). Calismamizda, TGF-p ile EMT
uyarimi yapilan insan akciger adenokarsinom hiicrelerinde (A549 hiicreleri), VitD o6n
uygulamalar1 ile EMT nin 6nlenmesi ve EMT progressiyonunda kritik rol oynayan CDH1
ekspresyonunun regiilasyonunda etkili mekanizmalarda VitD’nin etkisine odaklanilmistir.
Calismamizin verileri, TGF-B ile uyarilan A549 hiicrelerinde, VitD 6n uygulamalarinin bu

hiicrelerde EMT uyarimini azalttigim1 gostermektedir. VitD, TGF- ile uyarilan A549
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hiicrelerinde Snail protein miktarin1 azaltarak ve CDH1 geni promotér hipometilasyonunu
Kaiso ve DNMT3A iizerinden regiile ederek, E-kaderin protein miktarmin artmasini
saglarken, mezenkimal hiicre farklilagmasini da Onleyerek hiicrelerde a-SMA protein

miktarinin azalmasina neden olmaktadir.

TGF-B sinyalleme, saglikli epitel hiicrelerinde ve kanser hiicrelerinde EMT’yi uyarir. Elli
sekiz yasindaki beyaz bir erkegin akciger adenokarsinomundan tiimor hiicrelerinin izole
edilmesi ve kiiltiirlenmesi ile elde edilen A549 hiicrelerinde, Smad bagimli-TGF-B sinyal
yolunun aktiflesmesi ile EMT’nin uyarildigin1 gosteren c¢ok sayida ¢aligma vardir. Bu
caligmalarda, TGF-B sinyal yolunun aktif oldugu durumlarda, EMT uyarimimn da
gerceklestigi rapor edilmektedir (Yu ve dig., 2018; Chen ve dig., 2020; Sari ve dig., 2020).
Sigara ekstrakti ve TGF-f ile uyarilan A549 hiicrelerinde p-Smad2/3, Smad4 ve a-SMA
(mezenkimal hiicre belirteci) proteinlerinin miktarlarinda artis gozlenirken, Smad7 ve E-
kaderin protein miktarinda bir azalma gorilir (Sari ve dig., 2020). TGF-p sinyalleme
EMT’yi, Snail, Slug, Twist, Zeb1 gibi E-kaderin geni (CDH1) transkripsiyonunu baskilayan
transkripsiyon faktorleri tizerinden kontrol eder. Garcia-Cuellar ve dig. (2021), TGF- sinyal
yolunun aktivasyonu ve Snail ve Zeb1 miktarlarindaki artiglarin, A549 hiicrelerinde EMT nin
uyarilmasina ve bu hiicrelerde E-kaderin miktarinin azalmasina, N-kaderin, vimentin ve o-
SMA gibi mezenkimal hiicre molekiillerinin transkripsiyonunda ve translasyonunda artisa
neden olduklarin1 saptamislardir. Benzer veriler calismamizdan da elde edilmistir. TGF-f ile
uyarilan A549 hiicrelerinde EMT nin indiiklendigi gézlemlenmistir. Bu hiicrelerde, TGF-3
uyarimint takip eden 24, 48 ve 72. saatlerde zamanla E-kaderin ekspresyonunun azaldigi, a-
SMA ve Snail ekspresyonlarinin ise arttigi bulundu. TGF-f sinyalinin bloklanmasi, A549
hiicrelerinde EMT’nin gerilemesi ile sonuglanir. Ding ve dig. (2013), VitD reseptoriiniin
Smad3 geninin baglanacagi bolgelere baglanarak fibrotik karacigerde EMT nin ilerlemesini
durdurdugunu gosterdiler. VitD uygulamalari, A549 hiicrelerinde sigara ekstrakti ve TGF-3
tarafindan azaltilan VDR sinyallemeyi arttirarak, bu hiicrelerde Smad bagimli TGF-f sinyal
yolu aktivasyonun azalmas: yolu ile EMT’yi geriletir (Sari ve dig., 2020). Calismamizda da
VitD uygulamalarinin A549 hiicrelerinde TGF-B tarafindan uyarilan EMT’ nin gerilemesine
neden oldugu belirlenmistir. ~ VitD uygulamalari, Snail miktarin1 azaltarak CDH1
transkripsiyonunun uyarilmasma dolayis1 ile E-kaderin miktarinin artmasina, mezenkimal
hiicre farklilagmasini1 onleyerek de a-SMA protein miktarinin azalmasini sagladi. Western

