
 
 

 
 

 
 

T.C. 
PAMUKKALE ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 
 
 
 
 
 
 
 
 

TIBBİ BİYOLOJİ ANABİLİM DALI 
DOKTORA TEZİ 

 
 
 
 

AKCİĞER KANSERİ HÜCRELERİNDE TGF-β İLE 
İNDÜKLENEN EMT VE İNVAZYONUNA SATB2'NİN 

ROLÜNÜN MOLEKÜLER MEKANİZMALARIYLA 
ARAŞTIRILMASI 

 
 
 
 

Hakan KÜÇÜKSAYAN 

 
 
 
 
 
 
 

Ekim 2019 
DENİZLİ 

 



 
 

 
 

 
T.C. 

PAMUKKALE ÜNİVERSİTESİ 
SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

AKCİĞER KANSERİ HÜCRELERİNDE TGF-β İLE İNDÜKLENEN 
EMT VE İNVAZYONUNA SATB2’NİN ROLÜNÜN MOLEKÜLER 

MEKANİZMALARIYLA ARAŞTIRILMASI 
 
 
 
 

TIBBİ BİYOLOJİ ANABİLİM DALI 
DOKTORA TEZİ 

 
 
 
 
 

Hakan KÜÇÜKSAYAN 

 
 
 
 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. Hakan AKÇA 

 
 

 
 

Denizli, 2019 



 
 

Pamukkale Üniversitesi Lisansüstü Eğitim ve Öğretim Yönetmeliği Uygulama Esasları 
Yönergesi Madde 24-(2) “Sağlık Bilimleri Enstitüsü Doktora öğrencileri için: Doktora tez savunma 
sınavından önce, doktora bilim alanında kendisinin yazar olduğu uluslararası atıf indeksleri 
kapsamında yer alan bir dergide basılmış ya da basılmak üzere kesin kabulü yapılmış en az bir 
makalesi olan öğrenciler tez savunma sınavına alınır. Yüksek lisans tezinin yayın haline getirilmiş 
olması bu kapsamda değerlendirilmez. Bu ek koşulu yerine getirmeyen öğrenciler, tez savunma 
sınavına alınmazlar” gereğince yapılan yayın/yayınların listesi aşağıdadır (Tam metin/metinleri 
ekte sunulmuştur): 

 
 Ek-1. Kucuksayan, H., Ozes, O.N., and Akca, H. (2016). Downregulation of SATB2 is critical 

for induction of epithelial-to-mesenchymal transition and invasion of NSCLC cells. Lung cancer 
(Amsterdam, Netherlands) 98, 122-129. 

 
Ek-2. Kucuksayan, H., and Akca, H. (2017). The crosstalk between p38 and Akt signaling 

pathways orchestrates EMT by regulating SATB2 expression in NSCLC cells. Tumor Biology 39, 
1010428317706212. 

 
Ek-3. Kucuksayan H, Akgun S, Ozes O N, Alikanoglu A S, Yildiz M, Dal E, Akca H. TGF-

beta-SMAD-miR-520e axis regulates NSCLC metastasis through a TGFBR2-mediated negative 
feedback loop. Carcinogenesis 2018. 

 
Ek-4. Akgun S, Kucuksayan H, Ozes O N, Can O, Alikanoglu A S, Yildiz M, Akca H. NF-

kappaB-Induced Upregulation of miR-548as-3p Increases Invasion of NSCLC by Targeting PTEN. 
Anticancer Agents Med Chem 2019. 
 



 
 

Pamukkale Üniversitesi Lisansüstü Eğitim ve Öğretim Yönetmeliği Uygulama Esasları 
Yönergesi Madde 24-(2) “Sağlık Bilimleri Enstitüsü Doktora öğrencileri için: Doktora tez 
savunma sınavından önce, doktora bilim alanında kendisinin yazar olduğu uluslararası atıf 
indeksleri kapsamında yer alan bir dergide basılmış ya da basılmak üzere kesin kabulü 
yapılmış en az bir makalesi olan öğrenciler tez savunma sınavına alınır. Yüksek lisans 
tezinin yayın haline getirilmiş olması bu kapsamda değerlendirilmez. Bu ek koşulu yerine 
getirmeyen öğrenciler, tez savunma sınavına alınmazlar” gereğince yapılan yayın/yayınların 
listesi aşağıdadır (Tam metin/metinleri ekte sunulmuştur): 

 

 

 
 
 Ek-1. Kucuksayan, H., Ozes, O.N., and Akca, H. (2016). Downregulation of SATB2 is 

critical for induction of epithelial-to-mesenchymal transition and invasion of NSCLC cells. 
Lung cancer (Amsterdam, Netherlands) 98, 122-129. 

 
Ek-2. Kucuksayan, H., and Akca, H. (2017). The crosstalk between p38 and Akt 

signaling pathways orchestrates EMT by regulating SATB2 expression in NSCLC cells. 
Tumor Biology 39, 1010428317706212. 

 
Ek-3. Kucuksayan H, Akgun S, Ozes O N, Alikanoglu A S, Yildiz M, Dal E, Akca H. 

TGF-beta-SMAD-miR-520e axis regulates NSCLC metastasis through a TGFBR2-mediated 
negative feedback loop. Carcinogenesis 2018. 

 
Ek-4. Akgun S, Kucuksayan H, Ozes O N, Can O, Alikanoglu A S, Yildiz M, Akca H. 

NF-kappaB-Induced Upregulation of miR-548as-3p Increases Invasion of NSCLC by 
Targeting PTEN. Anticancer Agents Med Chem 2019. 

 
 
 
 
 
 

  



 
 

 
 
 

 



i 
 

ÖZET 

AKCİĞER KANSERİ HÜCRELERİNDE TGF-β İLE İNDÜKLENEN EMT VE 
İNVAZYONUNA SATB2'NİN ROLÜNÜN MOLEKÜLER MEKANİZMALARIYLA 

ARAŞTIRILMASI 

 
Hakan KÜÇÜKSAYAN 

Doktora Tezi, Tıbbi Biyoloji AD  
Tez Yöneticisi: Prof. Dr. Hakan AKÇA  

 
Ekim 2019, 146 Sayfa 

 
Epitelden mezenkimale geçiş (EMT), kanser invazyonunun kilit olaylarından biridir. EMT’nin 
indüklenmesinden sorumlu birçok düzenleyici moleküllerin aydınlatılmasına rağmen altında 
yatan mekanizmalar hala belirsizdir. SATB2, osteoblastik farklılaşma ve yüz-kafatası 
oluşumuna katılan nüklear matriks ile ilişkili bir kromatin yeniden modelleyici ve 
transkripsiyon faktördür. Küçük hücreli dışı akciğer kanseri (KHDAK) hücrelerinin TGF-β 
tarafından indüklenen EMT ve invazyonunda SATB2’nin etkileri tam olarak bilinmemektedir. 
Bu nedenle, SATB2’nin TGF-β ile indüklenen KHDAK hücre EMT ve invazyon için 
düzenleyici bir rolünün olup olmadığını moleküler mekanizmalarıyla tespit etmeyi amaçladık 
ve TGF-β ile indüklenen EMT sürecinde SATB2 ekspresyon kaybının önemli bir belirteç 
olduğunu gözledik. Akabinde, siRNA-aracılı SATB2 susturulmasının KHDAK hücrelerinde 
EMT ve invazyonu indüklemek için yeterli olduğunu ve bu süreçlerdeki TGF-β’nın indükleyici 
etkisini artırdığını gösterdik. Dahası, A549 hücrelerindeki SATB2’nin aşırı ifadesinin TGF-β 
ile indüklenen EMT ve invazyonu kısmi olarak inhibe ettiği gözlendi. Mekanistik olarak, 
SATB2’nin doğrudan SNAI2 ve ZEB1 gibi EMT düzenleyicilerinin regüle edebildiğini, fakat 
SMAD transkripsiyonel kompleksinin üzerinde herhangi bir etkisinin olmadığını tespit ettik. 
Bu, SATB2’nin SMAD yolağından bağımsız olarak SNAI2 ve ZEB1 transkripsiyon faktörlerini 
regüle ederek TGF-β-aracılı EMT ve invazyona karıştığını göstermiştir. Ayrıca, TGF-β’nın 
SATB2 ekspresyonunu nasıl regüle ettiğini araştırdık ve biyoenformatik analizlerimiz 
aracılığıyla SATB2 promotorunun E-box, CTCF and SBE motiflerini içerdiğini bulduk. Daha 
sonra, TGF-β-aracılı SATB2 baskılanmasından hangisinin sorumlu olduğunu tespit etmek 
için A549 hücrelerinde SNAI1, SNAI2, ZEB1, CTCF and SMAD4 ekspresyonlarını siRNA 
aracılı olarak baskıladık. SNAI1 ve SMAD4 transkripsiyon faktörlerinin susturulmasının 
TGF-β-aracılı SATB2 downregülasyonunu baskıladığını gösterdik. ChIP-PCR sonuçları, 
TGF-β uyarımına yanıt olarak SATB2 ekspresyonunun, SNAI1 ve SMAD4 aracılığıyla 
transkripsiyonel olarak doğrudan düzenlendiğini doğrulamıştır. Ayrıca, KHAK hücrelerindeki 
SATB2 ekspresyonunun, KHDAK hücrelerine kıyasla dramatik bir şekilde yüksek seviyede 
olduğunu ve EGFR, CK7, NCAM1 ve ENO2 gibi akciğer kanserinde nöroendokrin fenotipin 
tespit edilmesinde kullanılan KHAK belirteçlerinin ekspresyonları ile anlamlı bir korelasyona 
sahip olduğunu bulduk. Mikroarray ve qPCR sonuçlarımız, SATB2’nin miR-1243 ve 
miR4779 ekspresyonları üzerinde baskılayıcı bir etkisinin olduğunu gösterdi. Sonuç olarak 
çalışmamız, SATB2’nin EMT, invazyon ve KHAK-benzeri nöroendokrin farklılaşma 
süreçlerini regüle ederek KHDAK karsinogenezinde kritik bir öneme sahip olduğunu açıkça 
ortaya koymaktadır.  
 
Anahtar Kelimeler: SATB2, KHDAK, TGF-β, EMT, invazyon ve nöroendokrin farklılaşma  
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF THE ROLE OF SATB2 WITH MOLECULAR MECHANISMS IN 
TGF-β-INDUCED EMT AND INVASION IN LUNG CANCER CELLS  

 
KÜÇÜKSAYAN, Hakan 

PhD Thesis in Medical Biology 
Supervisor: Prof. Dr. Hakan AKÇA (PhD) 

 
October 2019, 146 Pages 

 
EMT (Epithelial–mesenchymal transition) is a key event in invasion of cancer. There 

are lots of regulator molecules responsible for inducation of EMT, but underlying 
mechanisms are still unclear. SATB2 is a nuclear matrix-associated chromatin remodeling 
and transcription factor that is involved in osteoblastic differentiation and craniofacial 
patterning. It is completely unknown that the effects of SATB2 on TGF-β-induced EMT and 
invasion of NSCLC cells. Therefore, we aimed to determine whether SATB2 has a regulatory 
role for TGF-β-induced EMT and invasion of NSCLC cells with underlying molecular 
mechanisms and observed that loss of SATB2 is a significant marker for TGF-β-induced 
EMT process. Then, we demonstrated that siRNA-mediated knockdown of SATB2 is 
sufficient to induce EMT and invasion, and promotes the inducing effects of TGF-β on EMT 
and invasion in NSCLC cells. Furthermore, it was observed that SATB2 overexpression 
slightly inhibited TGF-β-induced EMT and invasion in A549 cells. Mechanistically, we 
established that SATB2 directly regulated EMT-mediating transcription factors SNAI2 and 
ZEB1 whereas it hadn’t regulatory effect on SMAD trnacriptional complex, indicating that 
SATB2 implicated in TGF-β-induced EMT and invasion by regulating transcription factors 
such as SNAI2 and ZEB1 in SMAD pathway independent manner. We further investigated 
how TGF-β regulates SATB2 expression and observed that SATB2 promoter contains E-
box, CTCF and SBE motifs by bioinformatics analyses. Next, we knockdowned expressions 
of SNAI1, SNAI2, ZEB1, CTCF and SMAD4 to determine which one is responsible for TGF-
β-mediated SATB2 repression in A549 cells and showed that siRNA-mediated repressions 
of SNAI1 and SMAD4 ablolished TGF-β-mediated SATB2 downregulation. ChIP-PCR 
results verified that SATB2 is transcriptionally regulated by SNAI1 and SMAD4 in response 
to TGF-β. Also, we found that SATB2 is dramatically upregulated in SCLC cells compared 
to NSCLC cells, and had a significant correlation with the expressions of SCLC markers 
such as EGFR, CK7, NCAM1 and ENO2, which are used to detect the neuroendocrine 
phenotype in lung cancer. Microarray and qPCR results showed that SATB2 has a 
repressive effect on miR-1243 and miR-4779 expression. Consequently, our study clearly 
indicated that SATB2 plays a crucial role for NSCLC carcinogenesis by regulating EMT, 
invasion and SCLC-like neuroendocrine differentiation. 
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1. GİRİŞ 

 

Akciğer kanseri, yüksek insidansa, metastaz yeteneğine ve tekrarlama riskine sahip 

olması bakımından hem en agresif kanser türü özelliğini taşımakta, hem de kanser ilişkili 

ölümlerin en yaygın nedeni konumundadır. İki büyük histolojik alt türünden biri olan küçük 

hücreli dışı akciğer karsinomu (KHDAK), tüm akciğer kanseri vakalarının yaklaşık olarak 

%85’ini temsil etmektedir. KHDAK hücrelerine yüksek metastatik kapasite özelliğini veren 

ve hastalığın tekrarlaması ile ilişkili tedaviye karşı direnç kazandıran mekanizmalarının tüm 

yönleriyle aydınlatılması, akciğer kanseriyle mücadelede büyük önem arz etmektedir.  

İn vitro ve in vivo koşullarda gerçekleştirilen sayısız çalışmalarla, TGF-β sinyal 

yolağının KHDAK dahil olmak üzere neredeyse tüm kanser türlerinin proliferasyonu, 

apoptozu, EMT, invazyonu, immün sistemden kaçışı, kemoterapi ve immünoterapiye karşı 

gelişen direnç gibi birçok biyolojik süreçte merkezi bir rol üstlendiği kanıtlanmıştır. Bununla 

birlikte TGF-β sinyal yolağında gerek düzenleyici gerekse de fonksiyonel role sahip çeşitli 

moleküllerin (TGFBR2, SMAD3, SMAD4 ve SMAD7 vb) KHDAK hasta örneklerinde sıklıkla 

genetik ve epigenetik olarak regülasyonlarında bozukluk saptanmaktadır. TGF-β sinyal 

yolağı, adenokarsinomaların metastazları için kritik önemdeki kanser hücrelerinin primer 

tümör bölgesinden invazyon ile ayrılmasına olanak sağlayan Epitelyal-Mezenkimal 

Transisyon (EMT) sürecinin indüklenmesi ve sekonder bölgede makrometastatik lezyonların 

oluşturulması için de tam tersi bir mekanizma ile Mezenkimal-Epitelyal Transisyon (MET) 

sürecinin tetiklenmesinde büyük rol oynamaktadır.  

EMT-MET süreçlerinin regülasyonları metastatik kaskat boyunca oldukça dinamiktir 

ve epigenomda büyük değişimlerin gerçekleşmesini gerektirmektedir. Kanser hücrelerine 

fenotipik olarak plastisite özelliğini kazandıran bu dinamikliğin korunması ve büyük çaplı gen 

ekpresyon profilindeki değişimlerin regülasyonunda, kromatin yeniden modelleme 

proteinleri kritik rol almaktadır. Bu bağlamda hücresel plastisitenin en belirgin şekilde 

fonksiyon gösterdiği gelişim ve farklılaşma süreçlerindeki düzenleyici rolleri nedeniyle bir 

kromatin yeniden modelleme elemanı ve transkripsiyon faktörü olan SATB2’nin, hem 

metastaz için kritik bir öneme sahip Epitelyal-Mezenkimal Plastisite’de (EMP) hem de kanser 

hücreleri tarafından bir çeşit tedaviye karşı direnç mekanizması olarak kullanılan plastisite 

indüklü transdiferensiyon süreçlerinde düzenleyici role sahip olacağını öngörmekteyiz.  
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1.1. Amaç  

 

Bu tez ile, KHDAK karsinogenezi ve metastazı için gerekli olan TGF-β sinyal yolağı 

tarafından indüklenen EMT ve invazyon süreçlerinde, hem SATB2’nin düzenleyici rolünü 

aydınlatmaya hem de SATB2 ekspresyonunun nasıl düzenlendiği sorularına yanıt bulmanın 

yanısıra KHDAK hücrelerinin bir direnç mekanizması olarak kullandığı KHAK-benzeri 

nöroendokrin farklılaşması sürecindeki potansiyel rolünü ortaya çıkarmayı da amaçladık. 
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2. KURAMSAL BİLGİLER VE LİTERATÜR TARAMASI 

 

2.1. Akciğer Kanseri 

 

2.1.1. Epidemiyolojisi 

 

Akciğer kanseri, son yüzyılda nadir görülen ve bilinmeyen bir hastalık konumundan, 

dünyada en yaygın görülen ve kansere bağlı ölümlerin en büyük etmeni olan bir hastalık 

konumuna erişmiştir (de Groot vd. 2018, Debakey 1999). Adler tarafından, 1912 yılında 

sadece 374 adet akciğer vakası yayınlamıştır (Rubin 1991). Günümüze geldiğimizde ise 

2008’de yayınlanan verilere göre, dünya çapında 1,6 milyon yeni vaka ve aynı yıl için 1,4 

milyon kişinin akciğer kanseri nedeniyle ölümü rapor edilmiştir (Ferlay vd. 2010). 

Uluslararası kanser araştırma kurumu (IARC) tarafından 2012 yılında yayınlanan dünya 

çapındaki en güncel istatistiklerine göre, yeni vaka sayısının 1,8 milyon ve aynı yıl için 

akciğer kanseri ilişkili ölümlerin de 1,6 milyon olduğu rapor edilmiştir (Ferlay vd. 2015).  

Dünya genelinde akciğer kanseri insidansı erkekler ve kadınlar için değişiklik 

gösterebilmekte ve bu değişkenliğin temeli, coğrafi bölgelerdeki hava kirliliğine ve sigara 

tüketiminin yaygınlığına bağlı olarak tarihsel, kültürel ve bölgesel farklılıklara dayanmaktadır 

(de Groot vd. 2018, Ferlay vd. 2015). Bunun yanısıra bazı coğrafi bölgelerdeki 

popülasyonlardaki gen varyasyonlarındaki farklılıklar da insidansı etkileyen önemli etmenler 

arasındadır (Herbst vd. 2008, Schwartz vd. 2016).  

Uluslararası kanser araştırma kurumu tarafından yayınlanan verilere göre ülkemizde 

2018 yılı itibariyle 210,537 (118,882 Erkek, 91,655 Kadın) yeni kanser olgusu (malign 

melanom dışı deri kanserleri hariç) tanı alacağı tahmin edilmiştir (Şekil 2.1). Aynı verilere 

dayanarak erkeklerde akciğer kanserin 29,405/28,525; prostat kanserin 17,332/5,165; 

kolorektal kanserin 11,548/5,571; mesane 9,578/3,532 ve mide kanserinin ise 7,414/6,376 

sırasıyla tahmini yeni vaka/ölüm sayısına sahip olacağı tahmin edilmiştir. Bu rakamlar ile 

erkek bireyler için hem insidans hem de mortalite bakımından akciğer kanserinin tüm 

kanserler arasında ilk sırada olduğu görülmektedir. Kadınlarda ise meme kanserin 

22,345/5,452; tiroid kanserin 10,563/548; kolor 

ektal kanserin 8,483/4,462; rahim kanserin 5,463/1,051 ve akciğer kanserinin ise 

5,298/5,158 sırasıyla tahmini yeni vaka/ölüm sayısına sahip olacağı tahmin edilmiştir. 

Kadınlarda erkeklerden farklı olarak insidans açısından akciğer kanserinin beşinci sırada 
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olduğu, ancak mortalite bakımından meme kanserinin ardından çok az bir farkla ikinici 

sırada olduğu görülmektedir (WEB_1 2019).  

 

Şekil 2-1 Türkiye genelindeki 2018 yılında beklenen erkek ve kadın bireylerdeki tahmini 
yeni vaka ve ölüm sayıları (WEB_1 2019)  
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2.1.2. Etiyolojisi 

 

Akciğer kanserinin oluşumunda başta sigara kullanımı olmak üzere çevresel, 

mesleksel, genetik ve yaşam tarzı gibi birçok faktör sorumlu olabilmektedir. Akciğer kanseri 

insidansının ve ölümlerinin azaltılmasına yönelik çalışmaların başarıya ulaşabilmesi için, 

akciğer kanserinin oluşum nedenlerin ve risk faktörlerinin tüm detaylarıyla tespit edilmesi ve 

gerekli önlemlerin alınması gereklidir.   

 

2.1.2.1. Tütün ve sigara tüketimi 

 

Sigara ve tütün ürünlerinin bağımlılık yapıcı bileşeni olan nikotin, asetilkolin antagonisti 

olarak fonksiyon gösteren doğal bir alkoloiddir ve sinir sistemi hücrelerindeki nikotinik 

asetilkolin reseptörlerine (nAChR) bağlanarak dopamin, seratonin, nöroepinefrin, endorfin 

ve gama-aminobütirik asit (GABA) gibi nörotransmiterlerin salınımına neden olmaktadır. 

Aslında nikotin bir kanserojen bir madde değildir, fakat, nikotine maruz kalan hücrelerde 

nikotinik reseptörlerin ifadesi artmakta, buna bağlı olarak da nikotin bağımlılığını 

destekleyecek ve akciğer karsinogeneziyle ilişkili gen ekspresyon değişimleri 

gerçekleşmektedir (Benowitz 2008, Costa vd. 2009, Saccone vd. 2007).   

Sigara en azından bilinen 60 kanserojen içermektedir. Bunların en önemlileri, 

benzopiren, nitratları içine alan polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), 4-

(dimetilnitrozamin)-1-(3-piridil-1-bütanol) veya nikotin kökenli nitrozaminketon (NNK) gibi 

tütün-spesifik N-nitrozamine (TSNA) ve bileşikleridir (Hecht 1998, Hoffmann vd. 1997).  

Sigara dumanı gaz faza ve partikülar faza sahiptir ve bu fazlar sırasıyla gram başına 1015 

ve 1017 serbest radikaller içermektedir (Costa vd. 2009). On yıllardır sigara içeriğindeki 

katran ve benzopiren miktarları azaltılmaktadır, ancak sigaranın zararlarının azaltılması 

adına atılan bu adımların sigaranın daha güvenli olduğuna dair hiçbir kanıt bulunmamaktadır 

(Thun vd. 2001). Bununla birlikte, 1978 yılından itibaren tütün-spesifik N-nitrozamine (TSNA) 

ve nitratların sigaradaki konsantrasyonları artırılmaktadır (Hoffmann vd. 1997). İn vivo olarak 

yapılan çalışmalar sonucunda nikotin kökenli nitrozaminketon (NNK) ve N'-nitrozonornikotin 

(NNN) bileşiklerinin güçlü kanserojenler olduğunu ortaya koyulmuş ve Uluslararası kanser 

araştırma kurumu (IARC) tarafından da insanlar için kanserojen maddeler sınıfında 

değerlendirilmiştir (Hecht 2014). Ayrıca, güçlü kanserojenler olarak değerlendirilen NNN, 
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NNK ve NNK metaboliti olan NNAL bileşiklerinin, sigara kullananların yanısıra pasif içici 

insanların idrar örneklerinde bile bulunduğu rapor edilmiştir (Hecht 2014).  

Sigara tüketimi ile ilişkili karsinogenez; sigara içeriğindeki kanserojenik bileşiklerin, 

hücrelerde meydana getirdikleri genotoksik etkiler ve kanserleşme sürecini destekleyici 

sinyal yolak aktivasyonlarının tetiklenmesi olmak üzere iki temel esasa dayanmaktadır (Xue 

vd. 2014). NNK gibi kanserojenlerin DNA’a bağlanarak DNA eklentilerini oluşturmaları ve 

yine sigara dumanında bulunan polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAHs) gibi kanserojenik 

kimyasalların bu oluşan DNA eklentilerine kovalent olarak bağlanmasına dayanmaktadır 

(Dela Cruz vd. 2011). Hücresel DNA tamir ve kontrol mekanizmaları oluşan DNA eklentilerini 

tamir ederek DNA molekülünü eski haline geri getirebilmektedir veya bu hasarlı DNA’lara 

sahip hücreleri apoptotik mekanizmalar aracılığıyla ölüme yönlendirebilmektedir. Ancak, bu 

DNA eklentilerini ortadan kaldıracak olan tamir mekanizmalarındaki başarısızlıklar, hücreleri 

kanserleşme sürecine götüren DNA molekülündeki kalıcı mutasyonlara yol açabilmektedir.  

Sigara ile ilişkili karsinogenezde, genotoksik olmayan onkogenik yolakların 

aktivasyonu da önemli bir yer tutmaktadır. Sigarada bulunan ve doğal bir alkoloid olan 

nikotinin hücrede nikotinik asetilkolin reseptörlerine (nAChR) bağlanması sonucu 

anjiyogenez, kanser hücrelerinin çoğalması, migrasyonları ve invazyonlarını artıran 

Phosphoinositide 3-kinase/ Protein Kinase B (PI3K/AKT), Extracellular Signal-regulated 

Kinase (ERK) 1/2, Mitogen-activated Protein Kinase (MAPK), Mitogen-activated protein 

kinase kinase (MEK), nuclear factor-kappa B (NF-κB), β-arrestin-1, Src kinaz ve Rb-Raf-1 

gibi sinyal yolaklarını aktive ederek kanser progresyonunu desteklediği rapor edilmiştir 

(Grando 2014, Imabayashi vd. 2019, Schaal vd. 2014, Xue vd. 2014). Bir nikotin türevi olan 

NNK’ların da tümörgenezi destekleyici gen değişimlerine yol açan bir dizi sinyal yolaklarını 

da aktive edebilmektedir (Akopyan vd. 2006, Dela Cruz vd. 2011). Bu bağlamda NNK’nın, 

ERK1/2 sinyal yolağı bağımlı μ-calpains (kalpin I) ve m-calpains (kalpin II) proteinlerinin 

fosforilasyonları aracılığıyla hem küçük hücreli akciğer kanseri (KHAK) hem de küçük hücreli 

dışı akciğer kanseri (KHDAK) hücrelerinde invazyonu artırabildiği gösterilmiştir (Xu vd. 

2004).  
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2.1.2.2. Çevresel ve mesleksel faktörler 

 

1920'lerin başlarında hava kirliliğinin, akciğer kanseri için potansiyel bir risk faktörü 

olarak değerlendirimesi önerilmiştir (de Groot vd. 2018). Bu durumun sebebi, giderek gelişen 

endüstrileşmeden kaynaklanan petrol ve türevi fosil yakıtların kullanımı sonucu PAH 

(polisiklik aromatik hidrokarbonlar) ve kükürt dioksit gibi kanserojen maddelerin havadaki 

miktarlarının aşırı artmasıdır (Alberg vd. 2013, de Groot vd. 2018). Bu maddelere uzun süre 

maruz kalmayı gerektiren mesleklerde akciğer kanseri riskinin arttığı belirtilmektedir. 

Örneğin, kamyon taşımacılığı endüstrisinde çalışan bireylerde akciğer kanserine yakalanma 

riskinin %50 oranında arttığı rapor edilmiştir (Dela Cruz vd. 2011).  

Özellikle Asya kıtasının bazı bölümlerindeki toplumlarda ısınma ve yemek pişirme 

amacıyla kullanılan yumuşak kömür, odun ve diğer bitki bazlı biyoyakıtlar gibi işlenmemiş 

yakıtların kullanılmasından kaynaklanan ev-içi hava kirliliğinin akciğer kanseri riskini artırdığı 

belirtilmektedir (Alberg vd. 2013, Lee vd. 2011, Torok vd. 2011). Bir çalışma ise bu yakıtların 

kullanıldığı ortamların uygun şekilde havalandırılmasının, akciğer kanseri riskini %50 

oranında azaltabileceğini göstermiştir (Alberg vd. 2013). 

Akciğer kanseri ile yakından ilişkili ve risk faktörü olarak değerlendirilen çeşitli meslek 

grupları bulunmaktadır. Bu meslek gruplarında çalışan bireylerde IACR tarafından 

kanserojen olarak belirtilen arsenik, asbest, berilyum, kadmiyum, klorometil eterler, krom, 

nikel, radon, silika ve vinil klorürü gibi maddelere maruziyet gerçekleşmektedir (Dela Cruz 

vd. 2011). Dünya genelinde bu maddelere maruziyetten kaynaklanan akciğer kanseri ile 

ilişkili ölümlerin 2010 yılı için erkeklerde %10 (88,000 ölüm), kadınlarda ise yaklaşık %5 

(14,300 ölüm) oranında olacağı öngörülmüştür (Driscoll vd. 2005, Fingerhut vd. 2006).   

 

2.1.2.3. Enfeksiyon  

 

Akciğer dokusunda oluşan enflamasyon ve enfeksiyonların, özellikle sigara 

kullanmayan bireylerdeki akciğer kanserinin gelişiminde önemli rol oynayabileceğine dair 

kanıtlar bulunmaktadır (Coussens vd. 2002, Engels 2008, Fitzpatrick 2001). Enflamasyonun 

akciğer kanseri patogenezindeki etkisinin, artan genetik mutasyonlar, anti-apoptotik 

sinyallerin artışı ve anjiyogenez sürecinin indüklenmesi üzerinden olabileceği ifade 

edilmektedir (Kim vd. 2013, Lin vd. 2007). Brenner ve arkadaşları tarafından gerçekleştirilen 

bir meta-analiz çalışmasında, kronik obstrüktif akciğer hastalığı (KOAH), amfizem, kronik 
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bronşit, zatürree ve tüberküloz ile akciğer kanseri riski arasında tutarlı bir pozitif ilişki olduğu 

rapor edilmiştir. Ayrıca, HIV enfeksiyonu olan kişilerde en sık görülen kanser türünün akciğer 

kanserinin olduğu belirtilmiştir (Engels vd. 2008). Daha etkili antiretroviral tedavi 

yöntemlerinin geliştirildiği günümüzde bile akciğer kanseri, HIV-enfekte hastaların ölüm 

sebeplerinin arasında %30’luk bir oran ile ilk sırada yer almaktadır (Winstone vd. 2013).   

 

2.1.2.4. Diyet 

 

Akciğer kanserinin oluşumundaki diyetin rolü, geçmişten günümüze kadar yoğun 

araştırma konusu olmuştur. Bunun başlıca sebebi, sigara dumanı ve çevresel faktörlerden 

kaynaklanan serbest radikallerin, sağlıklı hücrelerin kanserleşme süreçlerindeki rolleri ve bu 

serbest radikallerin hücre içinde etkisiz hale getirilmesini sağlayan antioksidanlarca fakir 

diyetin kanserleşme sürecine katkı sağlayabileceği düşüncesidir. Çünkü, antioksidan 

vitaminlerin karsinogenezde önemli etkilere sahip DNA metilasyonunun modülasyonu, DNA 

hasarlarının tamiri ve detoksifiye edici enzimlerin indüklenmeleri gibi süreçlerde kritik role 

sahip oldukları bilinmektedir (Cooper vd. 1999, Wettasinghe vd. 2002, Ziegler 1991). Bu 

bağlamda, antioksidan karakterdeki C ve E vitaminleri ile akciğer kanseri riski arasındaki 

ilişkiyi araştıran iki güncel meta-analiz bulunmaktadır (Chen vd. 2015, Luo vd. 2014). Bu 

meta-analiz sonuçlarına göre, 100 mg/gün oranındaki C vitamini içeren diyetin akciğer 

kanseri riskini %7 oranında azaltabileceği ve E vitaminince zengin bir diyetin ise bu riski 

%14.2 oranında azaltabileceği rapor edilmiştir (Chen vd. 2015, Luo vd. 2014). Diğer güncel 

bir meta-analizde ise, yine antioksidan karaktere sahip A vitaminince (β-karoten) zengin bir 

diyetin azalan akicğer kanseri riskiyle ilişkili olduğu gösterilmiştir (Yu vd. 2015).  