blot analiz sonuglarimiz, VitD+TGF-f ile uyarilan A549 hiicrelerinde Snail azaldiginda,
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CDH1 mRNA ve E-kaderin protein miktarinin arttigini, ACTA2 mRNA ve a-SMA protein
miktarinin azaldigim agikga gostermektedir. Yapilan calismalar, serum VitD miktar1 ile
akciger kanseri riski arasinda ters bir iligski oldugunu, VitD takviyesinin kansere yakalanma
riskini azaltabilecegini gostermektedir (Zhang ve dig., 2015; Wu ve dig., 2019). In vitro
caligmalarda, VitD’nin VDR reseptorii bulunduran bazi akciger kanseri hiicrelerinde (NCI-
H82, NCI-H209, EBC-1 ve H-520 hiicre hatlar1) anti-proliferatif etkili oldugunu
gostermektedir (Glizey ve dig., 1998; Higashimoto ve dig., 1998). 1,25(0OH).Ds ve analoglari,
Lewis akciger karsinoma fare modelinde tiimor bagisikligini arttirirken,  tiimdr niiksti ve
metastazini, anjiyogenezi ve timor hiicre invazivligi etkileyerek azaltmaktadir (Prechel ve
dig., 1996; Young ve dig., 1996; Nakagawa ve dig., 2005). Bu veriler 1s1ginda, VitD’nin
akciger adenokarsinom hiicrelerinde EMT yi gerileterek de timoér metastazini 6nlemede etkili

olabilecegini diisiinmekteyiz.

Kanserde sik rastlanan mutasyonlar ve gen kopya sayisindaki degisimler gibi genetik
degisiklikler ile DNA metilasyonu ve histon protein modifikasyonlar1 gibi epigenetik
degisiklikler 6nemli onkogenlerin, tiimdr baskilayici genlerin ve DNA onarim/hausekeeping
genlerinin diizensizligine neden olur. Bireylerin genomunda gozlenen DNA metilasyonu,
histon modifikasyonlar1 ve kodlanmayan RNA’larin dahil oldugu epigenetik degisiklikler,
bireyin fenotipik ve metabolik ozelliklerine bagli olarak malignite riskini arttirir. Bu
epigenetik degisikliklerden, DNA metilasyonu ile CDH1, CDH13, pl6INK4a, RASSF1A,
APC, RARfS, DAPK, FHIT ve MGMT gibi tiimor baskilayici genlerin ekspresyonlarinin
baskilanmast KHDAK’inde sik rastlanilan durumdur (Langevin ve dig., 2015). DNA’nin
metilasyon durumundaki bu degisiklikler, timoér olusumu ve gelisiminde rol oynar. DNA’da
CpG adaciklarinin metilasyonu, tiimor baskilayict genlerin transkripsiyonunun baskilanmasi
ile sonuglanir. Metilasyon, CpG adaciklarindaki sitozin bazlarinin 5. karbonuna metil (CHas)
grubunun kovalent bagla eklenmesi ile gergeklesir ve sitozin bazi 5-metilsitozin formuna
modifiye olur. Metilasyon, transkripsiyon faktorlerinin genlerin promotdrlerine baglanmasini
engelleyerek ve diger transkripsiyonel baskilayici proteinlerin de bu bélgeye baglanmasini
saglayarak gen transkripsiyonunu bloke olmasi ile sonuglanir (Suzuki ve Bird, 2008). CpG
adaciklarindaki sitozinlerin metillenmesi, DNA metil transferazlar tarafindan yapilir. Bu
enzimlerden DNMT1, esas olarak replikasyon sirasinda bakim metil transferazi gorevi

goriirken, DNMT3A ve 3B de novo metilasyonda gorev alir (Okano ve dig., 1999).
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KHDAK ’leri DNMT miktarindaki artislar ile karakterize edilir (Lin ve dig., 2007). DNMT1
ekspresyonundaki  degisiklikler  bilinmesine ragmen, akciger adenokarsinomunda
DNMT3A’ ’nin rolii hakkinda ¢ok sey bilinmemektedir. DNMT3A, KHDAK’lerinin %
3,82’sinde degisik ekspresyon profili sergiler (The AACR Project GENIE Consortium, 2017).
Husni ve dig., (2016), akciger adenokarsinomunun bir alt tipinde yiiksek miktarda DNMT3A
ekspresyonu oldugu saptadilar. Diger bir ¢calismada, DNMT3A ekspresyonundaki artiglarin,
akciger kanserinde tiimor hiicrelerinin artmis proliferasyonuna ve metastazina neden
olabilecegi goriildii. Yan ve arkadaslarinin (2014) yaptig1 bu ¢alismada, H1975, H1299 ve
LLC akciger kanser hiicre hatlarinda DNMT3A ekspresyonu azaldiginda, genel ve CDH1
genindeki CpG adaciklarinin promot6riiniin hipometile oldugu ve CDH1 transkripsiyonunun
arttig1 tespit edildi. In vitro bir ¢alismada, miR-708-5p tarafindan DNMT3A'nin translasyonu
dogrudan engellendiginde, A549 hiicrelerinde promotér DNA metilasyon seviyelerinde
onemli bir azalma ve tiimor baskilayict gen CDH1’in mRNA miktarinda bir artig tespit
edilmistir (Liu ve dig., 2018). EMT, epitel karakterli hiicreler arasindaki zonula adherens
baglantilarin azalmasi nedeniyle, hiicre-hiicre baglantilarinin yitirilmesi ile karakterize edilir.
Dolayisi ile E-kaderin protein miktarinin azalmasi, EMT baslamasi i¢in kritik 6neme sahiptir.
CDH1 promotor hipermetilasyonu, E-kaderin protein miktarindaki azalmaya neden olur
(Lopez ve dig., 2012). EMT ile de metastaz arasinda dogrudan bir iliski bulunmaktadir.
Akciger kanserli hastalarin (n=657) tiimor dokularindan alinan biyopsiler iizerinde yapilan
caligmalarin meta-analizi, tiimor dokularinda CDH1 metilasyonunun yiiksek oldugu, CDH1
metilasyonunundaki artisin siklikla evre 11l ve IV’de daha da arttig1 dikkati ¢ekmektedir (Yu
ve dig., 2015). Akciger adenokarsinomunun evre IIl ve Ozellikle evre TV’de metastatik
olabilecegi bilinmektedir. TGF-p ile uyarilan A549 hiicrelerinde, 5-aza-2'-deoksisitidin (DNA
metilasyon inhibitorii) uygulamalari, CDH1 geni promotor metilasyonunda azalmalara neden
olarak E-kaderin protein miktarinm artmasint EMT nin gerilemesini saglamistir (Liu ve dig.,
2014). TGF-B uygulamalari, ovaryum kanser hiicrelerinde, DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B
genlerinin  hem ekspresyonunu hem de aktivitesini arttir ve CDH1 promotor
hipermetilasyonuna neden olur (Cardenas ve dig., 2014). Calismamizda TGF-f uygulamasi
A549 hiicrelerinde CDH1 promotdér metilasyonunda ve DNMT3A miktarinda artisa neden
olmustur. CDH1 promotér hipermetilasyonu, CDH1 mRNA ve E-kaderin protein miktarinin
azalmasi ile sonuglanmistir. Lopez ve dig. (2012), 10,25(OH)2D3’nin meme kanser hiicre hatti

MDA-MB-231 hiicrelerinde CDH1 promotér demetilasyonuna neden olarak hiicrelerde de