 

2.1.2.5. Genetik Faktörler 

 

Tüm sigara kullanıcılarında akciğer kanserinin görülmemesi, genetik yatkınlığın 

akciğer karsinogenez için önemli bir etken olabileceği düşüncesini güçlendirmiştir. Akciğer 

kanseri açısından pozitif bir aile öyküsüne sahip vakaların, akciğer kanseri gelişimi riskinde 

1.7 katlık bir artışla ilişikili olduğu belirtilmektedir (Lissowska vd. 2010). Bazı çalışmalar ise, 

aile öyküsündeki akciğer kanseri hastaların 1. derece akraba olması durumunda bu riskin 2-

4 kat artışa ulaşabileceğini göstermiştir (Coté vd. 2005, Schwartz vd. 2006).   

Genom çapında ilişkilendirme çalışmaları (Genome wide association studies, GWAS) 

özellikle 5p15, 15q25-26 ve 6q21 kromozom bölgelerinin akciğer kanseri için artan risk ile 
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ilişkili olduğunu ortaya koymuştur (Herbst vd. 2008, Schwartz vd. 2016). 5p15 lokusu, 

akciğer kanseri gelişimde hücre çoğalması ile önemli rol oynayan ve sigara içme öyküsü 

olan/olmayan akciğer adenokarsinomu ile ilişkili TERT (telomeraz revers transkriptaz) genini 

kodlamaktadır (Landi vd. 2009). 15q25-26 kromozom bölgesindeki mutasyonların hem 

akiciğer kanserine yatkınlık hem de nikotin bağımlılığı ile çok sıkı bir ilişkisi olduğu 

belirtilmektedir (Thorgeirsson vd. 2008). 6q21 lokusunun ise G-protein aracılı sinyal yolağını 

regüle eden genleri kodladığı ve bu genlerdeki varyasyonların sigara kullanımı ile ilişkili 

olmayan akciğer karsinomu riskini önemli ölçüde artırdığı gösterilmiştir (Yokota vd. 2010). 

Ayrıca, Çin ve Japon popülasyonları üzerinde gerçekleştirilen genom çapında ilişkilendirme 

çalışmalarında, 3q28 kromozom lokusundaki çeşitli poliformizmlerin, bu popululasyondaki 

insanlar için artan akciğer kanseri riski ile ilişkili olduğu belirtilmiştir (Schwartz vd. 2016).  

Akciğer kanser vakalarının büyük çoğunluğunda tümör hücreleri, ErbB protein ailesi 

(EGFR/HER1-4) ve KRAS (GTP-ase Kirsten rat sarcoma virüs) genlerinin dahil olduğu 

onkogenik hücre içi sinyal yolaklarının aktivasyonlarına neden olan intrinsik genetik 

mutasyonlar kazanmaktadır (Herbst vd. 2008). Diğer taraftan da p53, CDKN2A ve PTEN 

gibi tümör baskılayıcı genlerin inaktivasyonlarına neden olan çeşitli genetik ve epigenetik 

değişimler sıklıkla gerçekleşmektedir (Herbst vd. 2008). 

Akciğer karsinogenezi ile yakından ilişkili gen mutasyonların oranları popülasyonlar 

arasında farklılık göstermektedir. Güncel bir çalışmada, akciğer kanseri vakalarında yaygın 

olarak görülen gen mutasyonların oranları Çin popülasyonu ve The Cancer Genome Atlas 

(TCGA) verileri kıyaslayarak analiz edilmiştir (Shen vd. 2019). Bu oranlar, EGFR (Çin: %39–

59; TCGA: %14), KRAS (Çin: %7–11; TCGA: %31), TP53 (Çin: %44; TCGA: %53), CDKN2A 

(Çin: %22; TCGA: %15), NFE2L2 (Çin: %28; TCGA: %17), LKB1 (Chinese: %4–7; TCGA: 

%16), KEAP1 (Çin: %3–5; TCGA: %18) ve NF1 (Çin: %<2; TCGA: %12) olarak tespit 

edilmiştir (Shen vd. 2019).  

 

2.1.3. Histolojik Sınıflandırması 

 

Akciğer kanseri ile etkin ve başarılı bir mücadele için prognozun ve tedavi planlarının 

büyük bir hassasiyetle belirlenmesi gerekmektedir. Bu amaç doğrultusunda da öncelikle 

sınıflandırmanın doğruluğu büyük önem arz etrmektedir. Akciğer kanseri histolojik olarak 

tüm akciğer kanserlerinin %10-15’ini oluşturan Küçük hücreli akciğer kanseri (KHAK) ve 

geriye kalan tüm vakaların yaklaşık %85’ini temsil eden Küçük hücreli dışı akciğer kanseri 

(KHDAK) olmak üzere iki ana grupta sınıflandırılabilmektedir. Şekil 2.2’de görüldüğü üzere, 
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KHDAK grubu da genel itibariyle Adenokarsinom (%40), skuamoz hücreli karsinom (%30) 

ve büyük hücreli karsinom (%15) olarak alt gruplarda incelenmektedir (Travis vd. 2015).  

 

 

Şekil 2-2 Akciğer kanserinin histolojik olarak basitleştirilmiş sınıflandırması. 

 

Ancak son yirmi yıl içerisinde moleküler tekniklerdeki gelişmelere bağlı olarak akciğer 

kanserinin histolojik sınıflandırmasında önemli değişimler ve güncellemeler yapılmıştır. 

2015 yılında yayınlanan Dünya Sağlık Örgütü’nün (World Health Organization-WHO) 

raporuna göre, akciğer kanserinin histopatolojik sınıflandırması Tablo 2-1’de görüldüğü 

şekliyle yeniden düzenlenmiştir (Travis vd. 2015). Bu güncel sınıflandırmaya göre akciğer 

kanserlerinin %90-95’ini karsinomlar (epitelyal kökenli), %2-5’ini ise mezenkimal ve diğer alt 

gruplar temsil etmektedir (Zeren EH 2015).  
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Tablo 2-1 Dünya Sağlık Örgütü’nün 2015 yılındaki son güncellemesi ile oluşturulan akciğer 
kanserinin detaylı histopatolojik sınıflandırılması. 

 

I. Adenokarsinoma IV. Büyük hücreli karsinom

1. Lepidik adenokarsinoma V. Adenoskuamöz karsinom

2. Asiner adenokarsinoma VI. Sarkomatoid karsinom

3. Papiller adenokarsinom 1. Pleomorfik karsinom

4. Mikropapiller adenokarsinom 2. İğsi hücreli karsinom

5. Solid adenokarsinom 3. Dev hücreli

6. İnvaziv müsinöz adenokarsinom 4. Karsinosarkom

— Mikst invaziv müsinöz ve müsin içermeyen adenokarsinom 5. Pulmoner blastom

7. Kolloid adenokarsinom VII. Tükrük bezi tipi tümörler

8. Fetal adenokarsinom 1. Mukoepidermoid karsinom

9. Minimal invaziv adenokarsinom 2. Adenoid kistik karsinom

— Müsinöz minimal invaziv adenokarsinom 3. Epiteliyal-Myoepiteliyal karsinom

— Non-müsinöz minimal invaziv adenokarsinom 4. Pleomorfik adenom

10. Preinvaziv lezyonlar VIII. Papillomlar

— Atipik adenomatöz hiperplazi 1. Skuamöz hücreli papillom

— Adenokarsinoma insitu — Egzofitik Skuamöz hücreli papillom

a. Müsinöz adenokarsinoma insitu — Endofitik Skuamöz hücreli papillom

b. Non-müsinöz adenokarsinoma insitu 2. Glandüler papillom

II. Skuamöz hücreli karsinom 3. Miks skuamöz hücreli ve glandüler papillom

1. Keratinize skuamöz hücreli karsinom IX. Adenomlar

2. Non-keratinize skuamöz hücreli karsinom 1. Sklerozan pnomositom

3. Bazaloid skuamöz hücreli karsinom 2. Alveolar adenom

4. Preinvaziv lezyon 3. Papiller adenom

— Skuamöz hücreli karsinoma insitu 4. Musinöz kistadenom

III. Nöroendokrin tümörler 5. Muköz bez adenomu

1. Küçük hücreli karsinom X. NUT karsinom

— Kombine küçük hücreli karsinom XI. Lenfoepiteliyoma benzeri karsinom

2. Büyük hücreli nöroendokrin karsinom C. LENFOHİSTİOSİTİK TÜMÖRLER
— Kombine büyük hücreli nöroendokrin karsinom I. MALT Tipi Ekstranodal Marjinal Zon B Hücreli Lenfoma

3. Karsinoid tümör II. Diffüz büyük B hücreli lenfoma

— Tipik karsinoid III. Lenfomatoid granülomatozis

— Atipik karsinoid IV. İntravasküler büyük B hücreli lenfoma

4. Preinvaziv lezyon V. Pulmoner Langerhans hücreli histiositoz

— Diffüz idiopatik pulmoner nöroendokrin hücre hiperplazisi VI. Erdheim-Chester hastalığı

B. MEZENKİMAL TÜMÖRLER D. EKTOPİK KÖKENLİ TÜMÖRLER 

I. Pulmoner hamartom I. Germ hücreli tümör

II. Kondrom 1. Matür teratom

III. PEComatöz tümörler 2. İmmatür teratom

1. Lenfanjioleiomyomatozis II. İntrapulmoner timoma

2. Benign PEComa III. Melanoma

— Şeffaf hücreli tümör IV. Meningioma

3. Malign PEComa E. METASTATİK TÜMÖRLER

IV. Konjenital peribronşiyal myofibroblastik tümör

V. Diffuz pulmoner lenfanjiomatozis

VI. İnflamatuar myofibroblastik tümör

VII. Epiteloid hemanjioendoteliyoma

VIII. Plöropulmoner blastoma

IX. Sinavyal sarkoma

X. Pulmoner arteriyal intimal sarkom

XI. EWSR1-CREB1 translokasyonlu pulmoner mikst sarkom

XII. Myoepiteliyal tümörler

1. Myoepiteliyoma

2. Myoepiteliyal karsinom

A. EPİTELYAL TÜMÖRLER
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2.1.4. Evrelemesi 

 

Akciğer kanseri tanısı almış hastaların tedavi stratejilerinin belirlenmesi için 

sınıflandırmanın yanısıra hastalığın evrelemesi de büyük bir önem arz etmektedir. Akciğer 

kanseri hastalarının evrelendirilmesi için Tümör-nodül-metastaz (TNM) evreleme sistemi 

kullanılmakta ve böylece hastalığa uluslararası yaklaşım ile standardizasyon da 

kazandırılmaktadır. Akciğer kanserinin evrelemesi, Akciğer Kanseri Çalışma Derneği’nin 

(IASLC) Ocak 2017 yılında “Uluslararası Evreleme Projesi” tarafından yayınlamış olduğu 8. 

TNM evreleme sistemi ile yapılmaktadır (Lim vd. 2018). Bu TNM sisteminde; (T) primer 

tümörün özelliklerini, (N) lenf nodu ve (M) metastaz varlığını/yokluğunu ifade etmektedir. 

Akciğer kanserinin evrelenmesi için kullanılan en güncel olan 8. TNM evreleme sistemi 

aşağıda Tablo 2-2’de özetlenmiştir.  

 

Tablo 2-2 Akciğer Kanseri Çalışma Derneği’nin (IASLC) 2017 yılındaki son güncellemesi 
oluşturulan 8. TNM evreleme sistemi 

 

T Skoru N Skoru M Skoru

T N M

Tx N0 M0

Tis N0 M0

T1mi N0 M0

T1a N0 M0

IA2 T1b N0 M0

IA3 T1c N0 M0

1B T2a N0 M0

IIA T2b N0 M0

T1a N1 M0

T1b N1 M0

T1c N1 M0

T2a N1 M0

T2b N1 M0

T3 N0 M0

T1a N2 M0

T1b N2 M0

T1c N2 M0

T2a N2 M0

T2b N2 M0

T3 N1 M0

T4 N0 M0

T4 N1 M0

T1a N3 M0

T1b N3 M0

T1c N3 M0

T2a N3 M0

T2b N3 M0

T3 N2 M0

T4 N2 M0

T3 N3 M0

T4 N3 M0

Herhangi bir T Herhangi bir N M1a

Herhangi bir T Herhangi bir N M1b

IVB Herhangi bir T Herhangi bir N M1c

Evre II
IIB

Evre I

IA1

EVRE
Gizli (occult) karsinom

Evre 0

Evre IV
IVA

IIIC

Evre III

IIIA

IIIB
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2.2. İnvazyon ve Metastaz 

 

Metastaz, kanser ilişkili ölümlerin en önde gelen sebebidir ve kanser hücrelerinin 

ortaya çıktıkları primer tümör bölgesinden metastatik kaskat adı verilen birbiri ardınca gelen 

kompleks aşamaların sonucunda vücudun uzak dokularında yeni tümör kolonileri 

oluşturmak için yayılmasıdır (Gupta vd. 2006, Talmadge vd. 2010). Şekil 2.3’deki modelde 

görüldüğü üzere, metastatik kaskat adı verilen bu çok adımlı süreç temel olarak; primer 

tümör hücrelerinin göç ederek (migrasyon) çevredeki stromal dokuya lokal invazyonu, lenf 

veya kan dolaşımı sistemine geçişi, dolaşım sistemi boyunca sağkalımı ve immün sistem 

mekanizmalarından kaçışı, dolaşım sisteminden çıkarak uzak dokunun parankimasına 

geçişi, ilgili parankimde mikrometastaz kolonilerin oluşumu ve son olarak oluşan bu 

mikrometastaz kolonilerinin seri çoğalmaları ile klinik olarak belirlenebilir metastatik 

lezyonların oluşmaları olarak tanımlanmaktadır (Lambert vd. 2017).  

  

 

Şekil 2-3 Metastatik kaskatın şematik gösterimi (Massague vd. 2016). 
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Kanser hücresinin migrasyon ve invazyon süreçleri, metastatik kaskatın en kritik 

safhalarıdır. İnvazyon ise neoplazm gösteren hücre ya da hücre grubunun çeşitli hücre 

migrasyonu mekanizmaları ile ilgili komşu dokuyu işgal etmesidir. Böylece kanser, lokal 

olarak büyüyen primer bir tümörden, sistemik, metastatik ve hastanın yaşamını tehdit 

edebilen bir hastalığa evrilmektedir (Friedl vd. 2011). Lokal invazyon, hücre iskeleti 

dinamiklerini kontrol eden birçok sinyal iletim yolaklarının aktivasyonu tarafından yönetilen 

hücre-matriks, hücre-hücre bağlantılarının değişkenliği ve artan migrasyon yeteneği ile 

gerçekleşebilmektedir (Friedl vd. 2003, Sahai 2007).  

 

2.2.1. İnvazyon modelleri  

 

Kanser invazyonu mekanistik olarak hücrenin şekil değiştirdiği, morfolojik asimetri 

kazandığı ve akabinde yer değiştirdiği döngüsel bir süreçtir. Kanser hücreleri hücre tipine ve 

doku mikroçevresine bağlı olarak hücre-hücre bağlantılarının olmadığı bireysel olarak veya 

hücre-hücre bağlantılarının korunduğu kolektif olmak üzere 2 ana mekanizma ile 

migrasyonu gerçekleştirmektedir (Friedl vd. 2010). Her iki hücre migrasyon mekanizması, 

bir nevi motor görevi gören hücre iskeleti dinamiklerine ve bu motorun vitesi gibi hizmet eden 

komşu doku yapılarıyla etkileşen hücre yüzey reseptörlerinin eşlik etmesine dayanmaktadır 

(Friedl vd. 2011). Hücre migrasyonu ve invazyonu temel olarak aşağıdaki modelleme ile 

kategorize edilebilmektedir (Şekil 2.4). İşlevsel olarak bireysel ve çoklu hücre migrasyonları 

aktif bir hücre hareketini gerektirirken, çoklu hücre büyümesi şeklindeki invazyon modeli ise 

doku matriksini itme kuvveti sonucu oluşan pasif hücre hareketi ile gerçekleşmektedir (Friedl 

vd. 2011).  

 

2.2.1.1. Amipsi invazyon 

 

Düşük bir adezyon kuvveti ve yüksek düzeyde aktomiyozin (aktin ve miyozin 

kompleksi) aracılı kasılma hareketi yapabilme kabiliyetine sahip olarak migrate olan hücreler 

morfolojik olarak küresel bir fenotipe adaptasyon sağlamaktadır (Friedl vd. 2001). Amipsi 

invazyonda kanser hücreleri, mikroçevresindeki substratlarla ihmal edilebilir zayıf bir 

adezyon ile etkileşen ve Rac (Ras-Related C3 Botulinum Toxin Substrate veya Rac Family 

Small GTPase) bağımlı oluşturduğu çok sayıda filopod adı verilen yalancı ayakları 

kullanmaktadır (Lammermann vd. 2009). Amipsi hücre invazyonunun en belirleyici ve ayırıcı 

özellikleri, ECM’e (ekstraselüler matriks) adezyonun olmaması, hücre polaritesinin tamamen 
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kaybolması ve çok yüksek bir kemotaksis yeteneğinin olmasıdır (Condeelis vd. 2003). 

Mezenkimal invazyon ile karşılaştırıldığında, amipsi invazyonda kanser hücrelerinde stres 

fibrillerin oluşmaması, ECM’i yeniden modellememesi, integrin proteinlere bağımlı olmaması 

ve süspanse olarak çoğalabilmesi gibi önemli farklılıklar bulunmaktadır (Friedl vd. 2003). 

Amipsi invazyondaki hücre hareketinin diğer hücre hareketleriyle kıyaslandığında en hızlı 

olduğu bilinmektedir. Örneğin, 0.1-1 mm/dk’lik bir hızla gerçekleşen mezenkimal invazyona 

kıyasla amipsi invazyonda hücreler 20 mm/dk gibi muazzam bir hıza ulaşabilmektedir (Friedl 

vd. 2003). Amipsi invazyonun bir diğer önemli karakteristik özelliği ise mezenkimal ve 

kolektif invazyon modellerinde gözlenen proteaz aktivitesine bağımlı olmamasıdır ve bu da 

kanser hücrelerine MMP (Matrix Metalloproteinase) hedefli tedavi girişimlerine karşı doğal 

bir direnç kazandırmaktadır (Friedl vd. 2011, van Zijl vd. 2011). Amipsi invazyon, özellikle 

lösemi, lenfoma, KHAK gibi hematopoitetik ve nöroektodermal kökenli kanser türlerinde 

görülmektedir (Madsen vd. 2010).  

 

2.2.1.2. Mezenkimal invazyon 

 

Mezenkimal kanser hücreleri mekanistik olarak yalancı ayak protrusyonları (çıkıntı) ve 

fokal adezyonların oluşumu, aktomiyozin kasılmalar ve son olarak hücrenin hareket 

yönünün tersi olan arka kısmının adezyonunu kaybederek ayrılmasını içeren migrasyon 

döngüsünü kullanmaktadır (Friedl vd. 2003). Bu mekanizmada hücre iskeleti çıkıntıları ve 

adezyon yeteneği güçlü bir şekilde oluşmaktadır. Mezenkimal invazyon sürecini geçiren 

kanser hücreleri, çoklu integrin molekül kompleksleriyle ve ECM substratlarının proteolitik 

aktivitesiyle yıkımını içeren hücre-matriks etkileşimlerini kullanır. Morfolojik olarak da iğsi ve 

uzamış morfolojiye neden olan bir transformasyon süreci geçirirler (Wolf vd. 2007). 

Mezenkimal invazyon, yumuşak doku sarkomalarının da dahil olduğu bağ dokusu 

tümörlerinin yanısıra epitelyal kökenli tümörlerdeki (adenokarsinoma) hücrelerde EMT 

(epitelyalden-mezenkimale geçiş) sürecinin indüklenmesi yoluyla gerçekleşmektedir (Friedl 

vd. 2009).  

   

2.2.1.3. Çoklu-hücre invazyon 

 

Bireysel olarak invazyon sürecini geçiren bir kanser hücresinin dokuda izlediği yolu 

diğer kanser hücrelerinin de kullandığı bir invazyon modeli olarak tanımlanmaktadır. Esasen 

bu model, bireysel kanser hücrelerinin benzer kemotaktik sinyaller tarafından stromal 
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dokuya hareket etmeleri akabinde stabil olmayan hücre-hücre bağlantılarla sıralı kesintisiz 

bir şekilde invazyon yapmasına dayanmaktadır. Çoklu-hücre invazyonu gerçekleştiren 

hücrelerde hücre-hücre bağlantı molekül seviyelerinin artmasına bağlı olarak kolektif hücre 

invazyonu indüklenebilmektedir. Bu tip bir invazyon mezenkimal invazyon yapabilen tüm 

hematolojik ve solid tümörlerde görülmektedir (Friedl vd. 2011).  

 

2.2.1.4. Kolektif invazyon 

 

Kolektif invazyon, tümör ve stroma dokuları arasında oluşan kümesel veya zincirimsi 

yapıdaki ve hücre-hücre bağlantılarının kuvvetli olup hücrelerarası koordinasyonun yüksek 

olduğu çoklu-hücre gruplarının gerçekleştirdiği invazyon modelidir (Ilina vd. 2009). Kolektif 

invazyon, invaze olunan dokunun yapısına, birlikte hareket eden oluşumdaki hücrelerin 

sayısına ve tipine bağlı olarak farklı morfolojilere adapte olabilmektedir. Örneğin; hücre 

grupları küçük kümeler, solid zincirler şeklinde yapılar oluşturabildiği gibi hücre polaritesinin 

korunduğu durumlarda bu yapılar lümene de sahip olabilmektedir (Friedl vd. 2009).  Kolektif 

invazyonların çoğunda, ilgili stromada proteoliz ile yollar açan ve ileri doğru çekme kuvveti 

oluşturan bir veya daha fazla sayıda mezenkimal karaktere sahip hücrelerden oluşan bir 

lider (uç) bölge bulunmaktadır (Friedl vd. 2010, Gaggioli vd. 2007). Kolektif invazyonun diğer 

modeli ise diğer modeldeki gibi tek bir yönde oluşan lider mezenkimal hücrelerden oluşan 

bir uç bölgesine sahip değildir. Bunun yerine, pozisyonları değişken olan birçok hücre 

grubunu içeren küt görünümdeki tomurcukların oluştuğu bir yapıya sahiptir (Ewald vd. 2008). 

Kolektif invazyon modeli daha çok kuvvetli epitelyal polariteye karsinomalar ve yumuşak 

doku tümörlerde yaygın olarak görülse de çoğu epitelyal ve mezenkimal tümör tiplerinde 

gözlenmektedir (Friedl vd. 2009).  

 

2.2.1.5. Yayılmacı büyüme ile invazyon 

 

Bazı stroma dokuları, çoğalan tümör hücrelerine fiziksel sınırlama getirmez veya çok 

az sınırlar ve bu nedenle tümör lezyonunun genişlemesi engellenemez. Bu tip dokularda 

tümör hücrelerinin çoğalmaları sonucunda artan tümör hacminin etkisiyle dış bölgelere 

doğru itme kuvveti şeklinde olan ve aktif bir migrasyondan yoksun bir invazyon meydana 

gelmektedir (Iguchi vd. 2008). Migrasyondan yoksun bu yayılmacı büyümede, kollajen 

fibriller ile çevresi sarılan ve ECM içinde bir kapsül yapısına sahip küresel lezyonlar gözlenir 
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(Ishizaki vd. 2001). Bazı durumlarda ise aktif migrasyonun indüklenmesiyle kolektif 

invazyona dönüşebilmektedir (Ilina vd. 2011). 

 

 

Şekil 2-4 İnvazyon modellerinin sınıflandırılması ve karakteristik özellikleri  
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2.3. Epitelyal-Mezenkimal Transisyon 

 

Epitelyal-Mezenkimal Transisyon (EMT), polarize epitel kökenli hücrelerin yüksek 

hareket yeteneğine sahip mezenkimal fenotipe transforme olmasına olanak sağlayan 

hücresel bir programdır. Esasında EMT, gastrulasyon evresini kolaylaştıran rolü ile 

embriyonik gelişim, nöral krest hücrelerinin farklılaşmaları ve çok çeşitli hücre ve doku tipinin 

oluşumları gibi hayati süreçlerde önemli fonksiyonlar üstlenmektedir (Nieto vd. 2016). Diğer 

taraftan, bu program organ fibrozisleri ve kanser gibi patolojik durumlarda da anormal bir 

şekilde aktifleşebilmektedir. Karsinoma hücreleri (epitelyal kökenli kanser hücreleri) invaziv 

bir fenotip kazanmak ve metastatik progresyonuna katkı sağlamak için EMT sürecini 

indükler. EMT, kanser hücrelerinin kök hücre fenotipine sahip olması, metabolizmalarının 

desteklenmesi, immunoterapi ve kemoterapiye karşı direnç kazanmaları gibi çeşitli 

süreçlerine de hizmet etmektedir (Lu vd. 2019, Nieto vd. 2016).  

EMT programı basitçe yapılan tanımına rağmen, hassas ve değişken dengeler ile çok 

çeşitlilik gösteren intrinsik (içsel) ve ekstrinsik (dışsal) faktörlerle aktive edilerek kontrol 

edilen bir süreçtir (Lamouille vd. 2014). Tümörün görüldüğü dokunun tipine, fizyolojik 

durumuna ve tümör mikroçevresine bağlı olarak kanser hücreleri, progresyon ve 

metastazları boyunca sergileyecekleri davranışlarında çok kapsamlı farklılıklara yol açan 

EMT modları indüklenebilmektedir. Bu bağlamda EMT, geniş bir spektrumda farklı modlarda 

indüklenebilmesi nedeniyle yüksek plastisite yeteneğine sahip dinamik bir süreçtir. Sahip 

olduğu bu yüksek plastisite yeteneği ile EMT süreci, hem embriyogenezde özelleşmiş organ 

ve dokuların gelişimine hem de karsinogenez ve malignan progresyon boyunca 

makrometastazın oluşumuna imkân vermektedir (Lu vd. 2019).  

EMT’nin farklı modlarının indüklendiği kanser hücreleri epitel ve mezenkimal hücre 

fenotipleri arasında farklı morfolojik, transkipsiyonel ve epigenetik karakterler 

sergilemektedir. Şekil 2.5’da görüldüğü üzere, EMT profillerini stabil epitelyal, erken-faz 

melez EMT, melez EMT, geç-faz melez EMT ve stabil mezenkimal olmak beş farklı mod ile 

sınıflandırabiliriz (Pastushenko vd. 2019). Ksenogreft (xenograft) modellerden elde edilen 

kolorektal, meme, pankreas, akciğer ve over gibi çok çeşitli kanser hücrelerindeki epitelyal 

ve mezenkimal belirteçlerin ekspreyonları incelendiğinde aynı hücrede her iki fenotip 

belirteçlerinin eksprese edildiğinin görülmesiyle melez EMT modunun varlığı kanıtlanmıştır. 

Benzer şekilde klinik olarak aralarında akciğer, meme, kolorektal baş-boyun ve pankreas 

gibi çeşitli insan tümör dokularında da epitelyal ve mezenkimal belirteçlerin aynı hücrede 

eksprese olabildiği gösterilmiştir. Ayrıca, in vitro ortamda bu melez EMT fenotipin artan 
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migrasyon, invazyon ve tutunma (anchorage) bağımsız çoğalma yeteneği ile ilişkili olduğu 

bulunmuştur (Pastushenko vd. 2019).  

 

 

Şekil 2-5 Farklı EMT modları ve onların proliferasyon, invazyon, plastisite, kök hücrelilik ve 
metastaz kapasitelerinin şematik olarak gösterilmesi (Chaffer vd. 2016, Pastushenko vd. 
2019). 

 

2.3.1. Hücresel ve moleküler özellikleri  

 

EMT, hem gelişimde hem de patolojik durumlarda indüklense de değişkenlik 

göstermeyen karakteristik özelliklere sahiptir (Nieto vd. 2016). EMT sürecinde sıkı 

bağlantılar, adherens bağlantılar ve dezmozomlarının dahil olduğu epitelyal hücre-hücre 

bağlantıların bozulması ve apiko-bazal polaritesinin kaybolmasından, iğsi şekilli mezenkimal 

morfolojiye ve hareket yeteneğini kazandıran aktin hücre iskeletenin yeniden organize 

edilmesi gibi önemli değişimler gerçekleşir. Dahası, EMT süreci indüklenen hücreler çeşitli 

matriks metalo-proteinazlar türlerini (MMP) eksprese ederek bulunduğu dokudaki bazal 

membranı degrede ederek invazyon yeteneği kazanmaktadırlar (Lu vd. 2019).  

Moleküler olarak Şekil 2.6’deki modellemede gösterildiği üzere, EMT sürecini geçiren 

bir hücrede E-kaderin, çeşitli sitokeratinler, ZO-1 (zona occludens-1) gibi sıkı bağlantı 

proteinlerin ekspresyonları baskılanırken; integrin beta 1, integrin beta 3, vimentin, 

fibronektin, N-kaderin gibi mezenkimal fenotipin belirteçlerin ekspresyonları 

indüklenmektedir. Bu kompleks sürecin tetiklenmesi, Ras mutasyonu gibi intrinsik ve TGF-
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β (Transforming growth factor- β), IGF1 (Insulin-like growth factor) ve hipoksi gibi ekstrinsik 

sinyaller ile gerçekleşebilir. EMT indükleyicilere cevap veren hücrelerde çok çeşitli 

epigenetik, transkripsiyonel sonrası, translasyon öncesi ve sonrası düzenleyiciler ile 

fonsiyon gösteren farklı EMT-ilişkili transkrisiyon faktörler (EMT-TF) bu süreci koordineli bir 

şekilde yönetmektedir (Lu vd. 2019, Skrypek vd. 2017).  

 

 

Şekil 2-6 EMT sürecinde meydana gelen hücresel ve moleküler değişimlerin şematik 
gösterimi (Skrypek vd. 2017). 

 

2.3.2. EMT indükleyici sinyal yolakları 

 

EMT süreci temel olarak aralarında TGF-β, WNT, NOTCH ve çok çeşitli büyüme 

faktörleri (EGF, VEGF, FGF ve IGF1 gibi) aracılığıyla aktive olabilen reseptör tirozin 

kinazların (RTK) dahil olduğu gelişimsel sinyal yolakları tarafından indüklenmektedir (Şekil 

2.7). Bunun dışında ekseriyetle tümör mikroçevresindeki immün sistem hücreleri tarafından 

salınan IL-6 ve TNF-α gibi sitokinler de EMT indüksiyonunu gerçekleştirebilirler. EMT 

indükleyici faktörlerin ilgili hücre içi sinyal yolaklarını aktive etmesi sonucunda ise EMT 

sürecini organize eden SNAIL, TWIST ve ZEB transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonları 

sağlanır (Yeung vd. 2017).  