35

novo E-kaderin sentezini uyardigini buldular. Bizim ¢alismamizda da CDH1 promotor
hipermetilasyonu nedeni ile TGF-B tarafindan miktar1 azalan CDH1 mRNA ve E-kaderin
protein miktarlarmin, CDH1 promotdr demetilasyonu araciligr ile VitD+TGF-f tarafindan
arttirtldigr  goriilmektedir. Mokarram ve dig. (2021), VitD uygulamalarin noronal kok
hiicrelerde DNMT3A ekspresyonu lizerinde herhangi bir etki yaratmadigin1 gézlemlediler.
VitD’nin akciger kanserinde DNMT3A ekspresyonu veya aktivitesi tiizerindeki etkisi
bilinmez. Calismamizda, A549 hiicrelerinde TGF-f tarafindan arttirilan CDH1 promotdr
metilasyonu ve DNTM3A protein miktari, VitD+TGF-B uygulamalar1 ile azaltildi. TGF-
B’nin, ovaryum kanserinde DNMT3A genlerinin hem ekspresyonunu hem de aktivitesini
arttirdigi ve CDH1 promotor hipermetilasyonuna neden oldugu (Cardenas ve dig., 2014) ve
VitD+CSE+TGF-B uygulamalarinin A549 hiicrelerinde TGF-f sinyalinin etkilerini azalttigi
(Sari ve dig., 2020) bilinir. Bu veriler dikkate alindiginda, ¢alismamizda VitD+TGF-
uygulamalarinin  A549 hiicrelerinde TGF-B sinyalinin etkilerini azaltarak, DNMT3A
miktarinda azalmaya neden oldugunu ve bu durumun da CDH1 promot6r hipometilasyonu ile
sonuclanabilecegini  diistinmekteyiz. Calismamizin  verilerine  dayanarak, VitD
uygulamalarinin, TGF-B ile uyarilan A549 hiicrelerinde CDH1 ekspresyonunu DNA

demetilasyonu ile epigenetik olarak regiile edebilecegini sdyleyebiliriz.

Kaiso proteini, metillenmis CpG adaciklarina baglanarak, gene ekspresyonunu susturan bir
transkripsiyon faktoriidiir ve CDH1 promotor metilasyonunda etkilidir. Duktal karsinom ve
prostat kanser hiicrelerinde, Kaiso'nun CDH1 promotoriindeki metillenmis dizilere
baglanarak, E-kaderin gen ekspresyonunu azalttigi ve EMT’ye neden oldugu belirlenmistir
(Jones ve dig., 2012; Jones ve dig., 2014). AS549 hiicrelerinde EMT’nin uyarildigi
durumlarda, =~ Kaiso miktarinin artarken, E-kaderin protein miktar1 azalir. TGF-$
sinyallemedeki artig, Kaiso protein miktarinin arttirarak EMT olusumuna katki saglamaktadir
(Sari ve dig., 2020). Uglii negatif meme kanseri hiicrelerinde Kaisonun gen ifadesi
susturuldugunda TGF-BR1 ve SMAD2 seviyelerinde bir azalma oldugu ve buna bagl olarak
EMT’nin geriledigi rapor edilmistir (Bassey-Archibong ve dig., 2016). Renal kanser
hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada, Kaisonun DNMT3A ve DNMT3B enzimleri ile direkt
olarak etkilesmese de, arac1 molekiiller ile bu metilasyon enzimlerinin metilasyon bdlgelerine
cekilerek genom metilasyonunu regiile ettigi sonucuna varilmistir (Kaplun ve dig., 2021).

Bizim c¢alismamizda da TGF-B tarafindan A549 hiicreleinde CDH1 promotdr
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hipermetilasyonunun uyarildigi ve bu nedenle CDH1 mRNA ve E-kaderin miktarinin azaldigi
durumlarda hem Kaiso hem de DNMT3A eskpresyonlarinin arttig1 tespit edilmistir. Sari ve
dig. (2020), A549 hiicrelerinde VitD 6n uygulamalarinin, TGF-f tarafindan uyarilan Kaiso
miktarin1 azaltarak, bu hiicrelerde E-kaderin protein miktarinin artmasina ve EMT’ nin
gerilemesine neden oldugunu buldular. Bizim ¢alismamizda, VitD uygulamalar1 A549
hiicrelerinde CDH1 promotor hipometilasyonuna neden oldu. Bu hiicrelerde artan CDH1
MRNA ve E-kaderin protein miktarlarina azalan Kaiso ve DNMT3A protein miktarlar eslik
etti. Buna gore, VitD’nin, Kaiso ve DNMT3A protein miktarlarinin azalmasina neden olarak,

CDHJ1 promotor metilasyonunu regiile edebilecegi sdylenebilir.