TGF-β, WNT, NOTCH, çeşitli büyüme faktörleri ve sitokinlerin spesifik reseptörlerine 

bağlanmaları sonucu aktive olan hücre içi sinyal yolakları, EMT-TF’lerin transkripsiyonlarını 
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indüklemek üzere sırasıyla SMAD, β-katenin-TCF-LEF kompleksi, intracellular domain of 

the NOTCH receptor (NOTCH-ICD), NFKB ve STAT gibi önemli transkripsiyon faktör ve 

transkripsiyonel ko-aktivatörler görevlendirir (Şekil 2.13). Bu çeşitli sinyal yolakları 

birbirleriyle çok sıkı bir şekilde ilişki kurmakta, birbirlerinin aktivasyonlarını destekleyerek 

EMT sürecinin indüklenmesinde koordineli bir şekilde çalışırlar (Dongre vd. 2019). Ayrıca 

bu sinyal yolakları, EMT-TF’lerin seviyelerini transkripsiyonel indükledikleri gibi 

fosforilasyon, defosforilasyon, asetilasyon, sumolasyon ve ubikitinasyon gibi çeşitli 

translasyon sonrası modifikasyonlar aracılığıyla aktivitelerini ve stabilitelerini de kontrol 

etmektedirler (Skrypek vd. 2017). Hem kanser hücreleri hem de tümör mikroçevresindeki 

çok çeşitli stromal hücreleri tarafından salınan TGF-β, karsinogenezde EMT sürecinin 

indüklenmesinden sorumlu en önemli sinyal olarak kabul edilmektedir (Katsuno vd. 2013). 

 

Şekil 2-7 EMT sürecinin indüklenmesinden sorumlu çeşitli hücre içi sinyal yolakları (Dongre 
vd. 2019) 
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2.3.2.1. TGF-β sinyal yolağı ve aktivasyonu 

 

TGF-β sinyal yolağı birçok doku tipinde EMT’nin indüklenmesinde merkezi bir role 

sahiptir ve aktivasyonu üç farklı TGF-β izoformu, iki farklı aktivin (Activin A, activin AB alpha 

polypeptide) ve çeşitli bone morphogenetic protein (BMP) ligandlarını içine alan çok geniş 

bir uyaran grubu tarafından indüklenebilmektedir (Bierie vd. 2006, Xu vd. 2009). TGF-β 

ligandı hedef hücredeki transmembran serin-treonin kinaz üyesi olan TGF-β receptor type 2 

(TGFβR2) reseptörüne bağlanmasının akabinde TGFβR2 TGF-β receptor type 1 (TGFβR1) 

reseptörü ile etkileşir ve onu fosfatlatlayarak aktifleştirir. Aktifleşen TGFβR1 reseptörü 

SMAD2 ve SMAD3 transkripsiyon faktörlerini fosfatlar ve fosfatlanan SMAD2-SMAD3 ikilisi 

sitoplazmada yer alan SMAD4 proteine bağlanarak SMAD2-SMAD3-SMAD4 üçlü 

kompleksini oluştururlar (Şekil 2.8). BMP ligandları ile indüklenen TGF-β yolağında ise farklı 

olarak SMAD1-SMAD5-SMAD4 üçlü kompleksi oluşmaktadır. TGF-β’nın kanonikal sinyal 

yolağını oluşturan bu üçlü kompleksler, bir transkripsiyon faktör olarak fonksiyon göstermek 

üzere hücre çekirdeğine geçerek EMT, apoptoz, anjiyogenez, senesans, hücre hareketi, 

invazyonu, çoğalması ve büyümesi gibi birçok biyolojik süreçte rol alan genlerin 

transkripsiyonlarını regüle etmektedirler (Xu vd. 2009). TGF-β ile indüklenen EMT sürecini 

desteklemek için MAPK, PI3K ve RHO-benzeri GTPaz gibi çeşitli kanonikal olmayan sinyal 

yolakları aktive olmaktadır (Lamouille vd. 2014).  

 

 

Şekil 2-8 TGF-β’nın kanonikal ve non-kanonikal sinyal iletimi (Lamouille vd. 2014). 
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2.3.2.2. TGF-β ile indüklenen EMT sürecinin moleküler mekanizması 

. 

EMT sürecinin indüklenmesi ve ilerlemesi TGF-β’nın hem kanonikal hem de kanonikal 

olmayan yolakları tarafından transkripsiyonel, transkripsiyon sonrası, translasyonel ve 

translasyon sonrası mekanizmalarla çok sıkı bir şekilde denetlenir (Şekil 2.8). TGF-β’nın 

kanonikal yolağı aracılığıyla aktifleşen SMAD kompleksleri hem EMT-TF’lerin 

ekspresyonlarını indükler hem de bu transkripsiyon faktörlerle etkileşerek onların 

transkripsiyonel aktivitelerini artırırlar.   

TGF-β sinyal yolağı, doğrudan epitelyal proteinlerin ekspresyonlarını baskılayan 

miRNA’ları indükleyebildiği gibi mezenkimal molekülleri hedef alan miRNA’ların 

ekspresyonlarını EMT-TF’leri aracılığıyla baskılayabilirler (Lamouille vd. 2014). Ayrıca 

epithelial splicing regulatory proteins (ESRPs) gibi epitelyal fenotipin korunmasında rol alan 

alternatif splicing proteinlerinin ekspresyonlarını TGF-β sinyal yolağı tarafından 

baskılanabilmektedir (Warzecha vd. 2010). TGF-β tarafından aktive olan PI3K/AKT/mTOR 

sinyal yolağı, hem hücre büyümesini destekleyerek hem de eukaryotic translation initiation 

factor 4E-binding protein 1 (4E-BP1) ve ribosomal S6 kinase 1 (S6K1) proteinlerini 

görevlendirerek hücrenin translasyon kapasitesini artırır ve EMT sürecinin indüklenmesi 

sürecine katılır (Lamouille vd. 2014). Ayrıca aktif AKT tarafından fosfatlanan heterogeneous 

nuclear ribonucleoprotein E1 (hnRNPE1) proteini, translasyonları baskılanmış olan spesifik 

mRNA’ların translasyonlarını yeniden aktifleştirerek EMT sürecine katkı sağlar (Chaudhury 

vd. 2010).  

TGF-β hücre migrasyonun gerçekleşebilmesi için RHO-GTPaz sınıfı enzimleri regüle 

ederek hücre-hücre bağlantılarının kaybını ve hücre iskeleti değişimlerini indüklemektedir. 

Sıkı bağlantıların kaybı, aktive olan TGFβR2 reseptörünün partitioning defective 6 (PAR6) 

proteinini fosfatlamasına olanak sağlaması ve böylece E3 ubiquitin ligase SMAD 

ubiquitylation regulatory factor 1 (SMURF1) enziminin görevlendirilerek RHOA’nın ubikitin 

aracılı degreasyonu içeren bir seri süreç ile gerçekleşmektedir (Ozdamar vd. 2005). Diğer 

taraftan TGF-β, hücre hareketi için elzem olan aktin yeniden-düzenlenmesi sürecinin 

yönetiminden sorumlu diaphanous (DIA1) ve RHO-associated kinase (ROCK) proteinlerini 

görevlendiren RHOA’nın aktivitesini de artırmaktadır (Bhowmick vd. 2001).  TGF-β’nın 

aktive ettiği PI3K ve RHO-benzeri GTPaz gibi kanonikal olmayan sinyal yolakları aktive olan 

RAC ve CDC42 proteinleri de hücre iskeletinin yeniden organizyonu sürecine katılır. Bunun 

yanısıra p21 activated kinase 1 (PAK1) aracılığıyla lamellipod ve filopod oluşumlarını 

artırarak hücre migrasyonunu da indüklemektedir (Ridley 2011, Whale vd. 2011).  
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2.3.3. Transkripsiyonel regülasyonu 

 

EMT programının yönetilmesinden temel olarak içerisinde “zinc-finger E-box binding 

homeobox factors” olarak adlandırılan ZEB1, ZEB2, SNAIL (SNAI1), SLUG (SNAI2) ve 

“basic-helix-loop-helix factors” olarak nitelendirilen TWIST1, TWIST2 EMT-TF’ler 

sorumludur. Bu EMT-TF’ler birbirlerinin ekspresyonlarını düzenleyebildikleri gibi farklı 

kombinasyonları yüzlerce epitelyal fenotiple ilişkili genlerin baskılarken ve mezenkimal 

fenotipin sağlanmasında görevli genlerin ekspresyonlarını indüklemektedir (Dongre vd. 

2019). SNAIL grubu EMT-TF’ler, E-kaderin proteinini kodlayan CDH1 geninin promotor 

bölgesindeki E-box bölgesine bağlanarak “polycomb repressive complex” (PRC) 

komplekslerini görevlendirerek bu genin ekspresyonunu baskılar (Batlle vd. 2000, Herranz 

vd. 2008). Benzer şekilde ZEB1 transkripsiyon faktörleri CDH1 geninin baskılanmasını ve 

ve diğer kromatin modifiye edici faktörler aracılığıyla da VIM (Vimentin) ve CDH2 (N-kaderin) 

genlerinin ekspreyonlarını transkrisyonel olarak indüklemektedir (Sánchez-Tilló vd. 2010). 

EMT-TF’ler hücre polaritesi ile ilişkili çeşitli genlerin transkripsiyonel olarak 

regülasyonlarından da sorumludur. Sıkı bağlantıların oluşumundan ve apiko-bazal 

polaritenin korunmasından sorumlu bir transmembran protein olan Crumbs 1 (CRB1), bir 

“scaffold” olarak fonksiyon gösteren PALS1-associated tight junction protein (PATJ) ve bir 

hücre iskeleti proteini olan lethal giant larvae (LGL) gibi moleküllerinin ekspreyonları SNAIL 

ve ZEB1 transkripsiyon faktörleri tarafından baskılanabilmektedir (Aigner vd. 2007, 

Spaderna vd. 2008). Ayrıca, SNAIL ve ZEB2 transkripsiyon faktörleri bazal membranın 

yıkımını için MMP proteinlerinin ifadelerini de transkripsiyonel olarak indüklemektedir 

(Miyoshi vd. 2005).   

 

2.3.4. Epigenetik regülasyonu 

 

EMT-TF’lerin EMT süreciyle ilişkili genleri transkripsiyonel olarak regüle etmesi stabil 

olmayan gen değişimlerini sağlar. Ancak, EMT sürecinin stabil ve uzun vadeli olarak 

indüklenmesinin yanısıra hücresel plastisitenin sağlanması için kritik olan geri dönülebilir 

olma özelliğinin korunması da epigenetik regülasyon mekanizmaları ile gerçekleşmektedir. 

Şekil 2.9’daki modeldeki gibi EMT sürecinin epigenetik kontrolü temel olarak DNA 

metilasyon, histon modifikasyonları ve RNA enterferans olarak sınıflandırabileceğimiz 

mekanizmalar ile sağlanmaktadır (Skrypek vd. 2017).   
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Şekil 2-9 EMT sürecinin epigenetik regülasyonundan sorumlu mekanizmaların şematik 
gösterimi (Skrypek vd. 2017) 

 

EMT-TF’ler, EMT ile ilişkili genlerin ekspresyonlarını regüle etmek için çok çeşitli 

epigenetik enzimler ile koordineli bir şekilde fonksiyon göstermektedir. Bu epigenetik 

enzimler de EMT sürecini indükleyici sinyallere cevap olarak aktive olmaktadır. TGF-β ile 

indüklenen SMAD, PI3K/AKT ve MAPK/ERK sinyal yolakları, kromatin yeniden modelleme 

komplekslerinin kromatinde görevlendirilmesini ve kromatin yapının 

sıkıştırılmasını/açılmasını düzenleyen epigenetik enzimlerin ve histonların 

modifikasyonlarını yönetir (Arzate-Mejía vd. 2011, Liu vd. 2016).  

 

2.3.4.1. DNA Metilasyonu 

 

DNA metilasyonu, genomik imprinting, X kromozomunun inaktivasyonu ve genom 

stabilitesinin sağlanması gibi çok kritik süreçlerde rol alan ve temel olarak gen 

ekspresyonların baskılanmasını gerçekleştiren stabil ve kalıtılabilir bir mekanizmadır. Bu 

mekanizma ilgili gen lokusunda CpG adaları olarak isimlendirilen bölgedeki sitozin 

nükleotitlerine DNA metiltransferaz (DNMT) enzimleri aracılığıyla metil gruplarının kovalent 

olarak bağlanması şeklinde gerçekleşmektedir (Bird 2002). Akabinde kromatinin daha ileri 

modifikasyonlarını gerçekleştirecek olan histon modifiye edici enzimlerin fonksiyon 

göstermesi için methyl-CpG binding-domain (MBD) proteinleri metillenmiş sitozinlere 

bağlanır. Bu süreç geri döndürülebilinir bir süreç olup, ten-eleven translocation (TET) 

oksidaz enzimleri aracılığıyla eklenmiş metil grubunun çıkarılması şeklinde yürütülür 

(Bhutani vd. 2011).  
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EMT sürecinin yönetilmesinde metilasyon, çok kritik mekaznimalardan biridir (Şekil 

2.10). EMT sürecinde CDH1 geninin metilasyon aracılı olarak baskılanması, farklı kanser 

türlerinde sıklıkla gözlenen ve en çok araştırılan mekanizmalardan biridir. CDH1 geninin 

metilasyon aracılı baskılanması, DNMT1 enziminin farklı EMT-TF’ler aracılığıyla etkileşmesi 

ile gerçekleşir. DNMT1 enzimleri SNAIL transkripsiyon faktörlerinin SNAG domainleri ile 

ZEB transkripsiyon faktörlerinin ise SMAD-bağlanma domainleri ile etkileşerek CDH1 

geninin metilasyon aracılı baskılanmasını yönetir (Espada vd. 2011, Fukagawa vd. 2015). 

Bununla birlikte, EMT-TF’lerin ekspresyonları da DNA metilasyonu yoluyla 

düzenlenmektedir. Çeşitli kanser türlerinde TWIST ve ZEB transkrisyon faktörü ailerinin 

üyelerini kodlayan gen bölgelerinde sıklıkla metilasyon görülmekte ve bu durumun 

prognostik faktör olarak kabul edilmesi tartışılmaktadır (Skrypek vd. 2017). Ayrıca EMT 

sürecinin plastisitesinde önemli rol oynayan birçok EMT-TF ve epigenetik modifiye edici 

enzimlerin transkripsiyonel olarak regülasyonundan sorumlu miR-200 ailesinin üyelerinin 

ekspresyonları da regüle ettikleri EMT-TF’lerin öncülük ettiği metilasyon mekanizması ile 

baskılanmaktadır (Skrypek vd. 2017).   

 

 

Şekil 2-10 EMT sürecinin yönetilmesinde kritik bazı metilasyon aracılı mekanizmalar 
(Skrypek vd. 2017). 
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2.3.4.2. Histon modifikasyonları 

 

Nükleozom yapısını oluşturan H2A, H2B, H3 ve H4 histon proteinleri DNA’nın 

paketlenmesindeki kritik rollerine ilaveten gen ekspresyonlarının transkripsiyonel düzeyde 

regülasyonunda da önemli rol oynamaktadırlar. Histon proteinlerinin N-terminal kuyruk 

bölgelerindeki lizin (K) ve arjinin (R) aminoasitlerinde metilasyon, asetilasyon, ubikitinasyon, 

fosforilasyon ve sumolasyon gibi birçok post-translasyonel modifikasyonlar 

gerçekleşmektedir. Bu modifikasyonlar hem histon-DNA etkileşimlerini doğrudan 

değiştirerek hem de farklı kromatin yeniden düzenleme proteinleri ve RNA polimeraz 

kompleksinin fonksiyon göstermesine olanak vererek dolaylı yoldan gen ekspresyonlarını 

regüle etme kabiliyetindedir (Bannister vd. 2011).  

EMT sürecinin indüklenmesi ile epitelyal fenotipi sağlayan genlerin bulunduğu 

kromatin bölgeleri, H3Kac asetilasyonu ve H3K4me3 metilasyonu ile aktif bir durumdan, 

öncelikle H3K27me3 ve H3K4me3 metilasyonları ile tam olarak inaktif olmayan ara bir 

duruma, akabinde de H3K27me3 ve H3K27me3 metilasyonları ile epitelyal genlerin 

ekspresyonlarının stabil olarak baskılandığı nihai durumuna dönüşmektedir. Bunun tam tersi 

şekildeki bir mekanizma ile mezenkimal fenotipin kazanılmasına neden olan genlerin 

bulunduğu kromatin bölgeleri kademeli olarak inaktif konumdan aktif bir konuma geçmesiyle 

EMT süreci başarılı bir şekilde indüklenmektedir (Skrypek vd. 2017).  

Şekil 2.10’daki modelde görüldüğü üzere flavin içeren amino oksidaz enzimi olan 

Lysine Demethylase 1A (LSD1) H3 histon proteinlerindeki 4. lizin (K) grubundaki tek veya 

ikili metil gruplarını çıkarmakta ve böylece aktif konumdaki kromatini inaktive edebilmektedir. 

Bunun yanısıra H3 proteinindeki 9.lizinindeki 2 veya 3 adet bulunan metil grubunun tek metil 

grubuna döndürülmesi ile epitelyal genlerin bulunduğu kromatin aktifleşebilmektedir (Tam 

vd. 2013). Çeşitli kanser tiplerinde LSD1 ekspresyon seviyesinin artmış olduğu rapor 

edilmiştir ve bu aşırı ifadenin CDH1 geninin baskılanmasının yanısıra hücre migrasyonu-

invazyonu ile ilişkili birçok mezenkimal genin aşırı ifadesine neden olduğu gösterilmiştir 

(Amente vd. 2013, Lin vd. 2010). Birçok alt üniteden oluşan Mi-2/Nucleosome-Remodeling 

and the Deacetylase (NuRD) adı verilen bir protein kompleksi de deasetilasyon kromatin 

modifikasyonu aracılığıyla gen ekspresyonlarını baskılayabilmektedir (Şekil 2.10). Bu 

kompleks, TWIST ve ZEB gibi EMT-TF’ler ile etkileşerek aktif kromatin bölgelerindeki H3K9, 

H3K14 ve H3K27’deki asetil gruplarını çıkararak CDH1 gen ifadesini baskılayabilmektedir 

(Fu vd. 2010, Skrypek vd. 2017, Tam vd. 2013).  
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Histon modifikasyonları ile gen ifadesini düzenleyen Polycomb repressive complex 1 

(PRC1) ve Polycomb repressive complex 2 (PRC2) protein kompleksleri de EMT sürecinde 

kritik öneme sahiptir (Paranjape vd. 2014). Bu kompleksler kanser hücrelerinde EMT 

sürecinin birçok farklı mekanizmalarında düzenleyici role sahiptirler (Şekil 2.11). PRC2 

kompleksi, SNAIL transkripsiyon faktörlerinin SNAG domainleri ile doğrudan etkileşerek ve 

ZEB transkripsiyon faktörleriyle ise C-terminal binding protein (CtBP) proteini aracılığıyla 

dolaylı yoldan etkileşerek CDH1 geninin kalıcı olarak baskılanmasında kritik öneme sahiptir 

(Herranz vd. 2008, Skrypek vd. 2017, Tong vd. 2011). Bunu ilgili bölgedeki kromatinin 

H3K27’deki trimetilasyon mekanizmasının sonucu kromatini inaktif hale döndürerek 

gerçekleştirmektedir (Tam vd. 2013). Ayrıca, TGF-β ile uyarılan kanser hücrelerinde PRC2 

kompleksi miR-200 ailesi üyelerinin ekspresyonlarını baskılayarak, ZEB1 ve ZEB2 

transkripsiyon faktörlerinin ifadelerini artırmaktadır. Bununla birlikte bir diğer PRC kompleksi 

olan PRC1, hipoksi koşullarındaki hücrelerde EMT sürecini indüklemek amacıyla TWIST1 

gen ekspresyonunun artışında rol oynamaktadır (Skrypek vd. 2017).  

 

 

 

Şekil 2-11 EMT sürecinin yönetilmesinde rol alan çeşitli histon modifikasyon mekanizmaları 
(Skrypek vd. 2017). 
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2.3.4.3. Kodlanmayan RNA’lar (ncRNA) 

 

Geçmişte biyolojik olarak herhangi bir fonksiyona sahip olmadığı düşünülen 

kodlanmayan RNA moleküllerinin artık gen ekspresyonun regülasyonlarının olmazsa olmaz 

bir parçası oldukları ve embriyonik gelişim, farklılaşma ve hatta kanser dahil birçok 

hastalığın patogenezinde kritik rol oynadıkları bilinmektedir. Bu kodlanmayan RNA 

içerisinde karsinogenezdeki rolleri en çok araştırılan ve bilgi sahibi olunan mikroRNA 

(miRNA) ve uzun kodlanmayan RNA (lnRNA) molekülleridir. Her iki molekül sınıfı da kanser 

hücrelerlinin EMT süreçlerinde önemli fonksiyonlara sahiptirler (Esteller 2011, Skrypek vd. 

2017).   

miRNA’lar, hem doğrudan EMT-TF’lerin hem de bu transkripsiyon faktörlerin ko-

faktörleri olarak fonksiyon gösteren SUZ12 (PRC2 kompleksinin yapısına katılan bir protein), 

DNMT, SIRT deasetilaz gibi epigenetik modifiye edici ve kromatin yeniden modelleme 

moleküllerinin ekspresyonlarını regüle ederek EMT sürecine katkıda bulunmaktadır (Tam 

vd. 2013). EMT sürecinin yönetilmesinde miR-34 ve miR-200 ailesi üyesi olan   miRNA’lar 

en kritik öneme sahiptir (Şekil 2.12). Bu miRNA ailelerine mensup olan miR-34 ve miR-200 

üyeleri, EMT sürecinin epigenetik olarak regülasyonunu gerçekleştiren EMT-TF’leri ve 

kromatin modifiye edici molekülleri doğrudan regüle edebilmektedir.  

Ayrıca bu miR-34 ve miR-200 üyelerinin ekspresyonları negatif feedback olarak bu 

EMT-TF’ler ve epigenetik modifiye edici kompleksler tarafından sıkı bir şekilde 

denetlenmektedir. Bu önemli mekanizma, kanser hücrelerine metastaz sürecinin başarılı bir 

şekilde gerçekleştirmesine olanak sağlayan plastisite özelliğini kazandırmaktadır (Tam vd. 

2013). EMT sürecini kontrol eden en önemli miRNA üyeleri doğrudan EMT-TF’ler ve 

invazyon ile ilişkili faktörleri regülasyonundan sorumlu olanlardır. Ancak bunun dışında miR-

21 ve miR-544a gibi çeşitli epitelyal belirteçleri hedef alarak EMT indükleyici olarak 

fonksiyon gösteren miRNA’lar da önemlidir (Liu vd. 2015, Yanaka vd. 2015). 
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Şekil 2-12 miR-34 ve miR-200 üyesi miRNA’ların EMT-TF ve çeşitli kromatin modifiye edici 
faktörler ile olan etkileşimleri (Tam vd. 2013). 

 

miRNA’lara benzer şekilde, bazı lnRNA’lar da EMT-TF’lerin ekspresyonlarını 

doğrudan regüle etmektedir. ZEB1 antisens-1 (ZEB1-AS1) and ZEB2 antisens-1 (ZEB2-

AS1) lnRNA’ları, sırasıyla ZEB1 ve ZEB2 transkripsiyon faktörlerinin ekspresyonlarını 

artırarak birçok kanser türünde metastaz kapasitesinin artmasına ve kötü prognoza yol 

açmaktadır.  Bu mekanizma ile ZEB mRNA’sının translasyonunda önemli rol oynayan 

internal ribosome entry site (IRES) bölgesini içeren 5’ ucundaki bir intron kırpılması 

engellenir ve ZEB protein seviyesinin artmasına sağlanır (Beltran vd. 2008, Li vd. 2015). 

Aralarında HOTAIR, EBIC, H19, MALAT1, SPRY4-IT1 ve UBC gibi birçok lnRNA, PRC2 

kompleksi ile fiziksel olarak etkileşerek bu baskılama kompleksini spesifik kanser gen 

bölgelerine yönlendirir ve EMT’nin epigenetik kontrolüne de bu şekilde katkı sağlayabilirler 

(Skrypek vd. 2017). Bu tip mekanizmanın haricinde HOTAIR, SNAI1 ve EZH2 proteinleri 

arasında fiziksel bir “scaffold” olarak görev alır ve sonuç olarak SNAI1’in baskılayıcı aktivitesi 

için gereklidir (Battistelli vd. 2016).  

 

2.3.5. Translasyonel ve translasyon sonrası regülasyonu 

 

EMT süreci translasyonel olarak ve translasyon sonrası çeşitli mekanizmalar 

aracılğıyla sıkı bir şekilde kontrol edilmektedir. Translasyonel kontrole en güzel örneklerden 

biri, Y-box-binding protein-1 (YB-1) artan seviyesine bağlı olarak SNAI1 mRNA’sının cap-
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independent translation (CITE) mekanizması aracılığıyla translasyonunun artırmasıdır. 

Bunun sonucunda da EMT indüksiyonu ve metastaz kapasitesinde artış olmaktadır 

(Evdokimova vd. 2009).  

EMT sürecinin yönetilmesinden başlıca sorumlu olan SNAIL, ZEB ve bHLH EMT-

TF’lerinin ekspresyon seviyelerinin artışı EMT’nin başarılı bir şekilde indüklenmesi için 

yeterli değildir. Bu EMT-TF’lerin ekspresyon seviyelerindeki artışlarına ilaveten 

aktivitelerinin, hücresel lokalizasyonlarının ve stabiltelerinin kontrol edildiği translasyon 

sonrası regülasyonları da kritik bir öneme sahiptir (Lamouille vd. 2014).  

Genel olarak kanonikal WNT sinyal yolağı olmak üzere NOTCH ve NFKB gibi sinyal 

yolaklarında da görev alan bir serin-treonin kinaz olan Glycogen synthase kinase-3β 

(GSK3β) proteini, SNAI1 transkripsiyonunun tranlasyon sonrası kontrolü için kritik bir öneme 

sahiptir (Şekil 2.13). SNAI1’in GSK3β tarafından birinci fosforilasyonu sonucunda bu 

proteinin çekirdek dışına geçişi sağlanır, bunun akabinde gerçekleşen ikinci bir fosforilasyon 

ise SNAI1’in ubikutin aracılı proteozomal degredasyonuna neden olur (Lamouille vd. 2014). 

Yine aynı şekilde protein kinaz D1 (PDK1) tarafından SNAI1 fosforilasyonu, bu proteinin 

çekirdek dışına geçişini indüklenmektedir. Bunun aksine p21 activated kinase 1 (PAK1) ve 

large tumour suppressor 2 (LATS2) proteinleri tarafından gerçekleşen SNAI1 

fosforilasyonları bu transkripsiyonun hücre çekirdeğindeki lokalizasyonunu stabil hale 

getirmektedir. Ayrıca, small C-terminal domain phosphatase1 (SCP1) ise GSK3β tarafından 

fosforillenmiş SNAI1 proteinini fosfataz aktivitesi ile defosforile eder ve SNAI1’in hücre 

çekirdeğindeki lokalizyonuna katkı sağlar (Du vd. 2010, Lamouille vd. 2014).  

SNAI2 transkripsiyon faktörünün translasyon sonrası regülasyonu ise önemli bir tümör 

baskılayıcı olan p53 tarafından sıkı bir şekilde kontrol edilmektedir (Şekil 2.13). Hem KHDAK 

hasta örneklerinde hem hücre hatlarında herhangi bir mutasyona sahip olmayan (wt) p53’ün 

MDM2 seviyesinin yükselmesine ve akabinde SNAI2’in MDM2 aracılı ubikutin aracılı 

proteozomal degredasyonunu sağladığı ve sonucunda EMT sürecinin ve invazyonun 

indüklenmesini engellediği gösterilmiştir (Wang vd. 2009). TWIST transkripsiyon 

faktörlerinin translasyon sonrası kontrolü p38, JNK ve ERK MAPK proteinleri tarafından 

gerçekleşmektedir. Bu MAPK üyeleri tarafından fosforile edilen TWIST transkripsiyon 

faktörü proteozomal degredasyondan korunur ve hücre çekirdeğine göçünün 

indüklenmesiyle aktivasyonu sağlanır (Hong vd. 2011). ZEB2 transkripsiyon faktörünün 

translasyon sonrası kontrolü ise PRC2 tarafından sumolasyon adı verilen modifikasyonla 

sağlanır (Şekil 2.13). PRC2 tarafından sumolasyonu sağlanan ZEB2 hücre çekirdeği dışına 

gönderilir ve transaktivasyonu inhibe edilir (Long vd. 2005).  
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Şekil 2-13 SNAIL, bHLH ve ZEB grubu EMT-TF’lerin çeşitli modifikasyonlar aracılığıyla 
translasyon sonrası regülasyonları (Lamouille vd. 2014). 

 

Fosforilasyonun ve sumolasyon gibi mekanizmalara ilaveten bazı EMT-TF’lerin 

asetilasyonları da önemli translasyon sonrası modifikasyonlardandır. CREB Binding Protein 

(CBP) proteini tarafından SNAI1 transkripsiyon faktörüne asetil gruplarının eklenmesi onun 

gen ekspresyonunu baskılayıcı proteinlerle kompleks oluşturmasını engeller. Bunun 

sonucunda SNAI1 molekülü, bir gen baskılaycı faktörden bir gen aktivatörüne dönüşerek 

karsinogeneze EMT sürecinin dışındaki farklı mekanizmalarla katkı sağlar (Hsu vd. 2014). 

Ayrıca, hiperglisemik şartlar altında kanser hücrelerinde SNAI1 proteini serin-112 

bölgesinden O-GlcNAcylation modifikasyonu gerçekleşir. Bu modifikasyon sonucunda 

SNAI1 transkripsiyonunun transaktivasyonu sağlanarak EMT süreci indüklenebilmektedir 

(Park vd. 2010).  
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2.3.6. Akciğer kanseri ve EMT 

 

İn vitro ve in vivo çalışma modelleriyle EMT’nin, kanser hücrelerinin migrasyon-

invazyonları, kemoterapötik ilaçlara direnç mekanizmalarının geliştirişilmesi ve kök hücre 

fenotipinin kazanılması gibi malignant karakterlerine katkı sağladığı kanıtlanmıştır.  Klinik 

olarak korelatif çalışmalarda da tümör hücrelerinin mezenkimal fenotip ile kötü derecede 

farklılaşma (poor differentiation) ve hastaların kötü prognozları ile korele oldukları rapor 

edilmiştir (Sato vd. 2012). EMT sürecinin en önemli olmazsa olmaz belirteci kalsiyum-

bağımlı hücre-hücre adezyonu ve epitelyal polarizasyon için elzem olan E-kaderin 

ekspresyonunun baskılanmasıdır. Akciğer kanserindeki genetik veya epigenetik 

mekanizmalar ile gerçekleşen E-kaderin ekspresyon veya fonksiyon kaybı diğer kanser 

türleri ile kıyaslandığında çok yaygın değildir. Bazı çalışmalarda ise E-kaderin akciğer 

kanser hastalarının kötü prognozları ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Nakata vd. 2006, 

Toyooka vd. 2001).  

Thyroid transcription factor 1 (TTF-1) akciğer morfogenezi için olmazsa olmaz bir 

transkripsiyon faktördür ve ekspresyonu akciğer kanseri vakalarının diagnostik 

değerlendirmesi için rutin olarak kullanılmaktadır (Schilsky vd. 2017). Akciğer 

adenokarsinomalarında genellikle eksprese olmaktadır ve varlığı KHDAK hastaları için iyi 

bir prognostik belirteç olarak değerlendirilmektedir. Ayrıca, TTF-1 ekspresyon kaybının da 

akciğer adenokarsinoma tümörlerinin kötü derecede farklılaşması ile ilişkili olduğu 

bilinmektedir (Chang vd. 2004, Schilsky vd. 2017). TTF-1 bir transkripsiyon faktör olarak 

TGF-β ile indüklenen SNAI1 ve SNAI2 ekspresyonlarını inhibe edebildiği ve TTF-1 

ekspresyon seviyesinin akciğer adenokarsinoma tümörlerin epitelyal fenotipi ve azalan 

migrasyon ve invazyona kapasitesi ile ilişkili olduğu rapor edilmiştir (Saito vd. 2009).  

Akciğer kanser vakalarında sıklıkla EGFR gen mutasyonları görülmektedir ve bu 

mutasyonlar EGFR proteinin aktivasyonuna yol açan ve akciğer karsinogenezi için önemli 

onkogenik değişimlerdendir (Sato vd. 2007). Bu reseptörün önemli bir ligandı olan EGF ise 

EMT sürecinin güçlü indükleyicileri arasındadır (Said vd. 2011). Bu sebeple EGFR proteinin 

ligand bağımsız aktivasyonuna yol açan mutasyonların da akciğer kanser hücrelerinin 

mezenkimal fenotipine katkı sağlayacağı düşünülmekteydi. Ancak hem akciğer kanser 

hücre hatlarında hem de klinik örneklerde EGFR mutasyonlarının hücrelerin epitelyal fenotip 

ile ilişkili olduğu bulunmuştur (Deng vd. 2009, Takeyama vd. 2010). Ayrıca, SNAI2 ve ZEB1 

EMT-TF’lerin akciğer kanser hücrelerinin gefinitib gibi EGFR-tirozin kinaz inhibitörlerine 

(EGFR-TKI) karşı direnç kazanmalarında rol oynamaktadır (Sato vd. 2012).  
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2.4. Hücresel Plastisite 

 

Son birkaç yılda, hücre ve kanser biyologları tarafından hem sağlıklı hem de malignant 

hücrelerde hücre adeyzonu ve hücre iskeleti dinamiklerini kontrol eden hücre migrasyonu 

mekanizmaları aydınlatılmıştır (Sanz-Moreno vd. 2010). Ancak, invaziv ve metastatik kanser 

hücre migrasyonunu yöneten baskın sinyal iletim yolaklarını, reseptör-ligand ve proteaz-

substrat etkileşimlerini etkin bir şekilde engelleyebilecek mekanizmaların tanımlanması 

büyük oranda başarısız olmuştur. Bunun altında kanser invazyonu ve metastazının 

heterojen ve adapitf bir süreçler olması yatmaktadır. Bu doğrultuda odaklanmamız 

gerekenin kanser hücrelerinin farklı yapısal, moleküler ve hatta elverişiz tümör 

mikroçevrelerinde bile invazyonunu ve metastazını gerçekleştirmesine olanak sağlayan, kök 

hücre fenotipi kazanması-farklılaşması süreçlerini ve kemoterapötik ilaçlara karşı gelişen 

direnç kazanmalarını yöneten “hücresel plastisite” mekanizmasının olduğu savunulmaktadır 

(Friedl vd. 2010, Sanz-Moreno vd. 2010).    

 

2.4.1. EMT-MET plastisitesi 

 

Metastaz sürecinin başarıya ulaşabilmesindeki en önemli nokta, karsinoma 

hücrelerinin primer tümörden ayrılmasına, dolaşım sisteminde sağ kalabilmesi ve sekonder 

tümör bölgesine ulaşabilmesine olanak sağlayacak derecede mezenkimal özelliklerin 

kazanması ve aynı zamanda da kısmi olarak epitelyal fenotipinin korunduğu partial-EMT 

mekanizmasıdır. Kısmi ölçüde indüklenen bu EMT süreci, karsinoma hücrelerinin sekonder 

bölgede kolonizasyonunu ve makrometastatik lezyonları oluşturması için mezenkimal-

epitelyal transisyon (MET) süreci ile yeniden epitelyal özelliklerin ağırlıklı olduğu bir fenotipe 

dönüşmesine olanak sağlar (Chaffer vd. 2016, Gunasinghe vd. 2012, Stankic vd. 2013).  

Primer tümör mikroçevresindeki karsinoma hücreleri, EMT sürecini indükleyici 

faktörler aracılığıyla migrasyon-invazyon yeteneklerinin yanısıra yeniden tümör başlatma 

potansiyeli de kazanırlar. Bu EMT indüksiyonunun minimum seviyede gerçekleşmesi 

metastazın başarıya ulaşmasına katkı sağlayamaz (Şekil 2.14). Bununla birlikte EMT’nin 

geri dönüşümsüz şekilde maksimum seviyedeki indüksiyonu da stabil mezenkimal kanser 

hücrelerin oluşmasına neden olur. Bu stabil mezenkimal kanser hücreleri azalan 

kolonizasyon yetenekleri sonucunda makrometastatik lezyonları oluşturamazlar. Ancak, 

EMT sürecinin yukarıda da ifade edildiği üzere kısmi derecedeki indüksiyonu ile kanser 

hücrelerin metastatik kaskat boyunca hücresel plastisitelerini koruması ve sekonder tümör 
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bölgesinde de EMT’nin tam tersi olan süreci olan MET’i indüklemesi ile metastaz başarıya 

ulaşabilmektedir. Sekonder tümör bölgesindeki MET sürecinin indüklenmesi EMT 

indükleyici sinyallerin kaybolması ile olabildiği gibi, doğrudan o bölgeden kaynaklı MET 

indükleyici sinyaller tarafından da gerçekleşebilmektedir. Diğer taraftan, kanser hücrelerinin 

sekonder bölgeye ulaşamadan EMT özelliklerinin erken kaybı da metastatik kolonizasyonun 

başarısız olmasına neden olabilmektedir (Chaffer vd. 2016). Bu bilgiler ışığı altında, 

karsinoma hücrelerine EMT-MET plastisitesi yeteneğini kazandıran mekanizmlarının 

belirlenmesi; hastalığın şiddetini teşhis etme, progresyonun ve nüksetme risklerinin 

belirlenmesi ve etkili tedavi yöntemleri geliştirilmesi için kritik bir önem arz etmektedir.  

 

 

Şekil 2-14 EMT-MET plastisitesinin metastazın oluşumundaki rolü (Chaffer vd. 2016). 
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2.4.2. Transdiferensiyon ve plastisite 

 

Farklılaşmasını tamamlamış ve fonksiyonel olgun dokularda gelişen yaralanma veya 

inflamasyona fizyolojik cevabın bir parçası olarak ilgili dokudaki hücreler transforme olarak 

kimliklerini değiştirebilirler. Bu tür transformasyonlar hücresel düzeyde olabildiği gibi 

(transdiferensiyon olarak adlandırılır), tüm doku düzeyinde de (metaplazi olarak adlandırılır)  

gerçekleşebilmektedir (Merrell vd. 2016). Bu süreçler dokudaki kronik bir hasar durumunda 

hem hasar gören bölgelerin yeniden oluşturulması hem de hasarın daha da ilerlememesi 

için bir tampon bölgenin oluşturulması amacıyla koruyucu bir mekanizma olarak 

indüklenmektedir.  

Farklı organlarda bu süreçlerin birçok örneği bulunmaktadır. Örneğin, pankreasta 

meydana gelen pankreatitis (inflamasyon) sonucunda asinar tip hücreler duktal tip hücrelere 

transforme olmaktadır (Rijkers vd. 2017). Diğer bir sık rastlanan örnek ise “Helicobacter 

pylori” enfeksiyonu, sigara, alkol ve aşırı tuz tüketimi gibi durumlarda asit salgılayan 

“parietal” hücreleri ve enzim üreten “chief” hücreleri tubular tip intestinal epitelyum 

hücrelerine transforme olmaktadır (Giroux vd. 2017). Tüm bu örneklerdeki transdiferensiyon 

süreçleri, ilgili dokularda karsinogenez ile çok sıkı bir ilişki içindedir (Yuan vd. 2019). Akciğer 

dokusunda da kronik hasara cevaben koruyucu bir mekanizma olarak skuamoz metaplazisi 

oluşur ve çoğunlukla skuamoz karsinomaya evrilen malign transformasyonu tetiklemektedir. 

(Dotto vd. 2016).  

Günümüzde artık metaplazinin ve transdiferensiyon süreçlerinin, hücreleri onkogenik 

uyarıcıların transforme edici etkilerine karşı duyarlı hale getirdiği hipotezi kabul görmektedir. 

Transdiferensiyon, geniş kromatin bölgelerindeki büyük yapısal değişimlerle sağlanan gen 

ekspresyonlarındaki dinamik ve büyük çaplı değişimlerle meydana gelmektedir. Dokunun 

akut hasarlarla mücadele edebilmesine olanak sağlayan bu epigenetik ve transkripsiyonel 

değişimler, onkogenik genlerin aktifleşmesine ve tümör baskılayıcı genlerin ise 

baskılanmasına neden olarak malign transformasyonun yolunu açmaktadır.  Ayrıca 

epigenomdaki bu tür büyük değişimler, karsinogenez süresince onkogenlerin daha etkili 

fonksiyon göstermelerine bağlı olarak kanser hücrelerinin transdiferensiyon ve plastisite 

yeteneklerinin ortaya çıkması için daha elverişli bir ortam oluşturmaktadır (Yuan vd. 2019). 

Şekil 2.15’teki modelde görüldüğü üzere, akciğerde “alveolar type II” (AT2) ve 

“bronchioalveolar” kök hücrelerindeki (BASC) önemli bir tümör baskılayıcı olan 

serine/threonine kinase 11 (LKB1) kaybı, hem KRAS-indüklü akciğer adenokarsinomaların 



37 
 

karsinogenezine destek olur hem de oluşan bu adenokarsinomaların skuamoz karsinomaya 

transformasyonu sürecine de katkı sağlamaktadır (Zhang vd. 2017).   

 

 

Şekil 2-15 LKB1 gen kaybı KRAS-indüklü akciğer adenokarsinomaların skuamoz hücreli 
karsinomaya transformasyonunu yönetir (Zhang vd. 2017). 

 

Transdiferensiyon ve hücresel plastisite mekanizmaları kanser hücrelerinin kemoterapiye 

karşı direnç kazanmalarında da kritik rol oynarlar. EGFR geninde aktive edici mutasyonlara 

sahip akciğer kanser hastaların çoğunda EGFR inhibitörlerine olumlu bir cevap alınmaktadır. 

Ancak bu olumlu gidişat, tipik olarak kanserin nüksetmesi ve ilerlemesine devam etmesi ile 

sonuçlanmaktadır. Bu direnç, genel olarak EGFR sinyal yolağının “downstream” onkogenik 

faktörlerinde aktive edici mutasyonların oluşması veya epigenetik aktivasyonları, EGFR 
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geninde sekonder mutasyonlar (T790M mutasyonu gibi) ve EMT sürecinin indüklenmesi gibi 

mekanizmalarla kazanılmaktadır (Zhang vd. 2017). Ancak bunlardan farklı olarak bir direnç 

mekanizması daha bulunmaktadır (Şekil 2.16). Bu direnç mekanizmasında plastisite 

yeteneği kazanabilen akciğer karsinoma hücreleri (KHDAK), transdiferensiyon süreci ile 

KHAK benzeri nöroendokrin transformasyonu gerçekleştirebilirler (Sequist vd. 2011, 

Tulchinsky vd. 2019, Yu vd. 2013). KHAK hücreleri EGFR genini eksprese etmezler ve 

karsinogenezleri boyunca sağkalımları ve çoğalmaları EGFR sinyal yolağından bağımsız 

yönetilir. KHDAK hücrelerinin KHAK benzeri nöroendokrin farklılaşmaları ile EGFR 

ekspresyon kaybı gerçekleşmekte ve hücreler EGFR inhibitörlerine karşı dirençli hale 

gelmektedir (Tulchinsky vd. 2019, Yuan vd. 2019).  

 

 

Şekil 2-16 KHDAK hücrelerinin hücresel plastisite tarafından indüklenen KHAK-benzeri 
nöroendokrin farklılaşması ile kazanılan kemoterapiye direnç (Yuan vd. 2019). 
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2.5. Special AT-rich sequence-binding protein-2 (SATB2) 

 

Special AT-rich sequence-binding protein-2 (SATB2), DNA’da nüklear matriks ilişkili 

(Nuclear/Scaffold Matrix Associated Region; MAR/SAR) bölgelerine bağlanan kromatin 

yeniden modelleme proteinidir. MAR/SAR, kromatin loop domainlerinin oluşumuna aracılık 

eden ve spesifik olarak nüklear matrikse bağlanan DNA sekanslarıdır. Bu DNA sekansları 

yaklaşık olarak 200 bp uzunluğunda, A-T nükleotidlerince zengin ve topoizomeraz II 

konsensüs sekanslarını içermektedir (Wang vd. 2010). Bu protein, az sayıda gene sahip 2. 

kromozomun uzun kolunun 2q32-2q33 bölgesinde lokalize olan 191 kb uzunluğundaki 

SATB2 geninden transkribe olmaktadır. Olgun mRNA’sı 11 ekzon içermekte olup, proteini 

733 aminoasitten oluşur ve 82 kDa ağırlığındadır. İlk kefşedildiğinde KIAA1034 adı verilen 

bu protein, daha sonrasında gen ekspresyonunu üst seviyede kromatin organizyonu ile 

entegre edebilen kilit bir regülator olarak bilinen Special AT-rich binding protein 1 (SATB1) 

proteinine olan çarpıcı yapısal ve fonksiyonel benzerliğinin fark edilmesi ile SATB2 olarak 

yeniden isimlendirilmiştir (Britanova vd. 2005, Zhao vd. 2014).  

 

2.5.1. Yapısı, regülasyonu ve fonksiyonları 

 

SATB proteinleri, gelişimde çok kritik rollere sahip olan transkripsiyon faktörler ve 

genel transkripsiyonel düzenleyiciler olarak fonksiyon gösteren homeobox (HOX) gen 

ailesine ait CUT üst sınıfının üyeleridir. Bu CUT üst sınıfı da kendi içinde CUX, ONECUT ve 

SATB olmak üzere üç sınıfa ayrılır. SATB1 ve SATB2 proteinlerin dahil olduğu SATB sınıfı, 

diğer sınıflarına göre çok farklıdır. SATB proteinleri bir adet homeodomain ve onun upstream 

bölgesinde iki adet CUT domainleri içermektedir (Şekil 2.17). Temel olarak DNA’a bağlanma 

bölgeleri olarak fonksiyon gösteren bu üç domain birbirlerinin DNA’a bağlanma afinitelerini 

de artırmaktadır (Chen vd. 2019, Harada vd. 1994). Bunların haricinde yapısı %81 oranında 

korunan Pfam-B_10016 adında dördüncü bir domaini bulunur ve bu domain fonksiyonel 

dimer yapısında SATB-SATB kompleksinin oluşması için gerekli etkileşim bölgesidir 

(FitzPatrick vd. 2003, Galande vd. 2001). SATB2, zebra balığı ve tavuktan memelilere kadar 

omurgalı türlerinde yüksek oranda korunmaktadır (Sheehan-Rooney vd. 2010).  

SATB2 transkripsiyonel olarak BMP2/4/7 ligandları tarafından aktive olan SMAD1/5 

kompleksi tarafından pozitif olarak regüle edildiği rapor edilmiştir (Bonilla-Claudio vd. 2012). 

Bunun dışında TNF-α ile aktivasyonu indüklenen NFκB transkripsiyon faktörünün doğrudan 

promotor bölgesine bağlanması sonucu SATB2 ekspresyonunu transkripsiyonel olarak 
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baskılanmaktadır (Zuo vd. 2018). SATB2 ekspresyonun düzenlenmesine p38 ve ERK gibi 

MAPK sinyal yolakları da katılmaktadır (Kucuksayan vd. 2017, Zuo vd. 2018). SATB2’nin 

regülasyonunda miRNA’larda önemli rol oynamaktadır. miR-31, miR-34c ve miR-182, 

SATB2’i doğrudan hedef alarak negatif yönde regüle etmektedir (Naik vd. 2019). SATB1 

proteinlerinin fosforilasyonları, transkripsiyonel aktivitelerini doğrudan regüle eden bir 

translasyon sonrası modifikasyondur. Ancak, SATB2’nin regülasyonu hakkında kapsamlı bir 

çalışma bulunmamaktadır. Bununla birlikte, SATB1’e yüksek homoloji gösteren bir yapıda 

olduğu için benzer mekanizmaların SATB2’nin regülasyonunda da rol oynayabileceği 

düşünülmektedir (Naik vd. 2019). Fosforilasyon haricinde önemli bir translasyon sonrası 

modifikasyon olan sumolasyon, SATB2’nin regülasyonunda kritik bir öneme sahiptir. Protein 

Inhibitor Of Activated STAT 1 (PIAS1), SATB2’nin 233. ve 350. aminoasitlerine SUMO 

grupları ekleyerek proteini çekirdeğin periferik bölgelerine yönlenmesine aracılık eder ve 

böylece transkripsiyonel aktivitesini engellemektedir (Dobreva vd. 2003).  

 

Şekil 2-17 SATB1 ve SATB2 protein yapısının şematik gösterimi (Chen vd. 2019). 

 

SATB2, kromatin yapısını üst seviyede yeniden modelleme yeteneğiyle aynı anda 

yüzlerce gen ekspresyonunu regüle edebilmesinin yanısıra doğrudan bir transkripsiyon 

faktör olarak da fonksiyon göstermesi nedeniyle eşsiz bir proteindir. Ayrıca, MAR/SAR 

bölgelerine bağlanarak gerçekleştirdiği kromatin yeniden modelleme işlemini, çeşitli histon 

deasetiltransferaz (örn; PCAF) ve deacetiltransferazları (örn; HDAC1) görevlendirerek de 

yapabilmektedir. SATB2 tarafından indüklenen bu global kromatin değişimleri gelişim 

süresince hücrelerin farklılaşması ve olgunlaşmasına olanak vermektedir (Chen vd. 2019, 

Gyorgy vd. 2008). SATB2 ilk olarak osteoblast hücrelerinin farklılaşmasında ve iskelet 

gelişiminin regülasyonunda kritik rol oynayan bir transkripsiyon faktör olarak keşfedilmiştir. 

Daha sonrasında nöron, kök ve immün sistem hücrelerinin de dahil olduğu çok farklı hücre 

tipinin farklılaşmasında düzenleyici role sahip olduğu gösterilmiştir (Dobreva vd. 2006).  
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2.5.2. Akciğer kanseri ve SATB2  

 

SATB2’nin, farklı kanser türlerinde hem tümör baskılayıcı hem de onkogen aktivitesine 

sahip olduğu rapor edilmiştir. Diğer kanser türlerine nazaran, SATB2 daha çok kolorektal 

kanserde çalışılmakta ve hatta bu kanser türü için rutin olarak diagnostik bir belirteç olarak 

kullanılmaktadır (Brocato vd. 2014). Larenks (gırtlak) kanserinde bir tümör baskılayıcı olarak 

fonksiyon gösterir ve ekspresyon kaybı hastalığın nüksetmesi ve ileri tümör evresi ile ilişkili 

olduğu gösterilmiştir (Brocato vd. 2014). Osteosarkomalarda SATB2 ekspresyonu hücre 

migrasyonunu ve invazyonunu artırmaktadır (Seong vd. 2014). Baş-boyun kanserlerinde 

ise, SATB2’nin artan ifadesinin hastalarda kemoterapiye karşı dirence neden olduğu rapor 

edilmiştir (Chung vd. 2010).  

SATB2’nin akciğer kanseri üzerindeki rolü ilk olarak çalışma grubumuz tarafından 

aydınlatılmıştır. SATB2 kaybının, KHDAK hücre EMT ve invazyonunu indüklediği 

gösterilmiştir (Kucuksayan vd. 2016). Ayrıca, SATB2’nin azalan ekspresyonunun KHDAK 

hastalarının kötü prognozları ile ilişkili olduğu da gösterilmiştir. Aynı çalışmada SATB2’nin 

artan ekspresyonunun, bir histon metil transferaz “G9A Histone Methyltransferase” (G9a) 

enziminin ifadesini baskıladığı ve sonucunda H3K9me3, H3K27me3, H4K20me3 kromatin 

modifikasyonları ile KHDAK hücrelerinde EMT ve invazyonu inhibe ettiği de gösterilmiştir 

(Ma vd. 2018). Diğer bir çalışmada ise miR-875’nin SATB2’i doğrudan hedef aldığı ve 

KHDAK hasta örneklerinde aralarında ters bir korelasyon olduğu rapor edilmiştir. Ayrıca 

farklı bir çalışmada, SATB2 ekspresyon seviyesinin KHDAK dokularında sağlıklı komşu 

dokulara kıyasla düşük seviyede olduğu gösterilmiştir (Wang vd. 2018). Bununla birlikte 

SATB2 aşırı ifadesinin sağlıklı insan bronş epitelyal hücrelerinde arsenik ile indüklenen 

malign transformasyonu yönettiği de keşfedilmiştir (Chen vd. 2018).  

 

2.5.3. SATB2 ve EMT 

 

SATB gibi kromatin yeniden modelleme proteinleri tarafından indüklenen büyük 

çaptaki kromatin değişimleri ve bu kromatin yapısındaki değişimlerin esnekliği, kanser 

hücrelerinin fenotipik plastisitelerinin yönetmek için olmazsa olmaz özelliklerdir. Bu 

bağlamda SATB proteinleri, kanser hücrelerinin kök hücre fenotipinin sağlanması-

farklılaşması, EMT süreci ve malign transformasyonu gibi hücresel plastisitenin varlığını 

gerektiren birçok biyolojik olayda önemli role sahiptirler (Chen vd. 2019, Naik vd. 2019).  
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Literatürdeki bilgiler birlikte ele alındığında, kanser hücrelerinde indüklenen EMT 

sürecinin ve EMT-MET plastisitesinin, SATB1 ve SATB2 ekspresyon seviyelerinin 

arasındaki dinamik dengeye dayandığını öngören bir modelleme sunulmuştur (Şekil 2.18). 

Bu modele göre, SATB1 ve SATB2 ekspresyon seviyelerindeki orana bağlı olarak tümör 

invazyonu ve metastazı süresince EMT-MET plastisitesinin yönetimi sağlanmaktadır. 

SATB1 ekspresyonu, EMT-TF’lerin upregülasyonları ile pozitif bir ilişki içindeyken, epitelyal 

fenotipin korunmasından sorumlu E-kaderin, dezmoplakin, ZO-1 gibi adezyon proteinlerin 

ekspresyonları ile negatif bir korelasyona sahiptir (Tu vd. 2012). Buna karşın SATB2 

ekspresyonunun artışı ile SNAI2 ve ZEB1 gibi EMT-TF’lerin baskılanarak epitelyal fenotipin 

korunmasına neden olmaktadır (Naik vd. 2019).  miR-31, miR-34c ve miR-182 gibi 

miRNA’lar ise SATB2 ekspresyonunu regüle ederek EMT sürecinde önemli etkiye sahiptirler 

(Gu vd. 2018, Yang vd. 2014, Yang vd. 2014).  

 

 

Şekil 2-18 SATB proteinlerinin EMT sürecindeki dinamik düzenleyici etkisi (Naik vd. 2019). 
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Hipotez: Gelişim ve farklılaşmada kritik öneme sahip hem bir kromatin yeniden modelleme 

proteini hem de bir transkripsiyon faktör olan SATB2’nin, KHDAK hücrelerinin EMT, 

invazyonu ve KHAK-benzeri nöroendokrin farklılaşmaları gibi süreçlerinin yönetilmesinde de 

önemli rol oynayacağını öngörmekteyiz.   
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

3.1. Hücre Kültürü 

 

Çalışmamızda PC3, PC9, II-18, Hcc78, Hcc193, H1299, H1650, H1703, H1975 ve 

A549 KHDAK hücre hatları, H82, H209 ve N417 KHAK hücre hatları ve ostrosarkoma MG63 

ve meme karsinoması MDA-MB-231 hücre hatları ile çalışıldı. A549 ve MG63 hücre 

hatlarının kültürü için %10 FBS içeren (FBS, Kat. No:10500064, Gibco) DMEM (Kat. 

No:41965-039, Gibco) kullanılırken diğer tüm hücre hatlarının kültürü için %10 Fetal Bovine 

Serum içeren RPMI 1640 (Kat. No:52400-025, Gibco) besiyerleri kullanıldı. Hücrelerin 

tamamı %5 CO2 ve %95 nem ve 37°C’de koşullarında kültüre edildi. 

 

3.2. Kullanılan Kimyasallar 

 

Tez kapsamı süresince kullanılan kimyasallar katalog numaraları ve temin edilen 

marka isimleri ile aşağıda yazılmıştır. 

Rekombinat TGF-β1 (Kat. No: 580704) ligandı Biolegend Inc.’den temin edildi. SATB2 (Kat. 

No: sc-76456), SMAD2/3 (Kat. No: sc-37238), SMAD4 (Kat. No: sc- 29484), CTCF (Kat. No: 

sc- 35124), SNAI1 (Kat. No: sc- 38398), SNAI2 (Kat. No: sc- 38393) ve ZEB1 (Kat. No: sc- 

38643) mRNA’larını spesifik olarak hedef alan small interfering-RNA (siRNA)’lar SantaCruz 

Biotechnology’den temin edildi. Hiçbir mRNA’ı hedef almayan negatif kontrol siRNA (Kat. 

No:6568) ise Cell Signaling Technology’den alındı. Çalışma kapsamında kullanılan 

antikorlar ise E-cadherin (Kat. No: 3195), N-cadherin (Kat. No: 13116), Zo-1 (Kat. No: 

13663), Claudin-1 (Kat. No: 13255), CTCF (Kat. No: 3418), p-SMAD2/3 (Kat. No: 8828), 

SMAD2/3 (Kat. No: 8685), SMAD4 (Kat. No: 46535), SNAI1 (Kat. No: 3879), ZEB1 (Kat. No: 

3396) ve GAPDH (Kat. No:5174) antikorları Cell Signaling Technology’den temin edildi. 

SATB2 (Kat. No: sc-81376) ve SNAI2 (Kat. No: sc-166476) antikorları SantaCruz 

Biotechnology’den temin edildi. Fibronektin (Kat. No: NBP1-91258) ve Occludin (Kat. No: 

H00004950-M01) antikorları ise Novus Biologicals’dan temin edildi. HRP-konjuge anti-rabbit 

sekonder antikor (Kat. No: 5450-0010) ve anti-mouse sekonder antikor (Kat. No: 5450-0011) 

Seracare Inc.’den temin edilmiştir. İmmünfloresans deneylerinde kullanılan Alexa Fluor-488-

konjuge anti-rabbit (Kat. No: A27034), Alexa Fluor-555-kojuge anti-rabbit (Kat. No: A27039) 

ve DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) nüklear floresans boya (Kat. No: D1306) Thermo 

Fisher Scientific’den temin edildi. Plasmit vektör transfeksiyonları ve siRNA transfeksiyonları 
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için Lipofectamin 2000 (Kat. No:11668019, Thermo Fisher Scientific) ve Opti-MEM besiyeri 

(Kat. No:31985062, Thermo Fisher Scientific) kullanıldı. qPCR için kullanılan miRNA 

primerleri hsa-miR-657 (Kat. No: MS00010479), hsa-miR-1200 (Kat. No: MS00042392), 

hsa-miR-1229 (Kat. No: MS00042378), hsa-miR-1234 (Kat. No: MS00044555), hsa-miR-

1243 (Kat. No: MS00014203), hsa-miR-3147 (Kat. No: MS00020657), hsa-miR-4779 (Kat. 

No: MS00039165) ve Snord61 (Kat. No: MS00033705) Qiagen Company’den temin edildi.  

 

3.3. SATB2’nin pcDNA3.1 Vektörüne Klonlanması 

 

3.3.1. SATB2 insert’nün eldesi 

 

Uygun hacimde trizol ile toplanan 293T hücrelerinden total RNA izolasyonu 

gerçekleştirildi. İzole edilen total mRNA’dan, cDNA sentez kiti (Kat no: 4368814, Applied 

biosystems) ile cDNA kütüphanesi elde edildi. XhoI restriksiyon enzim kesim bölgesi içerek 

şekilde tasarladığımız SATB2 klonlama primerleri (5’-

TAAAACTCGAGGCCACCATGGAGCGGCGGAGCGAGA-3’ ve 5’-

GGCGTCTCGAGTTATCTCTGGTCAATTTCGGCAAGGTGCT-3’) ve cDNA kütüphanemiz 

kalıp olarak kullanarak Termal Cycler cihazında amplifikasyon gerçekleştirildi. PCR şartları: 

94 C’de 5 dk. ön denatürasyon; 40 döngü olmak üzere 94 C’de 45 sn, 58 C’de 45 sn, 72 

C’de 1 dk ve son uzatma 72 C’de 7 dk olacak şekilde gerçekleştirilmiştir. PCR ürünleri 

agaroz jel elektroforezinde teyit edildi (Şekil 3.1). 

 

Şekil 3-1 PCR yöntemi ile amplifiye edilen SATB2 cDNA’sının %0,75’lik agaroz jelde 
gösterilmesi. 
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Klonlama primerlerimizde italik şekilde yazılan bazlar insan SATB2 cDNA’sının 

sırasıyla 5’ ve 3’ uçlarına komplementer bazlardır. Koyu punto ile yazılan bazlar, iki Marilyn 

Kozak (GCC ve ACC) dizileridir. Kırmızı renk ile gösterilen diziler XhoI enziminin kesim 

(GAATTC) bölgeleridir. Yeşil renk ile gösterilenleri ise, XhoI enziminin kesim bölgesini daha 

etkin kesmesi için tarafımızdan eklenen dizilerdir. 

 

3.3.2. SATB2 Insert ve pcDNA’nın Vektörünün XhoI Restriksiyon Enzimi ile Kesilmesi 

 

pcDNA3.1 vektörünün ve SATB2 insertin kesimi için New England Biolabs XhoI enzimi 

(Kat. No: R0146, NEB) ve ilgili tamponları kullanıldı. Reaksiyon; 1X reaksiyon tamponu, 1 

unit XhoI enzimi, 1µg pcDNA3.1 veya SATB2 insert ve dH2O ile 50 µl’e tamamlanarak gece 

boyu 37 oC koşullarında gerçekleştirildi. Bu işlem sonucunda pcDNA3.1 vektörü başarıyla 

kesilmiştir (Şekil 3.2). 

 

Şekil 3-2 XhoI enzimi ile kesilmemiş ve kesilmiş pcDNA3.1 vektörünün %0,75 agaroz jelde 
görüntülenmesi. 

 

3.3.3. pcDNA3.1 vektörünün alkalen fosfataz ile muamelesi 

 

Enzim kesimi yapılmış pcDNA3.1 vektörünün self ligasyonunu en aza indirmek için 5’- 

terminal kısımlarındaki fosfat gruplarının defosforile olması gerekmektedir. Klonlama işlemi 
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için hazırlanan vektörün alkalen fosfataz reaksiyonu FastAP Thermosensitive Alkaline 

Phosphatase (Kat no: 18009-27) enzimi kullanılarak gerçekleştirildi. Reaksiyon; 1X 

reaksiyon tamponu, 1 ul unit alkalen fosfataz enzimi, 1 µg pcDNA3.1 vektörü ve ddH2O ile 

40 µl’e tamamlanarak 30 dk. 37 oC koşullarında gerçekleştirildi. İnkübasyon süresinin 

sonunda pcDNA3.1 vektörü, fenol-kloroform-izoamilalkol ile saflaştırıldı. Bunun için; örneğe 

1:1 hacminde fenol eklendi, 15 saniye vortex yapılarak ve buza kondu. 10 dakika inkübe 

edildi. 12.000 g’de 10 dk +4 oC’te santrifüj edildi. Supernatant temiz bir tüpe alındı ve tekrar 

1:1 hacminde fenol konularak az önceki işlem tekrarlandı. Aquas faz alınarak ve temiz bir 

tüpe alındı. DNA’nın çöktürülmesi için 1:10 hacminde 3M NaAc eklendi. Son olarak 2.5 kat 

hacminde soğuk 100% EtOH eklendi ve -20 oC’de 2 saat inkübe edildi. Örnek 12.000 g’de 

10 dakika +4 oC’te santrifüj edilerek supernatantı atıldı ve 5-10 dakika kurumaya bırakıldı. 