Yara iyilesmesi testi, kanser caligmalarinda hiicrelerin migrasyonu kapasitelerini belirlemek
icin kullanilir. Hiicre migrasyonu, tiimdr hiicrelerinin metastazina zemin hazirlar. TGF-f ile
uyarilan A549 hiicrelerinde, EMT uyarimi nedeni ile hiicre migrasyonunun uyarilacagi bu
nedenle, in vitro’da mikropipet ucu ile agilan yara bolgesinde yara kapanma hizinin arttig
Jiang ve dig., 2017; Cui ve dig., 2019), VitD uygulamalarinin da TGF-f ile uyarilan
hiicrelerde yara kapanma hizin1 yavaslattigi rapor edilmektedir (Jiang ve dig., 2017).
Calismamizda 3 tekrarli deneylerden elde edilen veriler, bu sonuglarla ters diismektedir.
Calismamizda yapilmasi planlanan transwell migrasyonu ve invazyon analizleri, deney
chamberlarinin firma tarafindan teslim edilememesi nedeniyle yapilamamistir. Mevcut
literatiir verileri ile ters diisen sonuglarimizin, transwell migrasyonu ve invazyon analizleri ile

valide edilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tiim akciger kanserler iginde en sik goriilen akciger adenokarsinomu, erken evrede belirti
gostermemesi, hizli ilerleyici tipte olmasi, tespit edildiginde ¢ogunlukla metastatik 6zellik
gosteren evre IV’de olmasi ve uzak organ metastazi varsa sag kalim siiresinin 5 ayin altina
diisebilmesi gibi 0Ozellikleri nedeniyle bugiin i¢in insan saghigini ciddi Olglide tehdit
etmektedir. TGF-B tarafindan yonlendirilen EMT, akciger adenokarsinomunda timor
metastazina katki saglar. EMT nin baslangicinda, hiicreleri bir arada tutan hiicre-hiicre
baglant1 proteinlerinden E-kaderinin molekiiliiniin miktarinin azalmasi kritik bir 6neme
sahiptir. Calismamiz, VitD uygulamalarinin, in vitro’da, insan adneokarsinom hiicrelerinde
(A549 hiicrelerinde) anti-kanserojenik etkilerine dair veriler sunmaktadir. Caligmamizdan
elde edilen sonuglar soyle siralanabilir: TGF-B, A549 hiicrelerinde EMT’yi uyararak epitel

hiicrelerinin mezenkimal hiicrelere farklilasmasina neden olur. TGF-B, Snail, Kaiso ve
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DNMT3A protein miktarint ve CDH1 promotor hipermetilasyonunu arttirarak, CDH1
transkripsiyonunu baskilama yoniinde diizenler ve E-kaderin protein miktarinin azalmasina
neden olur. VitD 6n uygulamalari, A549 hiicrelerinde TGF-f tarafindan uyarilan EMT nin
geriletilmesinde etkilidir. VitD, TGF- sinyal yolu aktivasyonunu diisiirerek, CDH1
promotor hipometilasyonuna, CDH1 geninin baskilayici transkripsiyon faktorii olan Snail
proteinin miktar1 ile CDH1 promotoriiniin metilasyonunu saglayan Kaiso ve DNMT3A
proteinlerinin miktarlarinin azalmasina neden olur. Boylece, VitD, A549 hiicrelerinde CDH1
susturumunu DNA metilasyonu iizerinden kontrol ederek, E-kaderin protein miktarinin
artmasin1 saglar ve epitel hiicrelerinin mezenkimal hiicrelere farklilasmasini 6nler. Bu
sonuglar, VitD’nin EMT’nin azaltilmasi yoluyla metastazin azaltilmasi veya onlenmesinde
anti-kanserojenik terapdtiklerle kombine kullaniminin olabilecegine dair in vitro’da kanitlar
saglamaktadir. Deneysel verilerin, klinik c¢aligmalarla test edilmesi, akciger

adenokarsinomunda VitD’nin kullaniminin faydali olup olmayacagini belirleyecektir.
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