Son olarak pellet 30 µl nükleaz içermeyen ddH2O’da çözüldü. DNA miktarı ve kalitesi 

Nanodrop cihazı kullanılarak ölçüldü. Ayrıca, ligasyon için gerekli tüm komponentler 

%0,75’lik agaroz jelde miktarlarının teyiti için yürütüldü. Nanodrop cihazında miktarları 

ölçülen kesilmemiş pcDNA3.1 vektöründen 1 µg, XhoI enzimi ile kesilmiş ve alkalen fosfataz 

ile muamele edilmiş pcDNA3.1 vektöründen 100 ng, XhoI enzimi ile kesilmiş SATB2 insert 

500 ng olacak şekilde jele yüklendi (Şekil 3.3). Dansitometrik analizlerimiz sonucunda 

yüklenen miktarların doğruluğu tespit edilmiştir. 

 

Şekil 3-3 XhoI enzimi ile kesilmemiş vektör, XhoI enzimi ile kesilmiş ve alkalen fosfotaz ile 
muamele edilmiş vektör ve XhoI enzimi ile kesilmiş SATB2 insert’ünün %0,75 agaroz jelde 
görüntülenmesi. 
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3.3.4. SATB2‘nin pcDNA3.1 Vektörüne T4 DNA Ligaz Enzimi ile Klonlanması 

 

Öncelikle gerekli solüsyonlar hazırlandı. Sıvı Luria-Bertani Broth (LB) besiyerinin 

hazırlanması: 6.25 gr LB Broth (Kat. No:110285, Merck) tartıldı ve 250 ml dH2O ile çözüldü. 

Ardından 121 °C’de 15 dakika otoklav ile sterilizasyon gerçekleştirildi ve 4°C’de muhafaza 

edildi.  

Katı LB besiyerinin hazırlanması: 2.5 gr LB Broth ve 1.5 g Agar (Kat. No:05039, Sigma-

Aldrich) tartılarak 100 ml’ye dH2O ile çözüldü. Ardından 121 °C’de 15 dakika otoklav ile 

sterilizasyon gerçekleştirildi ve yaklaşık olarak 50 °C’e kadar soğuması beklendi. İstenilen 

sıcaklığa ulaştığında hızlı bir şekilde 100 µg/ml konsantrasyonunda olacak şekilde amfisilin 

(Kat. No: BP1760, Fisher Scientific) ilave edildi ve bek alevi altında petrilere uygun hacimde 

döküldü. Besiyeri soğuyup katılaştıktan sonra parafin ile etrafı sarılarak 4°C’de ışık 

görmeyen ortamda saklandı. 

XhoI ile kesilmiş SATB2 insert’i, XhoI enzimi ile kesilmiş ve alkalen fosfotaz ile 

muamele edilmiş pcDNA3.1, T4 DNA Ligaz (Kat. No: EL0014, Thermo Fisher Scientific) 

aracılığıyla klonlandı. Reaksiyon; 1X reaksiyon tamponu, 4x hacim (600 ng) SATB2 insert, 

1x hacim (150 ng) pcDNA3.1, 1 µl T4 DNA Ligaz, ddH2O ile 20 µl’e tamamlanarak 20 dakika 

16 oC koşullarında gerçekleştirildi. Ligasyon ürününün tümü ticari olarak satın almış 

olduğumuz kompetent DH5α suşunu (Kat. No: C2987H, NEB) içeren tüpe aktarıldı ve 

nazikçe karıştırıldı. Tüp 30 dakika boyunca buzda bekletildi. Daha sonra 42 oC’de 90 saniye 

bekletildi ve hemen akabinde tekrar buzda 5 dakika bekletildi. İnkübasyon süresinin 

sonunda 1 ml SOC medium (Kat. No: C2987H, NEB) eklenerek 37 oC’de 1 saat çalkalanarak 

ön-kültürasyon gerçekleştirildi. Son olarak, transforme ettiğimiz bakterileri daha öncesinden 

hazırlamış olduğumuz amfisilin (Kat. No: BP1760, Fisher Scientific) içeren Agar LB 

besiyerine yayma ekim yapıldı ve gece boyunca 37 oC’de çalkalanarak kültüre edildiler. 24 

saat inkübasyonun ardından koloniler belirmeye başlamıştır (Şekil 3.4).   
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Şekil 3-4 SATB2 ile klonlanan pcDNA3.1 vektörü ile transforme edilmiş DH5α bakterilerinin 
amfisilin içeren Agar LB besiyerinde kültürü ve oluşan kolonilerinin görüntüsü. 

 

3.3.5. SATB2 klonlanmış vektörü taşıyan koloninin tespiti 

 

Öncelikli olarak Şekil 3.4’te görülen koloniler pipet ucu yardımıyla 15 ml’lik falkonlarda 

daha önceden hazırlamış olduğumuz 50 µg/ml amfisilin içeren sıvı LB besiyerine ekildi. 

Gece boyunca 37 oC’de kültüre edildiler. Çoğalan her bir koloniden mini prep plasmit 

izolasyon kiti (Kat no: D4208T, Zymo Research) kullanılarak plasmit izolasyonu 

gerçekleştirildi ve sonrasında kolonilerden izole edilmiş olan bu plasmitler XhoI enzimi ile 1 

saat kesim işlemine tabi tutuldu. Şekil 3.5’te görüldüğü üzere, 12 nolu koloninin SATB2 

klonlanmış vektörü taşıdığı tespit edilmiştir. 

 

Şekil 3-5 Ligasyon sonucu hangi koloninin SATB2 klonlanmış vektörü taşıdığının tespiti. 
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3.3.6. Plazmit DNA izolasyonu 

 

Şekil 3.5’te görüldüğü üzere 12.koloni SATB2 klonlanmış pcDNA3.1 vektörünü 

içermektedir. İn vitro transfeksiyon uygulamalarımız için bu koloniyi çoğaltarak plazmit 

izolasyonu gerçekleştirdik. İzolasyon için HiSpeed Plasmid Maxi Kit (Kat. No:12663, Qiagen) 

kiti kullanıldı ve deney üretici firmanın protokolüne göre yapıldı. 

1. Daha önceden hazırlamış olduğumuz 250 ml’lik sıvı LB besiyerine 50 µg/ml amfisilin 

eklendi ve bek alevi altında SATB2 klonlanmış vektörü içeren 12.koloniden pipet ucu 

yardımıyla bir miktar alınarak besiyerine ekildi. Ekimi yapılan bakteriler bir gece, 

37°C’de ve 250 rpm’de çalkamalı şekilde kültüre edildi.  

2. Bir sonraki gün çoğalmış olan bakteriler 50 ml’lik falkon tüplerine aliquatlandı ve 

4°C’de 6000 x g’de 15 dakika santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. Bu aşamada kitin 

içeriğindeki Buffer P3 soğuması için buza konuldu. 

3. Falkondaki bakteri pelletleri 10 ml Buffer P1 ile süspanse hale getirildi ve tüm pelletler 

tep tüpte birleştirildi. 

4. 10 ml Buffer P2 eklenerek 4-6 kez ters-yüz edildi ve oda ısısında 5 dakika inkübe 

edildi. İnkübasyon esnasında daha sonraki aşama için kit içeriğindeki QIAfilter Maxi 

Cartridge’in çıkış yeri vidalandı ve bir spora yerleştirildi. 

5. İnkübasyon süresi dolan falkon tüpteki örneğe 10 ml soğuttuğumuz Buffer P3 ilave 

edilerek 4-6 kez ters-yüz edildi, hemen akabinde daha önce vidalayarak spora 

yerleştirdiğimiz QIAfilter Maxi Cartridge’in içine döküldü ve 10 dakika beklendi. 

(Bekleme esnasında daha ileriki aşamada kullanılacak olan kit içeriğindeki HiSpeed 

Maxi Tip uygun bir spora yerleştirildi ve dengelenmesi için 10 ml Buffer QBT içine 

pipet yardımıyla konuldu ve süzülmesi sağlandı.) 

6. İnkübasyon süresi dolan QIAfilter Maxi Cartridge’in içindeki örneğimiz vidası açılarak 

piston yardımıyla bir önceki aşamada dengelenmiş olan HiSpeed Maxi Tip’in içine 

döküldü ve yerçekimi etkisiyle kolondan süzülmesi için beklendi. 

7. HiSpeed Tip’den lizatın tamamen süzülmesinin ardından 60 ml Buffer QC döküldü 

ve yerçekimi etkisiyle kolondan süzülmesi için beklendi. 

8. Buffer QC’nin tamamen kolondan süzülmesi ile HiSpeed Tip steril bir 50 ml’lik 

falkona yerleştirildi ve içerisine 15 ml Buffer QF eklenerek yine yerçekimi etkisiyle 

kolondan süzülmesi için beklendi. 

9. Falkona süzülmüş olan örneğimize 10.5 ml izopropanol eklendi ve nazikçe 

karıştırılarak plazmit DNA’nın çökmesi için 5 dakika beklendi. Bekleme esnasında 
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30 ml enjektörün pistonu çıkartıldı ve ucuna kit içeriğindeki QIAprecipitator Maxi 

Module filtresi takıldı. 

10. Süresi dolan örneğimiz daha önceden hazırlamış olduğumuz enjektörün içine 

döküldü pistonu takıldı ve yavaşça itilerek örneğin QIAprecipitator Maxi Module 

filtresinden geçirilmesi sağlandı. 

11. QIAprecipitator Maxi Module filtresi daha küçük hacimdeki (10 ml) pistonu çıkartılan 

enjektöre takıldı ve 2 ml %70 etanol enjektöre döküldü ve piston yardımıyla 

geçirilerek filtredeki plasmit yıkandı. 

12. Enjektörün pistonu birkaç kez çıkarılıp hızlıca bastırıldı ve filtre 10 dakika boyunca 

kurumaya bırakıldı Böylece filtredeki etanol kalıntısı tamamen giderildi. 

13. Tamamen kuruyan filtrenin takılı olduğu enjektöre 1 ml Buffer TE pipet yardımıyla 

eklendi. Filtrenin ucu steril bir ependorf tüpün içinde olacak şekilde konumlandırıldı 

ve enjektörün pistonu takılarak Buffer TE filtreden geçirildi. Böylece filtredeki plazmit 

Buffer TE içerisinde ependorfa tüpe aktarılmış oldu. 

14. İzolasyonu gerçekleştirilen plasmitin kalitesi ve miktarı Nanodrop cihazı yardımıyla 

ölçüldü ve plazmit -20°C’de saklandı. 

 

3.4. Plasmit DNA ve siRNA transfeksiyonları 

 

SATB2’nin aşırı ifadesinin sağlanması için klonlamış olduğumuz pcDNA3.1-SATB2 

vektörünün transfeksiyonu için aşağıdaki protokol uygulanmıştır. Negatif kontrol olarak 

pcDNA3.1-Mock vektörü kullanıldı. 

 

1. Petride kültüre edilen A549 ve H1299 hücre hatları, konfluent olduklarında tripsin 

edilerek 6 kuyucuklu plaklara sırasıyla 1x106/ml ve 7.5x105/ml hücre olacak şekilde 

ekildi ve bir gece %5 CO2 ve %95 nem ve 37°C’de koşullarında inkübe edildi. 

2. İnkübasyonun ardından transfeksiyon işlemi için A tüpü (3 μg plasmit ve Opti-MEM 

ile 125 μl tamamlandı) ve B tüpü (5 μl Lipofectamine 2000 ve 120 μl Opti-MEM) 

olacak şekilde iki adet tüp hazırlandı. 

3. A tüpündeki plasmit-Opti-MEM Lipofectamine 2000-Opti-MEM karışımını içeren B 

tüpüne aktarıldı ve nazikçe pipetaj yapıldı ve 15-20 dakika oda ısısında inkübe 

edildi. 

4. İnkübasyon süresi bitene kadar transfeksiyon için ekilen hücrelerin besiyerleri çekildi 

ve yerine 1750 μl hacminde taze besiyeri ile eklendi. 
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5. İnkübasyon süresi biten transfeksiyon karışımı 6 kuyucuklu hücrelerdeki besiyerine 

nazikçe ilave edildi. 

 

SATB2, CTCF, SMAD2/3, SMAD4, SNAI1, SNAI2 ve ZEB1 ekspresyonlarının geçici 

baskılanması için siRNA transfeksiyonu aşağıdaki protokol izlenerek gerçekleştirildi. Negatif 

kontrol olarak hiçbir mRNA hedef almayan siRNA kullanıldı. 

 

1. Petride kültüre edilen A549 ve N417 hücre hatları, konfluent olduklarında tripsin 

edilerek 6 kuyucuklu plaklara sırasıyla 3x105/ml ve 1x106/ml hücre olacak şekilde 

ekildi ve bir gece %5 CO2 ve %95 nem ve 37°C’de koşullarında inkübe edildi. 

2. İnkübasyonun ardından transfeksiyon işlemi için A tüpü (10 μM ana stoktan 5 μl 

siRNA ve 120 μl Opti-MEM) ve B tüpü (5 μl Lipofectamine 2000 ve 120 μl Opti-MEM) 

olacak şekilde iki adet tüp hazırlandı. 

3. A tüpündeki siRNA-Opti-MEM Lipofectamine 2000-Opti-MEM karışımını içeren B 

tüpüne aktarıldı ve nazikçe pipetaj yapıldı ve 15-20 dakika oda ısısında inkübe edildi. 

4. İnkübasyon süresi bitene kadar transfeksiyon için ekilen hücrelerin besiyerleri çekildi 

ve yerine 1750 μl hacminde taze besiyeri ile eklendi. 

5. İnkübasyon süresi biten transfeksiyon karışımı 6 kuyucuklu plaklardaki hücrelerin 

besiyerine nazikçe ilave edildi. 

 

3.5. Western Blot  

 

3.5.1. Protein izolasyonu 

 

Western blot çalışmalarımız için protein izolasyonu aşağıdaki protokol izlenerek 

gerçekleştirildi. 

1. İnkübasyon süresi biten hücrelerin besiyerleri çektirildi ve 2 kere soğuk Phosphate-

buffered saline (PBS) ile yıkandı. 

2. PBS’i çektirilen hücrelerin bulunduğu plaklar buzun üstüne alındı ve vakit 

kaybetmeden daha önceden hazırlanmış 1x proteaz (Kat. No: 5871, Cell Signaling 

Technology) inhibitör kokteyli içeren RIPA (Kat. No: 9806, Cell Signaling 

Technology) tamponundan hücrenin yoğunluğuna bağlı olarak 200-250 μl hücrelerin 

üzerine eklendi. 

3. RIPA tamponu eklenen hücreler 5-10 dakika buzun üstünde inkübe edildi. 
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4. Son olarak %95 güçte ve 1 saniye döngü olacak şekilde ayarlanan sonikatör cihazı 

(Serie 2000.2, Bandelin Sonoplus) yardımıyla ile örnekler 30 saniye açık, 15 saniye 

sonikasyon işlemine tabi tutuldu. 

5. Sonikasyon işleminin ardından örnekler, 12.000 g’de 10 dk +4 oC’te santrifüj edildi 

ve süpernatant temiz bir tüpe alınarak protein saflaştırıldı ve örnekler kullanılıncaya 

kadar -80°C’de muhafaza edildi. 

 

3.5.2. Protein miktarının belirlenmesi 

 

Saflaştırmış olduğumuz protein örneklerimizin miktarları Bradford protein miktar tayini 

yöntemi ile gerçekleştirildi. 1/1000 sulandırılan 800 μl olacak şekilde hazırlanan örneklerden 

ve BSA standartları için 25, 12.5, 5, 2.5 ve 1 μg/ml olacak şekilde sulandırılan 800 μl 

hacminde BSA solüsyonlarından hazırlandı ve her birine 200 μl Bradford reaktifi (Kat. 

No:500-0006, BioRad) eklendi. Hazırlanan örnekler ve standartlar üç tekrarlı olarak 96 

kuyucuklu plaklara konuldu ve 595 nm dalga boyunda Glomax Multi Detection System 

(Promega) cihazı kullanılarak absorbans değerleri tespit edildi. 

 

3.5.3. SDS-PAGE için jelin dökülmesi, örneklerin yürütülmesi ve transferi 

 

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) için jel dökümü için gerekli 

solüsyonların hazırlanış şekilleri aşağıdaki gibi gerçekleştirilmiştir. Separating (Ayrıştırma) 

ve Stacking (Yükleme) jellerin dökümü, yürütme ve transfer işlemleri için kullanılan 

kimyasalların oranları ve miktarları Tablo 3-1’te verilmiştir. 

1. Separating (Ayrıştırma) Tamponu: 1,5 M Tris Base (pH: 8.8). Tris (Kat. No: TRS001, 

BioShop) kimyasalından 18.17 gr tartıldı ve yaklaşık 80 ml dH2O ile çözüldü pH: 8.8’e 

ayarlandı, dH2O ile 100 ml’e tamamlandı ve 0.8 μm’lik filtreden geçirelerek 

kullanılıncaya kadar +4 oC’te saklandı. 

2. Stacking (Yükleme) Tamponu: 0,5 M Tris Base (pH: 6.8). Tris (Kat. No: TRS001, 

BioShop) kimyasalından 6.04 gr tartıldı ve yaklaşık 80 ml dH2O ile çözüldü pH: 6.8’e 

ayarlandı, dH2O ile 100 ml’e tamamlandı ve 0.8 μm’lik filtreden geçirelerek 

kullanılıncaya kadar +4 oC’te saklandı. 

3. %10 Sodium Dodecyl Sulfate (SDS): 10 gr SDS tartıldı, 100 ml dH2O ile çözüldü ve 

0.8 μm’lik filtreden geçirelerek kullanılıncaya kadar +4 oC’te saklandı. 
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4. %10 Amonyum persülfat (APS): Her jel dökümü için günlük taze hazırlandı. 0.1 gr 

APS (Kat. No:1610700, BioRad) tartıldı ve 1 ml dH2O ile çözüldü ve kullanılıncaya 

kadar +4 0C ’de saklandı. 

5. 4X Yükleme tamponu: 900 µl Laemli Buffer (Kat.No: 1610747, BioRad), 100 µl β-

merkaptoetanol (Kat. No:805740, MerckMillipore) 

6. Running (Yürütme) Tamponu (25 mM Tris, 190 mM Glisin, %0.1 SDS): 3.03 gr Tris 

Base, 14.26 gr Glisin (Kat. No: GLN002, BioShop) ve 1 gr SDS (Kat. No: SDS001, 

BioShop) tartıldı ve dH2O ile çözüldü.  

7. Transfer Tamponu (25 mM Tris, 190 mM Glisin, %0.05 SDS): 2.42 gr Tris Base, 

11.41 gr Glisin ve 0.4 gr SDS tartıldı ve dH2O ile çözüldü. Ayrı bir mezüre 200 ml 

metanol konuldu. Transfer işlemine kadar hem tampon hem de metonal 4°C’de 

soğutuldu. Transfer işleminden hemen önce tampon ve metanol karıştırıldı. 

 

Tablo 3-1 Separating (Ayrıştırma) ve Stacking (Yükleme) jel formülasyonları. 

 Separating (Ayrıştırma) Jeli 

%10 

Stacking (Yükleme) Jeli 

%5 

dH2O 6.15 ml 3.05 ml 

%30 Akrilamid/bis-akrilamid 

(29:1, Kat. No: 1610156, 

BioRad) 

5 ml 850 µl 

1.5 M Tris pH: 8.8 3.75 ml - 

0.5 M Tris pH: 6.8 - 1.25 ml 

%10 SDS 150 µl 50 µl 

%10 Amonyum persülfat 75 µl 25 µl 

TEMED (Kat. No:1610800, 

BioRad) 
7.5 µl 5 µl 

TOPLAM ~15 ml ~5 ml 

 

Western blot çalışmalarımız her aşaması Mini-PROTEAN (BioRad) sistemi 

kullanılarak gerçekleştirildi. Jel dökümü için sistemin kalın ve ince camları önce saf su ile 

yıkanarak ve alkol ile silinerek temizlendi ve sistemin jel dökme aparatına düzgünce 

yerleştirildi. Öncelikle ayrıştırma jeli tablo 3-3’te verilen formülasyona göre hazırlandı. 
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Temed kimyasalı konulduktan sonra seri ve nazik şekilde mümkün olduğunca köpürtmeden 

karıştırıldı ve kalın camın üst kısmından 1 cm kalacak şekilde döküldü. Vakit kaybetmeden 

üstüne 1 ml izopropanol alkol döküldü. Ayrıştırma jeli tamamen polimerize olduğunda 

izopropanol kurutma kâğıdı yardımıyla alındı ve yükleme jeli tablo 3-3’te verilen 

formülasyona göre hazırlanarak döküldü. Ardından taraklar nazikçe yerleştirildi ve 

polimerize olması için yaklaşık 1 saat beklendi.  

Dökülen ayrıştırma jeli polimerize olurken örnekler yüklemek için hazırlandı. Daha 

önceden konsantrasyonlarını tayin ettiğimiz örneklerden 50 μg olacak şekilde alınarak steril 

bir ependorfa aktarıldı. Daha sonra örnek hacminin 1/3’ü oranında 4x yükleme tamponu 

eklendi ve 95°C’de 5 dakika kaynatıldı. Tamamen polimerize olmuş olan SDS-PAGE jel 

sistemin yürütme tankına alındı ve yürütme tamponu eklendi. Hazırlanan örnekler kuyulara 

yüklendi ve 100 V’ta 90 dakika yürütüldü. Yürütme işlemi ile ayrışan protein örnekleri, SDS-

PAGE jelden Polyvinylidene flüoride (PVDF, Kat. No: IPVH00010, Merck Millipore) 

membrana daha önceden hazırlanan transfer tamponu içinde 4°C’te 90 mAmp’de 16 saat 

süresince ıslak transfer yöntemi ile transfer edildi.  

 

3.5.4. İmmunoblotlama 

 

PVDF membrana transfer olan protein örneklerimiz immünoblotlama için ilgili primer 

antikorla işaretlendi. Bunun için, membran %5'lik kuru süt tozu (Kat. No: 170-6404, BioRad) 

içeren 25 mM Tris pH:7.6, 34 mM NaCl (Kat. No: SOD001, BioShop), %1 Tween 20 (Kat. 

No:1706531, BioRad) TBS-T çözeltisi içinde oda sıcaklığında 1 saat bloklandı. Daha sonra 

membran ilgili primer antikorlar ile 1:1000 oranında hazırlanan %5'lik süt tozu içeren TBS-T 

solüsyonu ile 4°C’te 1 gece boyunca çalkalanarak inkübe edildi. İnkübasyon süresi biten 

membran oda ısısında TBS-T solüsyonu ile 10’ar dakika olacak şekilde 3 kez yıkandı. 

Yıkama işleminin ardından membran ilgili HRP (Horseradish Peroksidaz) bağlı sekonder 

antikor (Kat. No: 5450-0010, Seracare) ile 1:10000 oranında hazırlanan %5'lik süt tozu 

içeren TBS-T solüsyonu ile oda ısısında 1 saat boyunca çalkalanarak inkübe edildi. 

İnkübasyon süresi biten membran tekrar oda ısısında TBS-T solüsyonu ile 10’ar dakika 

olacak şekilde 3 kez yıkandı. Yıkama işlemleri sonunda Enhanced Chemiluminescence 

(ECL Kat. No: WBLUF0500, Millipore) solüsyonu kullanılarak kemilüminesans reaksiyonu 

başlatıldı ve spesifik protein bantları Odyssey ® Fc Imaging System (LI-COR Biosciences) 

görüntüleme cihazı tarafından fotoğraflandı. 
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3.6. İmmunofloresans 

 

Deney prosedürümüz gereği muamele edilerek inkübasyon süreleri biten hücrelerin 

besiyeri alınarak PBS ile yıkandı. Ardından hücreler %4 taze hazırlanmış formaldehit (Kat 

no: 252549, Sigma) ile fikse edildi ve geçirgenliğin sağlanabilmesi için %0,1 Triton X-100 

(Kat no: 28314, Thermo Fisher Scientific) içeren PBS ile oda ısısında 5 dakika inkübe edildi. 

İnkübasyon süresi bitince Triton X-100 solüsyonu çektirildi ve 1:100 oranında ilgili antikor, 

%3 BSA (Kat no: sc-2323, Santa Cruz) ve %0,08 glisin içeren PBS içerisinde 4 oC’de 1 gece 

boyunca inkübe edildi. İnkübasyon süresinin sonunda, 1:300 oranında Alexa Fluor-488-

kojuge anti-rabbit (Kat. No: A27034, Thermo Fisher Scientific) veya Alexa Fluor-555-kojuge 

anti-rabbit (Kat. No: A27039, Thermo Fisher Scientific), %3 BSA ve %0,08 glisin içeren PBS 

içerisinde 2 saat oda ısısında inkübe edildi ve sürenin sonunda hücre normalizasyonu için 

DAPI (Kat. No: D1306, Thermo Fisher Scientific) nüklear floresans boya ekledi 5 dk. inkübe 

edildi. İnkübasyonun sonunda hücreler floresans mikroskop (EVOS XL Core Cell Imaging 

System) ile görüntülendi ve 40X büyütmede fotoğraflandı. 

 

 

3.7. miRNA ve mRNA Ekspresyon Seviyelerinin Real-Time PCR ile Ölçümü 

 

Hücreden miRNA içeren total RNA izolasyonu, miRNeasy Micro Kit (Kat. No:217084, 

Qiagen) kiti kullanılarak gerçekleştirildi. miRNA için cDNA reaksiyonları miScript II RT Kit 

(Kat. No:218161, Qiagen), mRNA’lar için ise RT2 First Strand Kit (Kat. No:330404, Qiagen) 

kitleri kullanılarak gerçekleştirildi. miRNA için Real-Time QuantiTect SYBR Green PCR Kit 

(Kat. No:204143, Qiagen), mRNA’lar için ise PCR RT² SYBR Green qPCR Mastermix (Kat. 

No:330500, Qiagen) kitleri kullanılmıştır. 

 

3.7.1. Total RNA izolasyonu 

 

Tez çalışması boyunca miRNA izolasyonları miRNeasy Micro Kit (Kat. No:217084, 

Qiagen) ile aşağıda yazılı protokole uyularak gerçekleştirildi.  

 

1. Hücrelerin besiyeri uzaklaştırıldı ve PBS yıkandı.  

2. 500 µl Qiazol Lysis Reagent ile hücreler pipetajlanarak toplandı ve steril bir 

ependorfa aktarıldı. 
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3. Örnekler 30 saniye vortekslenerek homojenize edildi ve 2-3 dakika oda ısısında 

bekletildi. 

4. Homojenize olan örneklere 125 µl kloroform eklendi, 20 saniye şiddetli şekilde 

vortekslendi ve 2-3 dakika oda ısısında bekletildi. Sonrasında örnekler 15 dakika 

4°C’de 12000 x g’de santrifüj edildi. 

5. Akuaz faz, beyaz renkte ve orta kısımda bulunan DNA içeriğine temas etmeden 

pipet yardımıyla alınarak steril bir ependorfa alındı ve üzerine alınabilen akuaz 

hacmin 1.5 katı kadar %100’lük etanol nazikçe pipetaj yaparak eklendi. 

6. Karışım vakit geçirmeden RNeasy MinElute spin kolon’a aktarıldı ve 15 saniye oda 

ısısında 8000 x g’de santrifüj edildi ve kolon yeni bir toplama tüpene aktarıldı. 

7. Ardından kolon sırasıyla 700 µl RWT ve 500 µl RPE tamponları eklenerek 15 

saniye 8000 x g’de santrifüj edildi (her yıkama sonunda filtre yeni bir toplama 

tüpüne aktarıldı). 

8. Ardından kolona 500 µl %80 etanol eklendi ve 2 dakika 8000 x g’de santrifüj ile 

edildi. 

9. Kolon, tekrar yeni bir toplama tüpüne aktarılarak kurutulması için 5 dakika 

maksimum hızda santrifüj edildi.  

10.  Son olarak kolon steril bir ependorf tüpe alındı ve kolonun tam ortasına denk 

gelecek şekilde 14 µl nükleaz içermeyen dH2O eklenerek 1 dakika oda ısısında 

inkübe edilidi ve ardından 1 dakika oda ısısında 16000 x g’de santrifüj edildi. Total 

RNA örneklerinin kalite ve miktarları Nanodrop cihazı ile ölçülerek kullanılıncaya 

kadar -80°C’de muhafaza edildi. 

 

3.7.2. cDNA sentez reaksiyonları 

 

3.7.2.1. miRNA için cDNA sentezi 

 

İzole edilen total RNA örneklerindeki hsa-miR-657 (Kat. No: MS00010479), hsa-miR-

1200 (Kat. No: MS00042392), hsa-miR-1229 (Kat. No: MS00042378), hsa-miR-1234 (Kat. 

No: MS00044555), hsa-miR-1243 (Kat. No: MS00014203), hsa-miR-3147 (Kat. No: 

MS00020657), hsa-miR-4779 (Kat. No: MS00039165) ve Snord61 miRNA’larının 

ekspresyon seviyelerini Real-Time PCR ile tespit etmek için miScript II RT Kit (Kat. 

No:218161, Qiagen) kiti kullanılarak cDNA reaksiyonları gerçekleştirildi. Reaksiyon koşulları 

ve bileşenlerin miktarları Tablo 3-2’de verilmiştir. 
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Tablo 3-2 miRNA için cDNA reaksiyon koşulları ve formülasyonu. 

Total RNA (1 µg olacak şekilde konuldu) x µl 

5x HiSpec Buffer 4 µl 

10x Nucleics Mix 2 µl 

miScript Reverse Transcriptase Mix 2 µl 

Nükleaz içermeyen su 20-(x+8) µl 

TOPLAM 20 µl 

Reaksiyon koşulları: 37ºC’de 60 dakika ve 95ºC’de 5 dakika   

 

3.7.2.2. mRNA için cDNA sentezi 

 

İzole edilen total RNA örneklerindeki SATB2, EGFR, Sitokeratin 7 (CK7) gen 

ekspresyon seviyelerini Real-Time PCR ile tespit etmek için RT2 First Strand Kit (Kat. 

No:330404, Qiagen) kiti kullanılarak cDNA reaksiyonları gerçekleştirildi. Reaksiyon koşulları 

ve bileşenlerin miktarları Tablo 3-3’te verilmiştir. 

 

Tablo 3-3 mRNA için cDNA reaksiyon koşulları ve formülasyonu. 

Total RNA (2 µg olacak şekilde konuldu) x µl 

Buffer GE 2 µl 

Nükleaz içermeyen su 10-(x+2) µl 

TOPLAM 10 µl 

42ºC’de 5 dakika ve buzda 1 dakika  

RNA+Buffer GE+su karışımı 10 µl 

Control P2 1 µl 

5x Buffer BC3 4 µl 

RE3 Reverse Transcriptase Mix 2 µl 

Nükleaz içermeyen su 3 µl 

TOPLAM 20 µl 

Reaksiyon koşulları: 42ºC’de 15 dakika ve 95ºC’de 5 dakika   
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3.7.3. Real-Time PCR  

 

Çalışmamız boyunca ilgili miRNA ve mRNA’ların ekspresyon seviyeleri Rotor-Gene 

6000 (Corbett Life Science) cihazı kullanılarak gerçekleştirilen Real Time PCR tekniği ile 

tespit edildi. 

 

3.7.3.1. miRNA ekspresyon seviyelerin real-time PCR ile ölçümü 

 

MIR657, MIR1200, MIR1229, MIR1234, MIR1243, MIR3147, MIR4779 ve 

normalizatör olarak SNORD61 miRNA genlerinin ekspresyon seviyeleri QuantiTect SYBR 

Green PCR Kit (Kat. No:204143, Qiagen) kiti ile gerçekleştirilen Real-Time PCR yöntemi ile 

gerçekleştirildi. Real-Time PCR şartları ve bileşenlerin miktarları Tablo 3-4’te verilmiştir. 

Sonuçlar 2−ΔΔCq metodu kullanılarak analiz edildi. 

 

Tablo 3-4 miRNA için Real-Time PCR şartları ve bileşenlerin miktarları. 

cDNA (nükleaz içermeyen su ile 1/5 oranında sulandırıldı) 2 µl 

10x miScript Primer Assays 2 µl 

10x Universal Primer 2 µl 

2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 10 µl 

Nükleaz içermeyen su 4 µl 

TOPLAM 20 µl 

PCR şartları: 95ºC 15 dakika 1 döngü, (95ºC 15 saniye, 55ºC 30 saniye, 72ºC 30 

saniye) 40 döngü ve 55-90 ºC arası 0.1ºC hassasiyette erime eğrisi (melting curve) 
 

 

 

3.7.3.2. mRNA ekspresyon seviyelerin real-time PCR ile ölçümü 

 

SATB2, EGFR, Sitokeratin 7 (CK7) ve normalizatör olarak β-Aktin (ACTB) genlerinin 

ekspresyon seviyeleri RT² SYBR Green qPCR Mastermix (Kat. No:330500, Qiagen) kiti ile 

gerçekleştirilen Real-Time PCR yöntemi ile gerçekleştirildi. Real-Time PCR şartları ve 

bileşenlerin miktarları Tablo 3-5’te verilmiştir. Sonuçlar 2−ΔΔCq metodu kullanılarak analiz 

edildi. Ayrıca tez çalışması boyunca kullanılan genlerin ekspresyon seviyelerinin tespiti için 

kullanılan primerlerin sekansları Tablo 3-6’da verilmiştir. 
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Tablo 3-5 mRNA için Real-Time PCR şartları ve bileşenlerin miktarları. 

cDNA (nükleaz içermeyen sudan 91 µl eklenerek sulandırıldı) 4 µl 

Forward (ileri) primer (10 µM) 0.5 µl 

Reverse (geri) primer (10 µM) 0.5 µl 

10x RT² SYBR Green qPCR Mastermix 10 µl 

Nükleaz içermeyen su 5 µl 

TOPLAM 20 µl 

PCR şartları: 95ºC’de 10 dakika 1 döngü, (95ºC 15 saniye, 60ºC 60 saniye) 40 döngü 

ve 55-90 ºC arası 0.1ºC hassasiyette erime eğrisi (melting curve) 
 

 

 

Tablo 3-5. Tez çalışması boyunca kullanılan mRNA Real-time PCR primerleri. 

Real-time 

primerleri 
İleri primer Geri primer 

SATB2 5’-GCCCTGGGGTATTCTCACA-3’ 5’-ACTGAGGGGGAGAGGGTTC-3’ 

EGFR 5’-GGAGAGGAGAACTGCCAGAA-3’ 5’-AGCAGTCACTGGGGGACTT-3’ 

CK7 5’-AGATCGACAACATCAAGAACCA-3’ 5’-CCGTGCCATATCCTGCTT-3’ 

ACTB 5’-GAAGGTGACAGCAGTCGGTT-3’ 5’-ACGCATCTCATATTTGGAATGACTA-3’ 

 

3.8. ChIP-PCR 

 

Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) deneyi, ChIP-IT® Express Enzymatic Kit (Kat 

no: 53009, ActiveMotif) kiti kullanılarak üretici firmanın standartlarına ve protokolüne 

uyularak gerçekleştirildi. A549 hücreleri 150x20mm boyutlarındaki 6 adet petriye 6’şar 

milyon olacak şekilde ekildi. İstenilen sayıya ulaşan hücrelerin (15 milyon, daha önce 

optimize edildi) besiyerleri çektirilerek yerine 20 ml serum içermeyen besiyeri konuldu ve 

hücreler 1 saat TGF-β ile muamele edilmiş (3 petri) ve edilmemiş gruplara (3 petri) ayrıldı. 

İnkübasyon süresinin sonunda 20 ml besiyerine %37 formaldehit (Kat no: 252549, Sigma) 

solüsyonundan 540 µl eklendi 10 dakika muamele edilerek kromatin ve kromatine bağlanan 

transkripsiyon faktörleri arasında çapraz bağlar oluşturuldu. Ardından, formaldehit içeren 

besiyeri çektirildi ve formaldehitin etkisini durdurmak için 10 ml 1x glisin ilave edildi, petriler 

hafifçe sallanarak 5 dakika inkübe edildi. Daha sonra besiyeri çektirilerek petriler buzda 

bekletildi ve 3 kez uygun hacimdeki soğuk ve steril PBS ile hücreler yıkandı. Proteaz inhibitör 
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koktail içeren 1,25 ml (petri için) PBS ile hücreler cell scraper yardımı ile kazındı ve hücreler 

steril bir eppendorfa aktarıldı. Kitin lizis tamponu kullanılarak nüklear ekstrakt izole edildi. 

ChIP yönteminde, yaklaşık 200-1500 baz çifit (bp) arasında kromatin parçalarına ihtiyaç 

duyulduğundan A549 hücrelerinden elde edilen kromatin örnekleri kite göre enzimatik olarak 

yukarıda belirtilen (200-1500 bp) miktarda parçalanması için optimize edildi. Optimizasyon 

için kromatin örnekleri 2.5, 5 ve 10 dakika zaman aralıklarında enzim ile muamele edildi. 

Örnekler, RNaz A, Proteinaz K ile muamele edilip Fenol/Kloform (Kat. No: P2069, Sigma-

Aldrich) saflaştırılmasının ardından %1’lik Agaroz Jel’de görüntülendi (Şekil 3.6).    

 

 

Şekil 3-6 Optimum DNA fragmentasyonu elde etmek için 2.5, 5 ve 10 dakika enzim ile 
muamele ederek gerçekleştirilen agaroz jel analizi. 

 

Elde edilen fragmentasyonda en uygun olan 10 dakika seçilerek kalan kromatin 

örneklerinin tamamı için bu süre enzimatik muamele yapıldı.  Elde ettiğimiz DNA 

fragmentleri agaroz jel elektroforezi ile doğrulandıktan sonra, ChIP uyumlu SNAI1 ve 

SMAD4 spesifik antikorları kullanılarak, protokole göre magnetik boncuklar yardımıyla ilgili 

transkripsiyon faktörünün bağlandığı DNA fragmentleri ayrıştırıldı. DNA fragmentleri, kitin 

protokolünde belirtildiği gibi Proteinaz K ile proteinlerden uzaklaştırılıp ChIP DNA Clean & 

Concentrator (Kat no: D5205, Zymo Research) kiti ile saflaştırıldı. SNAI1 ve SMAD4’ün 

SATB2 promotorunda bağlandığı bölgeleri tam olarak tespit edebilmek için web tabanlı 

JASPAR (WEB_2 2019) programı kullanıldı. Programda SNAI1 ve SMAD4 bağlanma 

bölgelerine ait ChIP-PCR primerleri NCBI Primer Blast (WEB_3 2019) kullanılarak tasarlandı 

(Tablo 3-6). İnsan genomunda belirlenen bölge dışında başka hedefleri olmadığı saptanan 

primerler seçilerek IDT Oligo Analyzer (WEB_4 2019) yardımıyla primerlerin haripin yapıları 
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ve dimerizasyon durumları kontrol edildikten sonra sentezlettirildi. Saflaştırdığımız DNA 

fragmentleri kullanılarak tasarladığımız primerler ile Real Time-PCR gerçekleştirildi.  

 

Tablo 3-6 ChIP-PCR için kullanılan primerler listesi 

 

 

3.9. Mikrodizin analizi (Microarray) 

 

SATB2’nin aşırı ifade edildiği H1299 hücreleri ve SATB2’nin baskılandığı N417 

hücrelerinden izole edilen total RNA örneklerin kalite ve miktarları Nanodrop ile ölçüldü. 

Örneklerin kalitelerinin istenilen değerlerde olduğu tespit edildikten sonra mikrodizin analizi 

Macrogen Inc. (GüneyKore) firmasından hizmet alımı şeklinde gerçekleştirildi. Mikroarray 

analizi sonuçları heatmap ile gösterildi. Heatmap, web tabanlı Morpheus programı 

kullanılarak çizildi (WEB_5 2019). 

 

3.10. İnvazyon deneyi 

 

İnvazyon deneyi için BioCoat Matrigel Invasyon Chamber-invazyon odaları (Kat. 

No:354480, Corning) kullanılarak aşağıda yazılı protokole uyularak gerçekleştirildi. 

1. -20 ºC’de saklanan invazyon kuyucukları çıkartıldı ve 1 saat oda ısısında bekletildi. 

2. Serum içermeyen besiyeri su banyosuna konularak 37 ºC’e gelmesi sağlandı ve 

ısınan invazyon kuyucukların alt ve üst bölmelerine 500 µl besiyeri eklenerek 2 saat 

%5 CO2 ve %95 nem ve 37°C’de koşullarında inkübe edildi. 

3. İnkübasyon süresi bitmeden önce hücreler tripsinizasyon işleminden sonra sayılarak 

serum içermeyen besiyerinde 5x104 hücre/ml konsantrasyonunda olacak şekilde 

ayarlandı. 

ChIP-PCR Primer Forward Primer Reverse Primer 

SATB2 Snail 

Bağlanma Bölgesi 1  

5’-AGAGCGCCCACGAGGAT-3’ 

 

5’-CACCTGATGAAACGGCGCTC-3’ 

 

SATB2 Snail 

Bağlanma Bölgesi 2  

5’-AATAACGATTGTAGCGCCCG-3’ 

 

5’-ACCCCTTGAATACCCGCTTT-3’ 

 

SATB2 Smad4 

Bağlanma Bölgesi  

5’-GCCGCCCAGTGTAAGGTTG-3’ 

 

5’-CACGTGATAGACGTTCAGGC-3’ 
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4. İnvazyon kuyucuklarının alt bölümüne kemoatraktant olarak %10 serum içeren 

besiyerinden 750 µl eklendi. 

5. 5x104 hücre/ml konsantrasyonunda hazırlanan hücreler, güzelce pipetaj yapılarak 

her bir invazyon kuyucuğunun üst bölmesine 500 µl olacak şekilde ekildi ve 22 saat 

%5 CO2 ve %95 nem ve 37°C’de koşullarında inkübe edildi. 

6. İnkübasyon süresi bittiğinde invazyon kuyucuklarının üst bölümünde kalan invaziv 

olmayan hücreler pamuklu çubukla dikkatli bir şekilde temizlendi. 

7. Ardından invaziv hücrelerin fiksasyonu için invazyon kuyucukları önceden 

soğutulmuş %100 metanol içine aktarılarak 10 dakika buzdolabında inkübe edildi ve 

seri şekilde kuyucuklar Toludine blue (%1) boya solüsyonunda 10 dakika bekletilerek 

hücrelerin boyanması sağlandı. 

8. Son olarak kuyucuklar güzelce yıkanarak boyanın fazlası temizlendi ve invaziv 

hücreler ışık mikroskobu altında x20 büyütmede fotoğraflanarak sayıldı. 

 

3.11. Biyoinformatik araçların kullanımı 

 

KHDAK ve KHAK hücre hatlarındaki TGF-β sinyal yolağındaki moleküllerin 

ekspresyon profilleri, web tabanlı Morpheus programındaki “Cancer Dependency Map” 

datasetinden elde edilen verilerle tespit edilerek heatmap haritalama yöntemi ile gösterildi 

(WEB_5 2019). Ayrıca KHDAK ve KHAK hücre grupları arasındaki gen ekspresyon 

farklılıkların istatiksel olarak anlamlılıkları Student’s t-test kullanılarak tespit edildi. Ayrıca 

tüm akciğer kanser hücre hatlarındaki SATB2 gen ekspresyon seviyelerinin EGFR, CK7, 

NCAM1 ve ENO2 gen eskpresyon seviyeleri arasındaki ilişkiler, GraphPad Prism 7 

(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) programı kullanılarak gerçekleştirilen regresyon 

analizi ile tespit edildi. İstatistiksel analizleri de GraphPad Prism 7 ile gerçekleştirildi. Akciğer 

kanser hücre hatlarındaki SATB2, EGFR, CK7, NCAM1 ve ENO2 gen eskpresyon seviyeleri 

web tabanlı Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) programı ile tespit edildi (WEB_6 2019).  

 

3.12. İstatistiksel Analiz 

 

Çalışma boyunca gerçekleştirilen Real-Time PCR, ChIP-PCR ve invazyon 

sonuçlarının istatistiksel olarak anlamlılıkları, IBM-SPSS 23.0 kullanarak Student’s t-test 

yöntemi ile analiz edildi. p<0.05 değerine sahip sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı kabul 

edildi. Sonuçların ortalama değerleri ± standart sapmaları belirtilerek gösterildi. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. TGF-β indüklü EMT sürecinin SATB2 ekspresyonuna etkisi 

 

Öncelikle, TGF-β ile çeşitli KHDAK hücre hatlarında (A549, H1299, PC3, II-18, Hcc78 

ve Hcc193) EMT sürecinin indüklenip, indüklenmediğini tespit etmek için amaçlandı ve 

hücreler TGF-β ile 24 saat süresince kültüre edildi. İndüklenmenin başarılı olması, EMT 

sürecinin en önemli belirteci olan E-kaderin ekspresyon seviyesinin baskılanması 

baskılanmamasına göre değerlendirildi. TGF-β, A549 ve H1299 gibi KHDAK hücre 

hatlarında E-kaderin ifadesini başarılı bir şekilde baskılayarak EMT sürecini indüklerken, 

PC3, II-18, Hcc78 ve Hcc193 KHDAK hücre hatlarında E-kaderin ekspresyonunu 

baskılayamadığı ve dolayısıyla bu hücrelerde EMT sürecini indüklemede başarısız olduğu 

tespit edildi (Şekil 4.1).  

 

 

Şekil 4-1 TGF-β ile 24 saat inkübe edilen A549, H1299, PC3, II-18, Hcc78, Hcc193, MDA-
MB-231 ve MG-63 hücre hatlarındaki E-kaderin ve SATB2 ekspresyonlarındaki değişimlerin 
Western blot analizi ile tespit edilmesi. 
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Daha sonra SATB2’nin bu hücrelerdeki ekpresyon durumunu değerlendirildi. EMT 

sürecinin indüklendiği A549 ve H1299 hücre hatlarında SATB2 ifadesi azalırken, PC3, II-18, 

Hcc78 ve Hcc193 hücre hatların SATB2 ifadesinde herhangi bir değişim gözlenmedi (Şekil 

4.1). Bu sonuçlar doğrultusunda SATB2 ifadesindeki baskılanmanın TGF-β ile indüklenen 

EMT için önemli bir belirteç olarak kullanılabileceğini ve yine SATB2’nin bu süreçte 

düzenleyici bir role sahip olabileceğini düşündük. Bu sonuçların sadece akciğer kanserine 

spesifik olup olmadığını da aydınlatmak istedik. Bunun için TGF-β uyarımına cevap veren 

hücreler olarak bilinen MDA-MB-231 (meme kanseri) ve MG63 (ostesarkoma) kanser hücre 

hatlarını da TGF-β ile uyardık. TGF-β’nın her iki hücre hattında da EMT sürecini başarılı bir 

şekilde indüklediğini ve SATB2 ifadesinin baskılayabildiğini gördük (Şekil 4.1). Bu sonuçlar, 

SATB2 ifadesi ile TGF-β indüklü EMT süreci arasındaki ilişkinin, akciğer kanser türüne 

spesifik olmadığı tüm kanser türleri için ortak bir mekanizma olduğunu göstermiştir.   

 

4.2. SATB2’nin EMT sürecinin belirteçleri üzerindeki etkisi 

 

KHDAK’de TGF-β indüklü EMT sürecinin konu olduğu araştırmalarda sıkça kullanılan 

A549 hücre hattı, çalışmamız için model hücre olarak seçildi. SATB2’nin TGF-β indüklü 

EMT’de düzenleyici bir role sahip olup olmadığını belirlemek istedik. Bunun için, SATB2 

ifadesinin baskılandığı ve aşırı ifade edilen A549 hücrelerini TGF-β uyararak EMT sürecini 

indükleyerek çeşitli epitelyal ve mezenkimal belirteçlerin ekspresyon seviyelerindeki 

değişimleri belirledik. Öncelikle SATB2 ifadesi baskılanan A549 hücrelerde, TGF-β 

uyarımına gerek kalmaksızın E-kaderin, Occludin ve Claudin-1 gibi epitelyal belirteçlerin 

ifadesi baskılandığı, N-kaderin ve Fibronektin gibi mezenkimal belirteçlerin ifadesinin ise 

arttığı gözlendi (Şekil 4-2 ve Şekil 4-3).  

TGF-β indüklü E-kaderin ve Occludin gibi epitelyal belirteçlerin baskılanması SATB2 

susturulan hücrelerde daha kuvvetli şekilde gerçekleştiği tespit edildi (Şekil 4-2 ve Şekil 4-

3). Bununla birlikte, N-kaderin ve Fibronektin gibi TGF-β ile ekspresyonları artan 

mezenkimal belirteçlerdeki bu artışların SATB2 baskılanan hücre gruplarında daha fazla 

olduğu görüldü (Şekil 4-2 ve Şekil 4-3). TGF-β indüklü Claudin-1 baskılanmasında SATB2 

ekspresyon seviyesinin bir önemi olmadığı da gözlendi. Ancak enteresan bir şekilde TGF-β 

indüklü EMT sürecinde baskılanmasını beklediğimiz Zo-1 protein seviyesinin hem SATB2 

ifadesinin baskılandığı hücrelerde hem de TGF-β ile uyarılan hücrelerde arttığı gözlendi. 

Ayrıca SATB2’nin baskılandığı hücrelerde, TGF-β tarafından indüklenen Zo-1 artışının daha 

kuvvetli olduğu tespit edildi (Şekil 4-2 ve Şekil 4-3).  
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Şekil 4-2 SATB2 siRNA transfekte edilmiş veya edilmemiş A549 hücrelerindeki TGF-β 
uyarımının EMT süreci üzerine etkisinin immunofloresans boyama analizi ile gösterilmesi. 

 

 



67 
 

 

Şekil 4-3 SATB2 siRNA transfekte edilmiş veya edilmemiş A549 hücrelerindeki TGF-β 
uyarımının EMT süreci üzerine etkisinin Western blot analizi ile gösterilmesi. 

 

Tez çalışmamızın bu bölümünde “TGF-β uyarımının EMT sürecini kuvvetli bir şekilde 

indüklediği A549 hücrelerinde SATB2’nin aşırı ifadesi, bu indüksiyonu engelleyebilir mi veya 

hafifletebilir mi?” sorusuna yanıt bulmaya çalıştık. Şekil 4-4 ve Şekil 4-5’te görüldüğü üzere, 

SATB2’nin aşırı ifadesi, TGF-β ile indüklenen ve indüklenmeyen A549 hücrelerindeki E-

kaderin ekspresyonunu artırdığı saptandı. Bununla birlikte SATB2’i aşırı ifade A549 

hücrelerindeki TGF-β indüklü E-kaderin downregülasyon şiddetinin, sadece TGF-β ile 

uyarılan hücrelere kıyasla daha az olduğu gözlendi (Şekil 4-4 ve Şekil 4-5). SATB2 aşırı 

ifade edilmiş A549 hücrelerinde Occludin ve Claudin-1 gibi epitelyal belirteçlerin ekspresyon 

seviyelerinin arttığı görüldü. Ancak, SATB2 aşırı ifadesinin TGF-β indüklü Occludin ve 

Claudin-1 inhibisyonlarına etki edemediği tespit edildi (Şekil 4-4 ve Şekil 4-5). Diğer taraftan 

SATB2’nin aşırı ifade edildiği hücrelerde, N-kaderin ve Fibronektin gibi mezenkimal 

belirteçlerin ekspresyon seviyelerinde bir değişim gözlenmedi. SATB2’nin overeksprese 

edildiği hücrelerde Zo-1 ekspresyon seviyesinin anlamlı bir şekilde azaldığı tespit edildi. 

Ancak, SATB2 overekspresyonun TGF-β indüklü Zo-1 artışına etki edemediği gözlendi. 

(Şekil 4-4 ve Şekil 4-5).  
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Şekil 4-4 pcDNA3.1-SATB2 vektörü transfekte edilmiş veya edilmemiş A549 hücrelerindeki 
TGF-β uyarımının EMT süreci üzerine etkisinin immunofloresans boyama analizi ile 
gösterilmesi. 
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Şekil 4-5 pcDNA3.1-SATB2 vektörü transfekte edilmiş veya edilmemiş A549 hücrelerindeki 
TGF-β uyarımının EMT süreci üzerine etkisinin Western blot analizi ile gösterilmesi. 

 

4.3. SATB2’nin EMT süreci üzerindeki etkisinin moleküler temelinin tespiti 

 

TGF-β ile indüklenen EMT süreci, epitelyal genlerin baskılanmasını ve mezenkimal 

genlerin de indüksiyonunu gerçekleştiren transkripsiyon faktörler (EMT-TF) aracılığıyla 

yönetilir. Bu nedenle SATB2’nin, SMAD transkripsiyon faktörlerinin oluşturduğu TGF-β’nın 

kanonikal sinyal yolağınının yanısıra SNAI1, SNAI2 ve ZEB1 gibi EMT-TF’lerin 

regülasyonları üzerindeki etkilerini tespit etmeyi amaçladık. SATB2’nin baskılanması ve aşırı 

ifadesi SMAD yolağının aktifliğinin belirteci olan p-SMAD2/3 seviyesi üzerinde herhangi bir 

etkiye sahip olmadığı görüldü. Benzer şekilde TGF-β’nın kanonikal sinyal yolağınının diğer 

bir faktörü olan SMAD4 ekspresyon seviyesinin de SATB2 ifadesindeki değişimlerden 

etkilenmediği saptandı (Şekil 4-6).  

Diğer taraftan EMT sürecini yöneten SNAI1, SNAI2 ve ZEB1 transkripsiyon 

faktörlerinin SATB2 ile ilişkisi araştırıldı. Hem SATB2’nin baskılandığı hem de aşırı ifade 

edildiği hücre gruplarına bakıldığında, SATB2’nin özellikle SNAI2 ve ZEB1 transkripsiyon 
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faktörleri üzerindeki negatif bir regülatör olarak davrandığını tespit ettik (Şekil 4-6). Ayrıca, 

SATB2 aşırı ifadesinin TGF-β indüklü SNAI2 ve ZEB1 ekspresyonlarındaki artışı inhibe 

ettiği, SATB2 downregülasyonunun ise TGF-β indüklü SNAI2 ve ZEB1 indüksiyonunu 

artırdığı tespit edildi (Şekil 4-6). Diğer taraftan, SATB2’nin upregüle/downregüle edilmiş ve 

TGF-β ile uyarılmamış hücrelerin SNAI1 ekspresyonunda herhangi bir değişim gözlenmedi. 

Ancak, ilginç bir şekilde TGF-β indüklü SNAI1 ekspresyon artışında, SATB2 varlığının 

gerekli olduğu sonucuna vardık (Şekil 4-6).  

 

 

Şekil 4-6 SATB2’nin TGF-β’nın kanonikal sinyal yolağı ve EMT-TF’ler üzerindeki olası 
düzenleyici etkilerinin Western blot analizi ile gösterilmesi.  

 

4.4. SATB2’nin TGF-β ile indüklenen KHDAK hücre invazyonu üzerindeki etkisi 

 

SATB2’nin TGF-β ile indüklenen EMT sürecindeki rolünü tespit ettikten sonra, hücre 

invazyonları üzerindeki rolünü belirlemeyi amaçladık. EMT sürecinin indüklendiği kanser 

hücrelerinin invazyon kapasiteleri, indüksiyonunu şiddeti ile doğru orantılı olarak 

artmaktadır. SATB2 ifadesinin baskılanması, TGF-β uyarımına gerek kalmaksızın EMT 

sürecini indüklemekte başarılı olmuş ve TGF-β’nın EMT indükleyici etkisini de artırmıştı. Bu 

sonuçlar ile paralel olarak, SATB2 ifadesinin baskılanmasının A549 hücre invazyonunu 
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arttırdığı tespit edildi. Ayrıca, TGF-β’nın invazyon indükleyici etkisinin, SATB2 ifadesinin 

baskılanması ile anlamlı ölçüde arttığı da saptandı (Şekil 4-7). 

 

 

Şekil 4-7 SATB2 siRNA transfekte edilmiş veya edilmemiş A549 hücrelerinde TGF-β 
uyarımının hücre invazyonu üzerindeki etkisi. *P <0.05. 

 

Bununla birlikte, SATB2 ekspresyonunun baskılandığı A549 hücrelerinde, SATB2 

ekspresyonunun aşırı ifade olması TGF-β ile indüklenen EMT indüksiyonunun şiddetini 

azaltmıştı (Şekil 4-4 ve Şekil 4-5). SATB2’nin overeksprese edildiği A549 hücrelerinin 

invazyon kapasitelerinde bir inhibisyon gözlense de istatiksel olarak anlamlı bulunmamıştır 

(Şekil 4.18). Ancak, A549 hücrelerinin TGF-β ile indüklenen invazyon kapasitesindeki artışın 

SATB2 overkspresyonu ile anlamlı bir şekilde azaldığı gözlendi (Şekil 4-8). 
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Şekil 4-8 pcDNA3.1-SATB2 transfekte edilmiş veya edilmemiş A549 hücrelerinde TGF-β 
uyarımının hücre invazyonu üzerindeki etkisi. *P <0.05. 

 

4.5. TGF-β indüklü SATB2 baskılanmasının olası moleküler mekanizmasının tespiti 

 

SATB2’nin TGF-β tarafından indüklenen EMT sürecindeki rolünü tespit ettikten sonra, 

“SATB2 ekspresyonu TGF-β tarafından nasıl düzenleniyor?” sorusuna cevap aradık. TGF-

β sinyal yolağının EMT-TF’lerin ekspresyon seviyelerini transkripsiyonel olarak 

düzenledikleri bilgisinden yola çıkarak, SATB2 ekspresyonunu da transkripsiyonel olarak 

regüle edebileceğini düşündük. Biyoenformatik analizlerimizde SATB2 promotor bölgesinde 

E-box, CTCF ve SMAD4 bağlanma motifleri olduğunu tespit ettik (Tablo 4-1).  
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Tablo 4-1 SATB2 promotorunda bağlanma bölgesi bulunan transkripsiyon faktörlerinin 
Transfac (Biobase) analiz sonuçları. 

 

 

Analizlerimiz sonucunda, TGF-β yolağında önemli görevleri olan transkripsiyonel 

faktörlerden SMAD4, CTCF, SNAI1, SNAI2 ve ZEB1’nın, SATB2 ekspresyonu üzerindeki 

etkilerini tespit etmeyi amaçladık. Bu amaç doğrultusunda, SMAD4, CTCF, SNAI1, SNAI2 

ve ZEB1 transkripsiyon faktörlerini hedef alan siRNA’larla A549 hücrelerini transfekte ettik. 

Öncelikle tek tek bu siRNA’ların hedeflerini baskılamaktaki başarısını analiz ettik ve tüm 

hedeflerin başarıyla susturulmuş olduğunu gördük (Şekil 4-9).  

 

 

Şekil 4-9 SMAD4, CTCF, SNAI1, SNAI2 ve ZEB1 siRNA transfekte edilmiş veya edilmemiş 
A549 hücrelerinde TGF-β uyarımının SMAD4, CTCF, SNAI1, SNAI2 ve ZEB1 ifadeleri 
üzerindeki etkisinin Western blot analizi ile gösterimi. 
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Daha sonra, özellikle TGF-β ile indüklenen SATB2 baskılanmasının şiddetini kısmen 

veya tamamen inhibe eden molekülü veya molekülleri tespit etme yolunu izledik. Tekrarlı 

western blot analizlerimiz sonucunda, TGF-β ile indüklenen SATB2 baskılanmasından 

SNAI1 ve SMAD4 transkripsiyon faktörlerinin sorumlu olduğunu tespit ettik (Şekil 4-10). Bu 

sonuçlar ile SNAI1 ve SMAD4 transkripsiyon faktörlerinin, SATB2 ifadesinin doğrudan 

promotor bölgesine bağlanarak ekspresyonunda transkripsiyonel düzenleyiciler olarak rol 

oynayabileceğini hipotez ettik ve daha ileri analizler için bu iki transkripsiyon faktörü ile yola 

devam edildi. 

 

 

Şekil 4-10 SMAD4, CTCF, SNAI1, SNAI2 ve ZEB1 siRNA transfekte edilmiş veya edilmemiş 
A549 hücrelerinde TGF-β uyarımının SATB2 ifadesi üzerindeki etkisinin Western blot analizi 
ile gösterimi. 

 

4.6. SNAI1 ve SMAD4 transkripsiyon faktörlerinin SATB2 ekspresyonu üzerindeki 

etkilerinin ChIP-PCR analizi ile teyit edilmesi  

 

SNAI1 ve SMAD4 transkripsiyon faktörlerinin SATB2 geninin promotor bölgesindeki 

bağlanma bölgelerini JASPAR kullanarak analiz ettik ve yüksek skorda bağlanma gösteren 

bölgeleri belirledik (Şekil 4.20). Tahmini olarak belirlediğimiz bu bölgelere SNAI1 ve SMAD4 

transkripsiyon faktörlerinin bağlanıp bağlanmadığını tespit edebilmek için ChIP-PCR 

deneyleri gerçekleştirdik. Bunun için TGF-β’nın 1 saat uygulandığı hücreler ve 

uygulanmadığı A549 hücrelerinden elde edilen kromatin örneklerini, SNAI1 ve SMAD4 

antikorları kullanarak kromozom immünpresipitasyon gerçekleştirildi.  
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Şekil 4-11 SATB2 promotor bölgesi üzerindeki SNAI1 ve SMAD4 transkripsiyon faktörlerinin 
bağlanma bölgelerinin şematik olarak gösterimi.  

 

Presipitasyon sonucunda elde edilen DNA örneklerini ayrı ayrı SNAI1 ve SMAD4 

bölgeleri için tasarladığımız primerleri kullanarak qRT-PCR analizlerini gerçekleştirdik 

(Tablo 3-6). SNAI1 antikoru presipite ettiğimiz ChIP DNA örnekleri ve Snail bağlanma 

bölgesini hedef alan primerler kullanarak gerçekleştirdiğimiz qPCR yöntemi aracılığıyla her 

iki bağlanma bölgesininde, TGF-β ile muamele edilen örneklerde kontrole oranla yaklaşık 3 

katlık bir artış olduğunu tespit ettik (Şekil 4.21). Aynı şekilde SMAD4 antikoru presipite edilen 

ChIP DNA örneklerinin Smad4 bağlanma bölgesini hedef alan primer ile yapılan analizlerde 

de TGF-β uygulanan örnekte kontrole oranla yaklaşık olarak 5 katlık bir artış saptadık (Şekil 

4.21). 

 

 

Şekil 4-12 SNAI1 ve SMAD4 transkripsiyon faktörlerinin SATB2 promotoruna 
bağlanmasının ChIP-PCR yöntemi ile tespit edilmesi. 
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4.7. Küçük hücreli akciğer karsinomasında (KHAK) TGF-β sinyal yolağı ve SATB2 

arasındaki ilişkinin belirlenmesi 

 

Çalışmamız boyunca elde ettiğimiz sonuçlar doğrultusunda SNAI1 ve SMAD4 

transkripsiyon faktörlerinin TGF-β ile indüklenen SATB2 baskılanmasından doğrudan 

sorumlu olduğu ve TGF-β sinyal yolağının aktivasyonu ile SATB2 ekspresyon seviyesi 

arasında ters bir korelasyonun varlığını gösterildi. Bu kapsamda TGF-β sinyal yolağının 

inaktif olduğu literatürdeki birçok çalışma ile bilinen akciğer kanserinin diğer histolojik alt 

grubunu temsil eden Küçük hücreli akciğer karsinoması (KHAK) çalışmamıza dahil edildi 

(Murai vd. 2015). Böylece SATB2’nin akciğer kanser patogenezindeki rolünü tüm yönleriyle 

aydınlatmayı amaçladık. Öncelikle, KHDAK ve KHAK hücre dizilerinin TGF-β uyarımına 

karşı cevaplarını test ettik. TGF-β’nın, KHDAK hücre hatlarında (A549, H1703 ve H1299) p-

SMAD2/3 seviyesini artırarak bu yolağı aktive etmesine karşın, H82 ve H209 gibi KHAK 

hücre hatlarında ise yolağı aktive edemediği gözlendi. Ancak, N417 hücre hattında düşük 

seviyede bir aktivasyonun gerçekleştiği saptandı (Şekil 4-13). Bu bağlamda, TGF-β 

uyarımına kısmi olarak yanıt verebilmesi ve adherent çoğalabilmesi gibi diğer KHAK hücre 

hatlarından farklı karakterlere sahip olması açısından, çalışmamızda KHAK hücre modeli 

olarak N417 hücre dizisinin kullanılması uygun bulundu. 

 

 

Şekil 4-13 TGF-β ile 2 saat süresince inkübe edilmiş A549, H1703, H1299, H82, H209 ve 
N417 hücre hatlarındaki p-Smad2/3 ve Smad2/3 seviyelerinin Western blot ile belirlenmesi. 
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N417 hücrelerinde TGF-β uyarımına karşı gözlenen kısmi cevabın, SATB2 

ekspresyonu üzerindeki etkisini inceledik. Bu bağlamda, TGF-β ile uyarılan N417 

hücrelerinde SATB2 ekspresyonun başarılı bir şekilde baskılandığını saptadık (Şekil 4-14). 

Ayrıca, KHDAK hücrelerinde TGF-β aracılı SATB2 baskılanmadan sorumlu olduğunu tespit 

ettiğimiz SNAI1 ve SMAD transkripsiyon faktörlerinin susturulduğu N417 hücrelerinde, TGF-

β indüklü SATB2 baskılanmasının anlamlı şekilde inhibe olduğu gözlendi (Şekil 4-14). Bu 

sonuçlar ile KHDAK hücrelerindeki TGF-β yolağının aktivasyonu ve SATB2 ekspresyonu 

arasındaki ilişkinin KHAK hücrelerinde de korunduğunu gösterildi. 

 

 

Şekil 4-14 SMAD2/3, SMAD4, SNAI1 ve Kontrol siRNA ile transfekte edilmiş N417 
hücresinin TGF-β ile 24 saat süre inkübasyonu sonucunda SATB2 ekspresyon değişimlerin 
qPCR yöntemi ile tespit edilmesi. *P <0.05. 

 

4.8. KHAK ve KHDAK hücrelerinin SATB2 profilleri  

 

“MORPHEUS” adlı biyoenformatik yazılım programında 500’den fazla hücre hatlarının 

gen ekspresyon profillerinin yer aldığı “depmap” platformu kullanılarak KHDAK ve KHAK 

akciğer kanser alt gruplarındaki TGF-β sinyal yolağında fonksiyon gösteren kilit moleküllerin 

SATB2 ile ilişkisini heatmap yöntemiyle araştırdık. Şekil 4-15’te görüldüğü üzere, TGF-β 

sinyal yolağının aktivasyonu için kritik olan TGFBR2 ve SMAD3 ekspresyonlarının KHAK 

hücrelerinde downregüle olduğu, SATB2’nin ise upregüle olduğu tespit edildi (Şekil 4-15).  
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Şekil 4-15 TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3, SMAD2, SMAD3, SMAD4, SMAD7 ve SATB2’nin, KHDAK ve KHAK akciğer kanser alt 
gruplarındaki ekspresyonlarının heatmap ile profillendirillenmesi. 
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Şekil 4-15’te görülen biyoenformatik programından elde etmiş olduğumuz verileri, 

çeşitli KHDAK ve KHAK hücre hatlarındaki SATB2 ekspresyon seviyelerini karşılaştırarak 

teyit etmeyi amaçladık. Bunun için normal kültür şartlarında proteinleri izole edilmiş çeşitli 

KHDAK ve KHAK hücre hatlarındaki SATB2 protein seviyelerini tespit ettik ve beklediğimiz 

üzere TGF-β yolağı aktif olmayan KHAK hücre dizilerindeki SATB2 ekspresyonunun, 

KHDAK hücre dizilerindekine göre daha yüksek olduğunu gördük (Şekil 4-16). 

 

 

Şekil 4-16 Normal kültür şartlarındaki KHDAK hücre hatlarındaki (H1299, A549, H1703, 
H1975, PC-9 ve H1650) ve KHAK (H82, H209 ve N417) hücre hatlarındaki SATB2 protein 
seviyelerinin Western blot analizi ile tespit edilmesi. 

 

4.9. SATB2’nin KHDAK hücrelerinin KHAK-benzeri nöroendokrin farklılaşmalarındaki 

olası düzenleyici rolünün tespiti 

 

Nöroendokrin tümörler, akciğer kanserlerinin yaklaşık olarak %20’sini oluşturmakta ve 

bunun da büyük bir çoğunluğunu KHAK alt grubu temsil etmektedir (van Meerbeeck vd. 

2011). Nöroendokrin fenotip sergilemesinden dolayı KHAK’nin histopatoloji tanılarında 

çeşitli nöroendokrin belirteçleri kullanılmaktadır. SATB2 proteininin ise çeşitli nöron 

hücrelerinin farklılaşmasını düzenleyerek nöronal hücrelerin fizyolojisinde önemli bir role 

sahip olduğu bilinmektedir (Gyorgy vd. 2008). Ayrıca yakın zamanda yapılan çalışmalarla 

KHDAK hastalarında uygulanan kanser terapisine karşı gelişen farklı bir direnç 

mekanizmasının varlığı rapor edildi. Bu mekanizmanın da KHDAK hücrelerinin farklılaşarak 

KHAK-benzeri nöroendokrin hücre özelliklerinin kazanmasıyla ilişkili olduğu belirtilmiştir 

(Yuan vd. 2019). Bu kapsamda KHAK hücre dizilerinde ve KHDAK alt grubuna bağlı 

nöroendokrin hücre karakteri sergileyen büyük hücreli akciğer karsinomu kategorisinde olan 

H1299 hücre dizisinde SATB2 ekspresyonunun aşırı ifade edilmesi, nöroendokrin tümörlerin 

gelişimlerinde ve KHDAK hücrelerinin nöroendokrin farklılaşmalarında SATB2’nin önemli bir 

role sahip olabileceğini hipotez ettik. Bu doğrultuda hipotezimizi doğrulamak adına CCLE 
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bioinformatik programı aracılığıyla KHAK tanısında kullanılan çeşitli belirteçlerin SATB2 

ekspresyonu ile korele olup olmadıklarını inceledik (WEB_6 2019). Bu biyoenformatik 

analizlerimiz sonucu, SATB2 ekspresyonun nöroendokrin özelliklere sahip KHAK 

hücrelerinde aşırı ifade edilen NCAM1 ve ENO2 (NES) ekspresyonları ile pozitif anlamlı bir 

korelasyona sahip olduğu, bunun aksine KHAK hücrelerinde ifadelerinin baskılandığı bilinen 

EGFR ve CK7’nin SATB2 ekspresyonu ile negatif bir korelasyon sergilediğini tespit ettik 

(Şekil 4-17).  

 

 

Şekil 4-17 187 adet KHDAK ve KHAK hücre hatlarındaki NCAM1, NSE, EGFR ve CK7 
mRNA seviyelerinin SATB2 mRNA seviyesi ile aralarındaki ilişkilerin regresyon analizi ile 
tespit edilmesi. 
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Ayrıca, KHDAK hücrelerinin KHAK benzeri nöroendokrin farklılaşma sürecinde 

ekspresyonları baskılanan EGFR ve CK7 moleküllerinin SATB2’nin aşırı ifade edildiği 

H1299 hücresinde azalıp azalmadığını qPCR ile belirlemek istedik. Şekil 4-17’deki 

sonuçlarla paralel bir şekilde, SATB2’nin aşırı ifadesinin EGFR ve CK7 ekspresyonlarının 

anlamlı bir şekilde baskılanmasına yol açtığını ve böylece SATB2’nin, KHDAK hücrelerinin 

KHAK benzeri nöroendokrin farklılaşmasını in vitro olarak indükleyebileceğini tespit ettik 

(Şekil 4-18). Tüm bu sonuçlar, SATB2’nin hem nöroendokrin tümörlerin patogenezinde hem 

de KHDAK hücrelerinin terapiye karşı direnç mekanizması olarak geliştirdikleri nöroendokrin 

farklılaşmaları süreçlerinde önemli bir role sahip olacağı yönündeki hipotezimi desteklemiştir 

 

 

Şekil 4-18 SATB2’nin aşırı ifade edildiği NCI-H1299 hücre gruplarında EGFR ve CK7 
ekspresyonlarındaki değişimlerin qPCR ile tespit edilmesi. *P <0.05. 

 

4.10. Mikroarray  

 

Çalışmamızın bundan sonraki sürecinde H1299 KHDAK hücre hatlarında SATB2’nin 

aşrı ifade edilmesi ve H1299 hücrelerine kıyasla SATB2 ifadesinin daha yüksek olduğu 

N417 KHAK hücre hatlarında da SATB2 ekspresyonunun baskılanması yoluyla akciğer 

kanser hücrelerindeki genel ekspresyon profil değişimlerini Microarray (Affymetrix’s Human 

GeneST array) aracılığıyla tespit etmeyi amaçladık. Böylelikle, SATB2’nin KHDAK ve KHAK 

hücrelerinin EMT ve invazyon gibi süreçlerin yanısıra nöroendokrin farklılaşma sürecindeki 

rolünü de aydınlatabileceğimizi düşündük. 
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4.10.1. Mikroarray örneklerinin hazırlanması 

 

Öncelikle array çalışmalarına göndereceğimiz örneklerdeki SATB2 aşırı ifadesinin ve 

baskılanmasının başarılı bir şekilde gerçekleşip gerçekleşmediğini teyit ettik. H1299 

hücrelerinde SATB2’nin başarılı bir şekilde aşırı ifade edildiği ve N417 hücrelerinde de 

SATB2’nin anlamlı olarak baskılandığını tespit ettik (Şekil 4-19). 

 

Şekil 4-19 H1299 hücrelerinde SATB2 ekzojen ekspresyonunun ve N417 hücrelerinde 
SATB2’nin baskılanmasının Western Blot ve qPCR yöntemleri ile teyit edilmesi. **P < 0.01. 

 

4.10.2. Mikroarray analizinin genel hatlarıyla değerlendirilmesi  

 

SATB2 ekspresyon değişimleri başarılı bir şekilde doğrulanan örnekler, mikroarray 

gerçekleştirici firmanın (Macrogen) kurallarına uygun şekilde hazırlanarak gönderildi. 

Mikroarray çalışmamız 33500 kodlanan transkriptleri ve 11000 kodlanmayan transkriptleri 

tespit edilmesi için tasarlanan “Affymetrix’s Human GeneST array” platformunda 

gerçekleştirildi. Array sonuçları genel itibariyle hiyerarşik sınıflama yapılarak heatmap 

haritası üzerinde Şekil 4-20’de gibi gösterildi. 
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Şekil 4-20 SATB2’nin baskılandığı N417 ve aşırı ifade edildiği H1299 hücre gruplarındaki 
gen ekspresyon değişim profillerinin heatmap ile genel gösterimi. 

 

Elde edilen array sonuçlarına göre “cut-off” kat değişimi (fold change, FC) değeri “1,5” 

kat üzeri olarak değerlendirildiğinde SATB2’nin baskılandığı N417 hücresinde 1122 genin 

upregüle, 994 genin de downregüle ve “cut-off” kat değişimi (fold change, FC) değeri “2” kat 

üzeri olarak değerlendirildiğinde ise 120 genin upregüle, 104 genin de downregüle oldukları 

belirlenmiştir (Şekil 4-21).  
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SATB2’nin aşırı ifade edildiği H1299 hücresindeki değerleri incelediğimizde, “cut-off” 

kat değişimi (fold change, FC) değerinin “1,5” kat üzeri olarak uygulanmasında 263 genin 

upregüle, 268 genin de downregüle ve “cut-off” kat değişimi (fold change, FC) değeri “2” kat 

üzeri olarak baz alındığında ise 41 genin upregüle, 22 genin de downregüle oldukları 

görülmüştür (Şekil 4-21).    

 

 

Şekil 4-21 SATB2’nin baskılandığı N417 ve aşırı ifade edildiği H1299 hücre gruplarında 
|FC|>=1,5 veya>=2 değerlerine göre ekspresyonun arttığı/azaldığı tespit edilen gen sayıları. 

 

4.10.3. Mikroarray sonuçlarının filtrelenerek analizi 

 

SATB2’nin baskılandığı hücre grubunda ekspresyon seviyelerinin artarak SATB2’nin 

aşırı ifade edildiği hücre grubunda ise ekspresyonları azalan veya tam tersi SATB2’nin 
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baskılandığı hücre grubunda ekspresyon seviyelerinin azalarak SATB2’nin aşırı ifade 

edildiği hücre grubunda ise ekspresyonları artan genleri tespit etmeyi amaçladık. Böylece, 

ekspresyonları doğrudan SATB2 ile ilişkili olan genleri daha sağlıklı bir şekilde 

filtreleyeceğimizi düşündük. Array sonuçlarımızı bu bağlamda değerlendirdiğimizde, 5 adet 

kodlanan RNA (mRNA), 4 adet uzun-kodlanmayan RNA (lnRNA) ve 7 adet de miRNA 

(mikroRNA) sınıfına ait gen tespit ederek heatmap yöntemi ile gösterildi (Şekil 4-22). 

Filtrelenen mikroarray sonuçlarımıza bu genlerin OR5MP, IGHG1, SIGLEC7, CYP11B2 ve 

SPATA31D3 (mRNA), OVOS, LOC105369595, LOC102724698 ve LOC100996624 

(lnRNA) ve MIR657, MIR1200, MIR1229, MIR1234, MIR1243, MIR3147 ve MIR4779 

(miRNA) olduğu tespit edildi (Şekil 4-22). 

 

 

Şekil 4-22 SATB2’nin baskılandığı N417 ve aşırı ifade edildiği H1299 hücre gruplarında 
anlamlı değişimi gözlenen ve filtrelenen genlerin heatmap ile gösterilmesi. 

 

4.10.4. Mikroarray sonuçlarının Gen Set Zenginleştirme Analizi (GSEA) 

 

Gen Set Zenginleştirme Analizi (GSEA) analizi kullanılarak bu değişimi gözlenen 

genlerin istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde hangi moleküler mekanizmalarda rol alan gen 

setlerinde yer aldığını araştırdık. Her iki hücre grubunda da ortak olarak “kanserde rol alan 
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miRNA” ve “PI3K-Akt signaling pathway” sınıfına ait gen setindeki değişimlerin istatistiksel 

öneme sahip olduğunu tespit ettik. PI3K-Akt sinyal yolağına ait herhangi bir genin 

filtrelediğimiz genler içerisinde olmamasından dolayı, sadece SATB2 ile ilişkili miRNA’lara 

odaklandık (Şekil 4-23).   

 

 

Şekil 4-23 SATB2’nin baskılandığı N417 ve aşırı ifade edildiği H1299 hücre gruplarında 
değişimi gözlenen genlerin rol aldığı moleküler mekanizmaların GSEA analizi ile tespit 
edilmesi. 

 

4.10.5. Filtrelenen mikroarray sonuçlarının Real-Time PCR ile teyit edilmesi  

 

Mikroarray sonuçlarımıza uygulamış olduğumuz filtrelemeler ile tespit edilen miR-657, 

miR-1200, miR-1229, miR-1234, miR-1243, miR-3147 ve miR-4779 genlerin 

ekspresyonlarındaki değişimleri, tekrarlanan bağımsız hücre gruplarımızda Real-Time PCR 

yöntemi ile teyit etmeyi amaçladık. miR-1243 ve miR-4779 ekspresyon seviyelerinin 

SATB2’nin baskılandığı N417 hücresinde arttığı ve SATB2’nin aşırı ifade edildiği H1299 
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hücresinde ise azaldığı tespit edildi (Şekil 4-24). Ancak diğer miRNA genlerinde gözlenen 

ekspresyon değişimleri mikroarray sonuçlarımızla tutarlı olmadığı saptandı. Sonuç olarak, 

sadece miR-1243 ve miR-4779’deki değişimlerin, mikroarray sonuçlarıyla anlamlı şekilde 

tutarlı olduğu belirlendi.  

 

 

Şekil 4-24 SATB2’nin baskılandığı N417 ve SATB2’nin aşırı ifade edildiği H1299 hücre 
gruplarındaki miRNA’ların ekspresyonlarındaki değişimlerin qPCR yöntemi ile tespit 
edilmesi. *P <0.05 ve **P < 0.01. 

 

Son olarak miR-1243 ve miR-4779 ekspresyonlarının, SATB2’nin ve akciğer kanser 

hücrelerinin nöroendokrin karakter sergilemesi arasında negatif bir korelasyon olabileceğini 

hipotez ettik.  Daha sonra bu hipotezimizi doğrulamak adına KHDAK hücre dizisi H1299 ve 

KHAK hücre dizisi N417’deki miR-1243 ve miR-4779 ekspresyon seviyelerini karşılaştırdık. 

Beklediğimiz üzere, SATB2 ifadesinin daha yüksek olduğu nöroendokrin kökenli KHAK 

hücre dizisi N417’deki miR-1243 ve miR-4779 ekspresyon seviyelerinin KHDAK hücre dizisi 

H1299’a kıyasla dramatik şekilde düşük seviyede olduğu tespit edildi (Şekil 4-25). 
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Şekil 4-25 Normal kültür şartlarındaki H1299 ve N417 hücrelerindeki SATB2, miR-1243 ve 
miR-4779 ekspresyon seviyelerinin qPCR yöntemi ile tespit edilmesi. *P <0.05 ve **P < 0.01. 

 

4.10.6. SATB2 ile regüle edilen miR-1243 ve miR-4779’un olası hedeflerinin tespiti 

 

SATB2 tarafından regüle edildiğini tespit etmiş olduğumuz miR-1243 ve miR-4779 

miRNA genlerinin olası hedeflerinin tespiti için, web tabanlı “DIANATOOLS” miRNA-hedef 

gen tahmin aracı kullanıldı (WEB_7 2019). Bu biyoenformatik araç, hem miRNA’ların tahmini 

hedef genlerinin tespit edilmesinde hem de bu olası hedef genlerin hangi sinyal yolaklarında 

rol aldıklarının belirlenmesinde kullanılmaktadır. Öncelikle, tümdengelimci bir yaklaşımla 

miR-1243 ve miR-4779 miRNA genlerinin, karsinogenez sürecine katılan hangi sinyal 

yolaklarını regüle edebileklerini tespit etmeyi amaçladık. Bu bağlamda, miR-1243 ve miR-

4779 genlerinin ortak bir şekilde TGF-β, Hippo ve tiroid hormon sinyal yolaklarını hedef 

alabileceklerini tespit ettik (Şekil 4-26). Bu analizlere göre, miR-1243’ün TGF-β sinyal 

yolağında 4, Hippo sinyal yolağında 3 ve tiroid hormon sinyal yolağında da 3 farklı geni 

tahmini olarak hedef alabileceği, diğer taraftan miR-4779’un ise TGF-β sinyal yolağında 4, 

Hippo sinyal yolağında 8 ve tiroid hormon sinyal yolağında da 6 farklı geni tahmini olarak 

hedef alabileceği görüldü (Şekil 4-26).  
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Şekil 4-26 miR-1243 ve miR-4779 genlerinin tahmini hedeflerine dayalı “gene enrichment” 
analiz sonuçları. 

Son olarak, “gene enrichment” analizi ile tespit edilen miR-1243 ve miR-4779 miRNA 

genlerinin ilgili sinyal yolaklarındaki tahmini hedef genleri aşağıda Tablo 4-2’de listelenmiştir.  

 

Tablo 4-2 miR-1243 ve miR-4779’un ilgili sinyal yolaklarındaki tahmini hedef genleri. 

 TGF-β yolağı Hippo yolağı Tiroid hormon yolağı 

miR-1243 
SMAD2, SMURF2, 

SKP1 ve SMAD4 

SMAD2, SMAD4 ve 

CTNNA1 

SLC16A10, KRAS ve 

MED4 

miR-4779 
ACVR1B, SMURF1, 

SMAD5 ve BMPR2 

BTRC, APC, YWHAB, 

WWTR1, DLG3, BBC3, 

FBXW11 ve BMPR2 

ATP1B2, SLCO1C1, 

THRA, NCOR1, STAT1 

ve PRKACB 
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5.  TARTIŞMA 

 

Akciğer kanseri, 5 yıllık sağ kalım oranın yaklaşık %18 olması ile dünya çapında 

kansere bağlı ölümlerin en önde gelen nedenidir ve erken tanısının zorluğu nedeniyle 

akciğer kanseri hastalarının %80 gibi büyük bir çoğunluğuna etkin bir tedavi 

uygulanamamaktadır (Quintanal-Villalonga vd. 2019). Akciğer kanseri temel olarak, 

vakaların yaklaşık %85’ini temsil eden küçük hücreli dışı akciğer kanseri (KHDAK) ve yine 

yaklaşık olarak %15’ini temsil eden küçük hücreli akciğer kanseri (KHAK) olmak üzere iki 

ana histolojik grupta sınıflandırılmaktadır. KHDAK ise kendi içinde adenokarsinoma, 

skuamoz hücreli karsinoma ve büyük hücreli karsinoma olarak alt gruplara ayrılmaktadır ve 

bu alt gruplar akciğer kanser vakalarının sırasıyla %40, %30 ve %10’unu oluşturmaktadırlar 

(Travis vd. 2015). Ancak, akciğer kanser patobiyolojisinin aydınlatılması yönündeki 

gelişmeler, yeni hedeflenmiş terapi stratejilerinin ve kemoterapötik ajanların geliştirilmesinin 

göz önüne alındığı daha kapsamlı bir histopatolojik bir sınıflandırmayı zorunlu kılmıştır 

(Zugazagoitia vd. 2017) ve bu bağlamda akciğer kanserinin histopatolojik sınıflandırılması 

güncellenmiştir (Tablo 2-1).   

Akciğer kanser vakalarında EGFR, KRAS, BRAF, ALK, ROS1, FGFR1 ve PI3K gibi 

çeşitli proto-onkogenlerdeki genetik mutasyonlar veya yeniden düzenlenmeler 

(rearrangement) sıklıkla görülmektedir. Bunun yanında gün geçtikçe onkogenik aktivasyona 

yol açan bu mutasyonları veya yeniden düzenlenmeleri hedef alan yeni inhibitörler ve ajanlar 

geliştirilmektedir. Ancak tüm bu ilerlemelere karşın, akciğer kanserinin olağanüstü derecede 

heterojenite göstermesi, genelleştirilmiş bir tedavi yaklaşımına olanak vermemektedir. Bu 

nedenle, öncelikle akciğer kanser tedavisindeki en büyük zorluklardan biri olan bu 

heterojenik fenotipin tüm yönleriyle aydınlatılması gerekmektedir. Akciğer kanserinin erken 

teşhisi için etkili diagnostik metodların geliştirilmesi ve klinik tedavi yöntemlerinin etkinliğin 

artıracak yeni stratejilerin tanımlanması, akciğer kanseri ile etkin bir mücadelenin temelini 

oluşturmaktadır. Son dönemde moleküler tekniklerdeki olağanüstü gelişmeler ile akciğer 

kanseri gelişiminin ve heterojenitesinin altında yatan moleküler mekanizmaların 

aydınlatılmasında büyük ilerlemeler kaydedilmektedir. (Quintanal-Villalonga vd. 2019).  

Epigenetik mekanizmalar, akciğer kanserinin oluşumunda, gelişiminde ve 

heterojenitesinde kritik bir öneme sahiptirler. Bu kapsamda HOXA2, HOXA4, NKX2–1 (TTF-

1), ZNF132, GATA2, KCNIP4, ZEB2 ve FOXF1 gibi transkripsiyon faktörleri, akciğer 

kanserinin tetikleyici faktörleri olarak tanımlanmıştır. Ancak, kromatin modifiye edici faktörler 

olarak bilinen moleküller, büyük çaplı gen ekspresyon değişimlerini kontrol edebilmeleri ve 
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genomik stabiletinin korunmasıdaki rolleri nedeniyle transkripsiyon faktörlerden daha 

kapsamlı bir şekilde hücrenin kaderini belirleme yeteneğine sahiptirler. Örneğin; EZH2, 

LSD1, SMARCA4, DNMT1 ve DNMT3A gibi kromatin modifiye edici karaktere sahip 

epigenetik faktörlerdeki anormal ekspresyonları, akciğer kanser hücrelerinin agresif bir 

fenotipe sahip olmasına yol açmaktadırlar. Bunlar büyük çaplı gen ekspresyon 

değişimlerinin regülasyonunu sağlayarak akciğer kanserinin oluşumuna, gelişimine ve 

heterojenitesine büyük katkı sağlamaktadırlar (Quintanal-Villalonga vd. 2019). Bu bağlamda 

kromatin yapısını epigenetik faktörlerden daha kapsamlı bir şekilde değiştirebilme 

kabiliyetinde olan, büyük çaplı gen ekspresyon profillerinin belirlenmesinde ve kontrolünde 

rol alarak embriyonik gelişim ve farklılaşma süreçlerini yöneten kromatin yeniden modelleme 

moleküllerinin, kanserleşme sürecinde de kritik roller üstlendikleri rapor edilmektedir (Chen 

vd. 2019, Naik vd. 2019). Sonuç olarak akciğer kanserinin gelişiminin hemen her 

kademesinde kritik rol oynayan epigenetik regülasyondaki bozuklukların aydınlatılması, hem 

güvenilir diagnostik ve prognostik belirteçlerin belirlenmesi hem de etkili tedavi stratejilerinin 

keşfedilmesi için elzemdir.  

Tez çalışmamızda, KHDAK hücrelerinin TGF-β tarafından indüklenen EMT ve 

invazyon süreçlerinde, SATB2’nin düzenleyici rolünü moleküler mekanizmalarıyla 

aydınlatılmayı amaçladık. EMT, epitel kökenli hücrelerin hücre-hücre bağlantıları ve 

apikobazal polarite gibi epitel karakterlerini kaybettikleri, bununla birlikte artan migrasyon-

invazyon yeteneği ve ön-arka polariteye sahip olma gibi mezenkimal hücre özellikleri 

kazandıkları bir süreçtir (Nieto vd. 2016, Pastushenko vd. 2019).  EMT’nin indüksiyonundan 

sorumlu birçok yeni regülatör protein, miRNA ve lnRNA’lar tanımlanmasına karşın, EMT 

sürecinin altında yatan mekanizmalar tam olarak anlaşılamamıştır. Metastatik kaskatın 

hemen her aşamasında kritik öneme sahip olan EMT süreci, büyük çaplı epigenetik yeniden 

programlamanın gerektiği ve buna bağlı olarak da çok çeşitli kromatin modifiye edici ve 

kromatin yeniden modelleme proteinlerinin görevlendirildiği yüksek plastisiteye sahip, 

oldukça karmaşık bir süreçtir (Dongre vd. 2019, Lamouille vd. 2014). Bu bağlamda, yüz-

kafatası gelişimi ve osteoblast farklılaşması gibi biyolojik süreçlerde önemli görevler 

üstlenen ve hem bir transkripsiyon faktör hem de kromatin yeniden modelleme 

fonksiyonlarına sahip olan SATB2’nin, EMT sürecinin yönetilmesinde de kritik rol 

oynayabileceğini hipotez ettik.  
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EMT indüksiyonunun fenotipik belirteçlerinden en önemlisi, E-kaderin/N-kaderin 

değişimidir. SATB2 ekspresyonunun baskılandığı A549 hücrelerinde, TGF-β uyarımına 

gerek kalmaksızın E-kaderin/N-kaderin değişiminin indüklendiğini ve ayrıca TGF-β 

tarafından indüklenen bu değişimin daha dramatik şekilde gerçekleştiği tespit edildi (Şekil 4-

2 ve Şekil 4-3). Diğer taraftan SATB2’nin aşırı ifade edildiği A549 hücrelerindeki E-kaderin 

ve N-kaderin protein seviyelerini incelediğimizde, TGF-β ile indüklenen E-kaderin 

baskılanmasındaki şiddetin kısmen azaldığı, N-kaderin upregülasyonunda ise bir 

inhibisyonun olmadığı gözlendi (Şekil 4-4 ve Şekil 4-5). Bu sonuçlar SATB2’nin, E-kaderin 

ekspresyonunun regülasyonuna doğrudan katıldığını, N-kaderin ekspresyonunu ise dolaylı 

yollardan etkileyebildiğini göstermektedir. E-kaderin ve N-kaderin genlerinin transkripsiyonel 

regülasyonunda her ne kadar benzer transkripsiyon faktörler görev alsa da bu süreçler 

birbirinden bağımsız bir şekilde ve EMT-TF’lerin farklı kromatin modifiye edici moleküller ile 

oluşturdukları kompleksler tarafından yönetilmektedir (Lamouille vd. 2014, Skrypek vd. 

2017). Bu bağlamda, EMT sürecinde E-kaderin ekspresyonun baskılanmasında H3K27’daki 

deasetilasyon ve metilasyon modifikasyonlarının kullanıldığı ve N-kaderin ekspresyonun 

indüklenmesinde ise H3K4me metilasyon mekanizmasının rol oynadığı bilinmektedir. Bu 

mekanizmalar aracılığıyla E-kaderin geninin olduğu kromatin yapısı inaktif duruma gelirken, 

N-kaderin gen bölgesindeki kromatin yapısı aktifleşmektedir (Wu vd. 2012). Yakın zamanda 

yayınlanan bir çalışmada ise SATB2 ekspresyonundaki artışın H3K4me seviyesi üzerinde 

bir etkiye sahip olmadığı gösterilmiştir (Wang vd. 2019). Bu bulgular, SATB2’nin N-kaderin 

gibi mezenkimal genlerin indüksiyonunda doğrudan rol oynamadığını göstermekte ve 

sonuçlarımızı desteklemektedir. Yine aynı çalışmada, SATB2 ekspresyon seviyesinin E-

kaderin ekspresyonunun baskılanmasında önemli kromatin modifikasyonlarından biri olan 

H3K27ac bölgesinin deasetilasyon seviyesi ile pozitif bir korelasyona sahip olduğu rapor 

edilmiştir (Wang vd. 2019). Ayrıca, farklı bir çalışmada ise SATB2 ekspresyonun 

mezenkimal gen ekspresyonlarından ziyade E-kaderin ekspresyonu ile ilişkili olduğu da 

gösterilmiştir (Xu vd. 2019). Bu bilgiler ışığında, SATB2’nin E-kaderin regülasyonuna 

doğrudan katıldığını gösteren bulgularımızın literatür ile uyumlu olduğu görülmektedir.  

SATB2’nin, E-kaderin/N-kaderin değişiminin dışında diğer epitelyal belirteçler 

(Occludin, Claudin ve Zo-1) ve mezenkimal belirteçler (Fibronektin) üzerindeki etkileri de 

araştırıldı. Bu bağlamda TGF-β’nın, A549 hücrelerindeki Occludin ve Claudin 

ekspresyonlarını baskılandığını, Fibronektin ekspresyonunu ise başarılı bir şekilde 

indüklediği görüldü. Ancak, TGF-β’nın diğer bir epitelyal belirteç olan sıkı bağlantı proteini 

Zo-1 ekspresyonunu baskılamak yerine indüklediğini tespit ettik. SATB2’nin susturulduğu 
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A549 hücrelerinde, TGF-β’nın Zo-1 üzerindeki etkisinin arttığı görülürken, SATB2’nin aşırı 

eksprese edildiği A549 hücrelerinde ise TGF-β indüklü Zo-1 upregülasyonunun negatif 

yönde etkilediği gözlendi (Şekil 4-2, Şekil 4-3, Şekil 4-4 ve Şekil 4-5). Bu sonuçlar, 

SATB2’nin EMT sürecindeki Zo-1’in pozitif regülasyonunda doğrudan görev aldığını 

göstermiştir. Zo-1 proteinin tümör baskılayıcı rolünün yanısıra onkogenik rolünü gösteren 

çalışmalar bulunmaktadır (Kleeff vd. 2001, Smalley vd. 2005). Ayrıca bir başka çalışmada 

ise TGF-β’nın, sonuçlarımızla paralel olarak A549 hücrelerinde Zo-1 ekspresyonunu 

indüklediğini ve hücre migrasyonunu regüle ettiğini raporlandırılmıştır (So Hee vd. 2015). 

Dolayısıyla bu çalışmalar, literatürde ilk kez ortaya çıkarmış olduğumuz SATB2 ve Zo-1 

arasında beklenmeyen ilişkiyi destekler niteliktedir.  

SATB2’nin hücre-hücre bağlantılarını sağlayan diğer EMT belirteçleri üzerindeki 

etkilerini incelediğimizde, özellikle TGF-β indüklü EMT sürecinde E-kaderin ile birlikte 

Occludin ekspresyonunun da doğrudan SATB2 tarafından negatif olarak regüle edildiği 

tespit edilmiştir (Şekil 4-2, Şekil 4-3, Şekil 4-4 ve Şekil 4-5). Literatürde SATB2 ve Occludin 

ekspresyonları arasında ilişkiyi gösteren bir veri bulunmamaktadır ve çalışmamız, bu iki 

protein arasındaki ilişkiyi açıklayan ilk çalışma olması bakımından literatüre katkı 

sağlamıştır. Temel olarak sonuçlarımız, EMT sürecinde E-kaderin ve Occludin 

ekspresyonlarının baskılanma olaylarının birlikte yürütüldüğünü ve SATB2’nin bu süreçlere 

bir regülatör olarak karıştığını açıkça göstermektedir. Bu kapsamda sonuçlarımızla uyumlu 

olarak meme kanser hücre modelinde TGF-β indüklü EMT sürecini araştıran bir çalışmada, 

SNAI1-SMAD3/4 kompleksinin E-kaderin, Occludin ve diğer bir sıkı bağlantı proteinini 

kodlayan CAR geninin ekspresyonlarını promotor bölgelerine bağlanarak eş-zamanlı olarak 

baskıladıkları gösterilmiştir (Vincent vd. 2009). Dolayısıyla, E- kaderin ve Occludin gen 

ekspresyonları üzerinde benzer etkiye sahip olan SATB2’nin, SNAI1-SMAD2/3/4 

kompleksinin E-kaderin ve Occludin genlerinin transkripsiyonel olarak baskılaması sürecine 

karıştığını düşünüyoruz.  

Kritik bir mezenkimal belirteç olan N-kaderin seviyesinin kontrolünde doğrudan görev 

almadığını tespit etmiş olduğumuz SATB2’nin, bir diğer mezenkimal belirteç olan Fibronektin 

üzerinde de anlamlı ve tutarlı bir etkiye sahip olmadığını belirledik (Şekil 4-2, Şekil 4-3, Şekil 

4-4 ve Şekil 4-5). Literatürde, SATB2 ve Fibronektin proteinleri arasındaki ilişkinin 

araştırıldığı bir çalışma bulunmamaktadır. Ancak, farklı kanser türlerinde gerçekleştirilmiş 

çalışmalarda SATB2’nin, Fibronektin gibi mezenkimal bir belirteç olan Vimentin ekspresyon 

seviyesi ile tutarlı bir ilişkisinin olmadığı rapor edilmiştir (Kucuksayan vd. 2016, Xu vd. 2019). 

Literatür bilgilerini ve bulgularımızı birlikte ele aldığımızda, SATB2’nin, KHDAK EMT’sinde 
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hücrelerin mezenkimal fenotipi kazanmasını sağlayan indükleyici bir faktör olarak rol 

oynamadığı, buna karşın epitelyal fenotipin kaybı ile ilişkili olan bir baskılayıcı olarak görev 

aldığı açıkça görülmektedir. SATB2’nin, kromatinin sıkı paketlenmesini sağlayan ve ilgili 

kromatin bölgesinde bulunan genlerin transkripsiyonlarının baskılanması sürecinde görev 

alan histon deasetilaz-1 (HDAC1) gibi proteinler ile etkileştiği ve bu proteinlerin 

fonksiyonlarında düzenleyici role sahip olduğu rapor edilmiştir (Britanova vd. 2008, Gyorgy 

vd. 2008). Bu çalışma, SATB2’nin bir gen aktivatörü olmaktan ziyade bir represör olarak gen 

regülasyon mekanizmalarına katıldığını göstermekte ve bulgularımızı desteklemektedir. 

Sonuç olarak, SATB2’nin, çeşitli HDAC proteinleri ve SNAI1-SMAD2/3/4 transkripyon 

baskılayıcı komplekslerle etkileştiğini ve bunun neticesinde özellikle E-kaderin ve Occludin 

gibi ekspresyonlarının baskılanması sürecinde engelleyici bir faktör olarak fonksiyon 

gösterdiğini düşünmekteyiz.  

SATB2’nin EMT belirteçleri üzerindeki etkilerini tespit ettikten sonra, “SATB2 KHDAK 

EMT’si üzerindeki bu etkisini TGF-β sinyal yolağınındaki hangi faktörler üzerinden 

gerçekleştirmektedir” sorusuna yanıt aradık. EMT sürecinin transkripsiyonel kontrolü “zinc-

finger E-box binding homeobox factors” olarak adlandırılan ZEB1, ZEB2, SNAIL (SNAI1), 

SLUG (SNAI2) ve “basic-helix-loop-helix factors” olarak nitelendirilen TWIST1, TWIST2 

EMT-TF’ler tarafından gerçekleşmektedir (Dongre vd. 2019). Bunun için öncelikle TGF-β 

tarafından EMT sürecini yönetmekte aktif roller üstlenen SNAI1, SNAI2 ve ZEB1 gibi 

transkripsiyon faktörlerinin SATB2 ekspresyon değişimlerinden nasıl etkilendiğini inceledik. 

SATB2 ifadesi baskılanan A549 hücrelerinde, TGF-β ile ekspresyonları artan SNAI2 ve 

ZEB1 transkripsiyon faktörlerinin daha kuvvetli bir şekilde indüklendiği, bunun yanısıra 

SATB2 aşırı ifade edilen A549 hücrelerinde ise bu iki transkripsiyon faktördeki TGF-β 

tarafından indüklenen ekspresyon artışının azaldığı gözlendi. Bu sonuçlar, SATB2 kromatin 

yeniden modelleyicisinin, E-kaderin, N-kaderin, Occludin, Claudin ve Zo-1 gibi birçok EMT 

belirtecinin transkripsiyonel regülatörü olan SNAI2 ve ZEB1 gibi transkripsiyon faktörleri 

üzerinde baskılayıcı bir role sahip olduğunu ve buna bağlı olarak TGF-β aracılı EMT 

indüksiyonunun şiddetini kontrol edebildiğini göstermektedir. Benzer bir mekanizmanın 

varlığı kolorektal kanser hücrelerinde gösterilmiştir. Bu çalışmada SATB2’nin, HDAC1 ile 

birlikte SNAI1 ekspresyonunun baskılanmasında rol oynadığı rapor edilmiştir (Wang vd. 

2019). Bu bağlamda SATB2’nin, EMT-TF’lerin ekspresyonlarını baskılayarak EMT sürecinin 

regülasyonuna katıldığını gösteren bulgularımız, literatür ile uyumludur. Diğer taraftan, 

kolorektal kanser hücrelerinde gerçekleştirilen başka bir çalışmada ise SATB2 kaybının, 

SNAI1 ekspresyon seviyesinde azalmaya sebep olduğu gösterilmiştir (Yu vd. 2017). 
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Çalışmamızda ise TGF-β ile uyarılmayan hücrelerde oluşturduğumuz SATB2 ifadesindeki 

değişimlerin SNAI1 ekspresyonu üzerinde bir etkisinin olmadığı, ancak ilginç bir şekilde 

TGF-β indüklü SNAI1 ekspresyon artışında SATB2 varlığının gerekli olduğu bulundu. Tüm 

bu bilgiler ışığında, SATB2’nin, SNAI1 ekspresyonu üzerindeki düzenleyici etkisinin benzer 

kanser türünde bile farklılık gösterdiği açıkça görülmektedir. Bu bağlamda SATB2’nin SNAI1 

regülasyonunda oynadığı rol, tüm yönleriyle kapsamlı bir şekikde aydınlatılmalı ve çelişkiler 

giderilmelidir.  

TGF-β indüklü EMT sürecinde SMAD transkripsiyon faktörleri hem doğrudan E-

kaderin ve N-kaderin gibi EMT belirteçlerinin transkripsiyonel regülasyonunda hem de EMT 

sürecini yöneten SNAI1 ve SNAI2 gibi EMT-TF’lerin ekspresyonlarının indüklenmesinde 

kritik rol oynamaktadırlar (Lamouille vd. 2014, Xu vd. 2009). Bu nedenle bir diğer olası 

mekanizma olarak SATB2’nin, TGF-β/SMAD kanonikal yolağının aktivasyonu üzerindeki 

etkisini de araştırdık. SATB2’nin baskılandığı veya aşırı ifade edildiği A549 hücrelerinde 

SMAD2/3 transkripsiyon kompleksinin aktivasyonunda bir değişim olmadığını tespit ettik. 

Ayrıca SATB2’nin, TGF-β/SMAD kanonikal yolağının aktivasyonu için gerekli common-

mediator Smad (Co-SMAD) olarak da adlandırlan SMAD4 transkripsiyon faktörünün 

ekspresyonu üzerinde bir etkisinin olup olmadığı araştırıldı. Şekil 4-6’da görüldüğü üzere, 

SATB2 ekspresyonun baskılanması veya aşırı ifade edilmesi SMAD4’ün ekspresyon 

seviyesinde bir değişikliğe yol açmamıştır. Bu sonuçlar SATB2’nin, EMT belirteçlerinin 

üzerideki etkisinin SNAI2 ve ZEB1 transkripsiyon faktörlerinin ekspresyonları üzerindeki 

baskılayıcı etkisinden kaynaklandığı görüşümüzü desteklemektedir (Şekil 5-1). Literatürde 

SATB2’nin, TGF-β/SMAD kanonikal yolağının aktivasyonu üzerindeki etkisini gösteren bir 

çalışma mevcut değildir. Bu bağlamda sonuçlarımızın literatüre katkı sağlayacağını 

düşünüyoruz. Ancak, SATB2’nin SMAD yolağı üzerindeki etkisinin olmadığını kesin olarak 

kanıtlanabilmesi adına sonuçlarımız yeterli değildir ve tam olarak aydınlatılabilmesi için daha 

ileri çalışmaların yapılması gerekmektedir. SMAD transkripsiyon kompleksleri aktive olarak 

hücre çekirdeğine göç ettiklerinde DNA’da hedef genlerin promotor bölgelerindeki Smad-

binding element adıverilen (SBE) sekanslara bağlanırlar. Ayrıca, SMAD-aracılı 

transkripsiyonel aktivasyonun tetiklenmesi ve şiddeti, SMIF, MSG1, CPB/p300 gibi çeşitli 

ko-aktivatörler ve c-Ski, SIP, c-Myc ve ATF3 gibi ko-represör ile kontrol edilmektedir 

(Derynck vd. 2003).  Bu bağlamda, SMAD transkripsiyon faktörlerinin ekspresyon veya 

aktivasyon seviyeleri üzerinde bir etkiye sahip olmadığını tespit ettiğimiz SATB2, SMAD-

aracılı transaktivasyonu kontrol eden çeşitli ko-aktivatör veya ko-represörler üzerinde bir 

etkiye sahip olabilir. Bu olası mekanizmanın aydınlatılabilmesi için SATB2’nin aşırı ifade 
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edildiği ve susturulduğu hücrelerdeki SMAD aktivasyon seviyesindeki değişimlerin, SBE 

motifi içeren promotor lusiferaz vektörleri aracılığıyla tespit edilmesi gerekmektedir.  

 

 

Şekil 5-1 SATB2’nin TGF-β indüklü EMT sürecindeki regülasyonu ve rolünün gösterilmesi. 

 

TGF-β, SMAD yolağının yanısıra PI3K/Akt, p38, protein kinaz C (PKC) gibi SMAD-dışı 

kanonikal olmayan sinyal yolaklarını da aktive edebilmektedir (Chow vd. 2008). Bu 

bağlamda, Akt aktivasyonunun, EMT indüksiyonu için negatif bir unsur olduğunu gösteren 

çalışmalar da bulunmaktadır. (Irie vd. 2005, Kucuksayan vd. 2017). Bu bilgilere dayanarak 

TGF-β tarafından aktive olan Akt ve PKC gibi yolakların, SATB2 susturulması ile indüklenen 



97 
 

E-kaderin downregülasyonunu olumsuz yönde etkileyebileceğini düşünüyoruz. Ayrıca, 

SATB2 ile yüksek oranda homoloji gösteren ve aynı aileye mensup SATB1 aktivasyonunun, 

protein kinaz C ve Akt aracılığıyla regüle edildiği rapor edilmiştir. Bu regülasyon, SATB1’nin 

HDAC proteinleriyle olan etkileşimleriyle ve DNA’da ilgili genlerin promotor bölgelerine 

bağlanma yeteneğiniyle ilişkilidir (Pavan Kumar vd. 2006). Sonuç olarak; bu tip bir 

mekanizmanın SATB2 için de geçerli olabileceğini ve TGF-β tarafından aktive olan PKC ve 

Akt gibi kinazların, HDAC ve diğer baskılayıcı komplekslerle olan etkileşimlerini kontrol 

ederek SATB2’nin, EMT sürecindeki rolünü etkileyebileceğini düşünüyoruz. Diğer bir 

ifadeyle, SATB2 aşırı ifadesinin TGF-β ile indüklenen N-kaderin ve Fibronektin gibi 

mezenkimal proteinlerin artan ifadeleri üzerinde bir etkiye sahip olamamasının sebebi, TGF-

β’nın kanonikal olmayan sinyal yolaklarının SATB2’nin indükleyici transaktivasyonunu 

engellemiş olması da olabilir. Diğer bir olası mekanizma, TGF-β yolağı ile aktivasyonu 

sağlanan sumolasyon mekanizmasının SATB2’nin transaktivasyonunu engellemiş olması 

olabilir. TGF-β kanonikal sinyal yolağının transkripsiyonel aktivasyonu için PIAS1 ile 

indüklenen SMAD4 sumolasyonun önemli bir mekanizma olduğu rapor edilmiştir (Liang vd. 

2004). Ayrıca PIAS1’in, SATB2’nin 233. ve 350. aminoasitlerine SUMO grupları ekleyerek 

transkripsiyonel aktivitesini engellediği de gösterilmiştir (Dobreva vd. 2003). Bu bağlamda 

TGF-β ile indüklenen PIAS1 aracılı sumolasyon mekanizmaları, SATB2’nin kromatin 

modelleme fonksiyonunu etkilemeden transaktivasyonunu inhibe ediyor olabilir. Bu 

olasılıkların aydınlatılabilmesi için SATB2’nin fonksiyonel domainlerinin ayrı ayrı mutant 

olarak klonlandığı vektörlerle aşırı ifadenin sağlanmasıdır. Böylece SATB2’nin, hangi 

genlerin regülasyonuna kromatin modelleyici veya bir transkripsiyon faktör olarak katıldığı 

ve tespit edilebilir.  

Çalışmamızda SATB2’nin, KHDAK EMT’sindeki düzenleyici rolünün yanısıra KHDAK 

hücrelerinin in vitro invaziv kapasiteleri üzerindeki etkisini saptamak için invazyon deneyleri 

yapıldı. Elde etmiş olduğumuz veriler doğrultusunda SATB2 baskılanmasının A549 hücre 

hatlarında invazyonu güçlü bir şekilde indüklediği ve TGF-β ile indüklenen invazyon 

kapasitesindeki artışın şiddetini de artırdığı görüldü (Şekil 4-7). Bununla birlikte, SATB2 

ekspresyonunun aşırı ifade edildiği A549 hücresindeki TGF-β indüklü invazyon 

kapasitesindeki değişimler de araştırıldı. SATB2’nin tek başına aşırı ifadesi hücre 

invazyonunu azaltsa da istatiksel olarak anlamlı bulunmadı (Şekil 4-8). Diğer taraftan 

SATB2’nin aşırı ifadesi, TGF-β ile indüklenen hücre invazyonunu anlamlı bir şekilde inhibe 

edebildiği saptandı (Şekil 4-8). SATB2’nin, akciğer kanser hücre invazyonu üzerindeki 

etkisinin ilk kez ortaya koyan bulgularımız, yayınlanarak literatüre kazandırılmıştır 
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(Kucuksayan vd. 2016). Daha sonra sonuçlarımızla paralel olarak SATB2’nin, akciğer 

kanser invazyonu üzerinde baskılayıcı bir etkisinin olduğunu gösteren çalışmalar da 

yayınlanmıştır (Ma vd. 2018, Wang vd. 2018). Ayrıca SATB2’nin, kolorektal kanser hücre 

invazyon kapasitesinde negatif bir etkiye sahip olduğu da rapor edilmiştir (Gu vd. 2018, 

Wang vd. 2019). Dolayısıyla SATB2 ve kanser invazyonu arasındaki ilişkiyi açıklayan 

sonuçlarımız literatür ile uyumludur. 

Kanser invazyonun başarıya ulaşabilmesi, büyük oranda ECM proteinlerinin yıkımını 

sağlayan metalloproteazların (MMP) proteinlerine bağlıdır ve bu proteinlerin ekspresyon 

seviyeleri hücrelerin invaziv kapasiteleri için önemli belirteçlerdir (Stamenkovic 2000). 

Çalışmamızda SATB2’nin, akciğer kanseri invazyonunda rol oynayan MMP-2 gibi 

belirteçlerin seviyeleri üzerindeki etkileri araştırılmamıştır. Ancak, literatüre baktığımızda, 

SATB2’nin MMP-2 ekspresyonu seviyesi üzerinde bir etkiye sahip olmadığı rapor edilmiştir 

(Xu vd. 2019). Bu bilgiler ışığında, SATB2’nin akciğer kanser invazyonu üzerideki etkisinin, 

MMP proteinlerinden bağımsız olarak diğer epitelyal veya mezenkimal genlerin 

regülasyonlarındaki rollerinden kaynaklandığı görülmektedir. Akciğer kanser hücre 

invazyonun indüklenmesinde MMP proteinlerinin yanısıra N-kaderin ve Fibronectin gibi 

mezenşimal belirteçler de önemli rol oynamaktadırlar (Meng vd. 2009, Mrozik vd. 2018). 

Western blot ve immunofloresans sonuçlarımızı incelediğimizde, özellikle SATB2 

baskılanmasıyla indüklenen N-kaderin proteininde önemli bir artış gözlenmişti (Şekil 4-3 ve 

Şekil 4-4). Bu nedenle SATB2’nin, TGF-β ile indüklenen invazyon üzerindeki etkisinin N-

kaderin ilişkili olabileceği kanısındayız. Diğer taraftan, SATB2 aşırı ifade edilen hücrelerdeki 

invazyon sonuçlarının altında yatan mekanizmayı da açıklamak istedik. Bu kapsamdaki 

Western blot ve immunofloresans sonuçlarımıza baktığımızda, mezenkimal belirteçlerdeki 

değişimlerin ortaya koyduğu tablo, invazyon sonuçlarını açıklayamamaktadır. Bu nedenle, 

SATB2 aşırı ifadesinin hücre invazyonu üzerindeki etkisinin, mezenkimal genler kadar 

olmasa da hücre migrasyonu ve invazyonu üzerinde bir etkiye sahip olan E-kaderin 

ekspresyonu ile ilişkili olabileceğini düşünüyoruz. Çünkü SATB2 aşırı ifadesi TGF-β ile 

indüklenen N-kaderin ve Fibronektin gibi mezenkimal belirteçlerin ekspresyon artışlarını 

inhibe etmezken, TGF-β indüklü E-kaderin baskılanmasının şiddetini azalttığını tespit 

etmiştik. E-kaderin seviyesindeki artışın, KHDAK hücre migrasyonunu ve invazyonunu 

baskılayabildiği bilinmektedir (Bremnes vd. 2002, Sato vd. 2012). Bu bağlamda, SATB2 aşırı 

ifadesiyle azalan TGF-β indüklü E-kaderin downregülasyon sonucu, hücre-hücre 

bağlantılarının arttığını ve buna bağlı olarak da hücre invazyon kapasitesinin azalmış 

olabileceğini düşünüyoruz. Sonuç olarak, SATB2’nin akciğer kanser invazyonunda 
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baskılayıcı bir role oynadığını ve TGF-β indüklü invazyon kapasitesinin şiddetini de kontrol 

edici bir faktör olarak davrandığını gösteren bulgularımızın, literatür ile uyumlu olduğu açıkça 

görülmektedir.  

Çalışmamızda, “KHDAK hücrelerinde TGF-β ile indüklenen SATB2 downregülasyonu 

hangi faktörler tarafından regüle edilmektedir” sorusunun cevabını, moleküler 

mekanizmalarıyla aydınlatmayı amaçladık. Bu bağlamda, TGF-β yolağı tarafından aktive 

olan çeşitli transkripsiyon faktörlerinin SATB2’nin baskılanmasından sorumlu olabileceğini 

hipotez ettik ve biyoenformatik olarak olası mekanizmaları araştırdık. Analizlerimizin 

neticesinde TGF-β yolağında görev alan SMAD, CTCF ve SNAI1, SNAI2 ve ZEB1 gibi EMT 

indükleyici transkripsiyon faktörlerinin, SATB2 promotor bölgelerinde bağlanma bölgelerinin 

olduğunu tespit ettik. Öncelikle, A549 hücrelerinde bu transkripsiyon faktörlerin 

ekspresyonlarını baskılayarak TGF-β aracılı SATB2 baskılanmasından hangisinin veya 

hangilerinin sorumlu olduğunu belirlemek istedik. Bağımsız olarak tekrarladığımız Western 

blot deneylerimizin neticesinde SNAI1 ve SMAD4 transkripsiyon faktörlerinin TGF-β aracılı 

SATB2’nin downregülasyonundan sorumlu olduğunu tespit ettik. SNAI1 ve SMAD4 

transkripsiyon faktörleri hem birbirleriyle hem de DNA metiltransferaz ve HDAC gibi 

epigenetik faktörlerle etkileşerek SCARA5 ve Cdh1 gen ekspresyonlarının baskılamasında 

görev almaktadırlar (de Herreros vd. 2010, Liu vd. 2013, Massagué 2012). Bu bilgiler 

ışığında sonuçlarımızın, litaratür ile uyumlu olduğu görülmektedir. Ayrıca, bu iki 

transkripsiyon faktörünün benzer bir mekanizma aracılığıyla SATB2 gen ekspresyonunun 

baskılanmasında da görev aldığı, çalışmamız tarafından ilk kez gösterilmiştir. Bununla 

birlikte, ChIP-PCR deneylerimiz sonucunda, TGF-β ile uyarılan KHDAK hücrelerinde SNAI1 

ve SMAD4 transkripsiyon faktörlerinin SATB2 promotor bölgesine doğrudan bağlanarak 

ekspresyonunu regüle ettiğini saptadık (Şekil 5-1). Sonuç olarak, TGF-β aracılı SNAI1 ve 

SMAD4 proteinlerinin SATB2 promotorlarındaki “enrichment” değerlerinin birbirine benzer 

olması ve bağlanma bölgelerinin birbirine yakınlığı, bu iki transkripsiyon faktörünün 

SATB2’nin baskılanması da birlikte yönettiklerini açıkça göstermektedir.  

EMT süreci kendi içinde indüksiyonunun şiddetine bağlı olarak stabil epitelyal, erken-

faz melez EMT, melez EMT, geç-faz melez EMT ve stabil mezenkimal olmak üzere beş 

farklı formda sınıflandırılmaktadır (Şekil 2-5). Bu formlardan hem epitelyal hem de 

mezenkimal belirteçlerin birlikte eksprese olabildiği melez EMT’nin, metastazın başarıya 

ulaşabilmesi için en uygun fenotip olduğu belirtilmektedir (Pastushenko vd. 2019). Bu 

çerçevede tüm sonuçlarımız birlikte ele alındığında, SATB2 kaybının EMT’nin daha şiddetli 

bir indüklenmesine yol açtığı, aşırı ekspresyonun ise mezenkimal belirteçlerin 
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ekspresyonları üzerinde bir etkiye sahip olmadığı ortaya konulmuştur. Ayrıca, SATB2 aşırı 

ifadesinin TGF-β ile indüklenen E-kaderin downregülasyonunu kısmen azalttığı saptanmıştı. 

Bu bilgiler ışığında, SATB2 ifadesinin hücrelere plastisite özelliğini kazandırarak melez EMT 

fenotipinin korunmasında gerekli olduğu ve dolayısıyla KHDAK hücrelerinin metastazında 

kritik bir öneme sahip olduğu açıkça görülmektedir.  

SATB2’nin EMT sürecinde hücresel plastisitenin korunmasındaki etkisi nedeniyle, 

KHDAK hücrelerinin kemoterapiye direnç kazanmalarıyla ilişkili olan hücresel plastisite 

aracılı transdiferensiyon mekanizmasında da rol oynabileceğini düşündük. Bu 

mekanizmada, hücresel plastisite özelliği kazanan KHDAK hücreleri, transdiferensiyon 

süreci ile KHAK-benzeri nöroendokrin farklılaşmakta ve sonucunda kemoterapiye direnç 

kazanabilmektedir (Tulchinsky vd. 2019). Ayrıca, KHDAK hücreleri genel olarak TGF-β 

uyarımına cevap verebilirken, KHAK hücreleri istisnalar dışında TGF-β uyarımına cevap 

veremezler ve sonuç olarak bu hücrelerdeki TGF-β sinyal yolağının aktivasyonu görülmez 

veya çok kısıtlı düzeydedir (Murai vd. 2015). Çalışmamızda ilk kez, TGF-β’nın SATB2 

ekspresyonunu baskıladığı, bir diğer ifadeyle TGF-β sinyal yolağı aktivasyonu ve SATB2 

ekspresyonu arasında negatif bir korelasyon bulunduğu gösterilmiştir (Şekil 4-1). Tüm bu 

bilgiler ışığında, TGF-β yolağının inaktif olduğu KHAK hücrelerindeki SATB2 ekspresyon 

seviyesinin TGF-β yolağının aktif olduğu KHDAK hücrelerine kıyasla yüksek olduğunu 

düşündük. Biyoenformatik analizlerimiz, SATB2 ekspresyonunun KHDAK hücrelerine 

kıyasla KHAK hücrelerinde anlamlı şekilde yüksek olduğunu gösterdi. Ayrıca, “Hierarchical 

clustering” analizi kullanılarak SATB2’nin TGF-β sinyal yolağının aktivasyonu için gerekli 

moleküllerin ekspresyonları ile negatif bir korelasyona sahip olduğu da tespit edildi (Şekil 4-

15). Tüm bu bulgular, hipotezimizin literatür ile uyumlu olduğunu göstermektedir. Akabinde 

bu ilişkinin varlığını in vitro ortamda da göstermek istedik. Beklediğimiz üzere, KHAK 

hücrelerinin (N417 hücre hattı hariç) TGF-β uyarımına cevap vermediğini ve SATB2 

ekspresyonunun bu hücrelerde KHDAK hücrelerine göre oldukça yüksek olduğunu tespit 

ettik (Şekil 4-13 ve Şekil 4-16). Ancak, diğer KHAK hücrelerinden farklı olarak N417 

hücresinde TGF-β yolağının kısıtlı da olsa aktive olabildiği görüldü (Şekil 4-13). Bu 

bağlamda, N417 hücresindeki TGF-β yolak aktivasyonunun, SATB2’nin baskılanmasına yol 

açacağını düşündük. KHDAK hücrelerinde elde etmiş olduğumuz bulgularla tutarlı olarak, 

TGF-β ile indüklenen N417 hücresinde SATB2 ekspresyonun başarıyla baskılandığı ve bu 

süreçte de SNAI1 ve SMAD transkripsiyon faktörlerinin sorumlu olduğu tespit edildi (Şekil 4-

14). Sonuç olarak, TGF-β sinyal yolağının aktivasyonu ve SATB2 ekspresyonu arasındaki 

negatif ilişkinin tüm akciğer kanser hücrelerinde korunduğunu açıkça gösterdik. Tüm bu 
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bilgiler ışığında, hücresel plastisitenin kazanılmasında kritik bir öneme sahip olan SATB2’nin 

benzer bir mekanizma ile KHDAK hücrelerinin KHAK-benzeri nöroendokrin farklılaşması 

sürecinde de düzenleyici bir rol oynayabileceğini hipotezimizi desteklemiştir.  

KHAK-benzeri nöroendokrin farklılaşma sürecinin tespiti için EGFR, RB1, CK7 ve p53 

çeşitli genlerin ekspresyon kaybı kullanılmaktadır (Oser vd. 2015). Ayrıca akciğer kanseri 

hastalarının teşhisi esnasında KHDAK ve KHAK histolojik alt grupların ayırt edilmesi için 

NCAM1, ENO2, CK7, ASCL1 ve NEUROD1 gibi çeşitli nöroendokrin belirteçler 

kullanılmaktadır (Borromeo vd. 2016, Tan vd. 2008, Thunnissen vd. 2017). Bu bağlamda 

TCGA verilerini kullanarak tüm akciğer kanser hücre hatlarındaki SATB2 ekspresyonunun, 

EGFR, CK7, NCAM1 ve ENO2 gibi çeşitli KHAK belirteçleri ile olan ilişkisini araştırdık. 

Beklediğimiz üzere, nöronedokrin farklılaşma sürecinde ekspresyonu azalan EGFR ve CK7 

ekspresyonlarının SATB2 ekspresyonu ile negatif bir korelasyona sahip olduğu saptandı. 

Ayrıca, SATB2’nin tüm akciğer kanser hücrelerindeki NCAM1 ve ENO2 nöroendokrin 

belirteçleri ile pozitif bir korelasyonla ifade edildiği de tespit edildi (Şekil 4-17). İn vitro olarak 

SATB2’nin EGFR ve CK7 gibi belirteçlerle olan ilişkilerini teyit etmek istedik. TCGA verileri 

ile paralel bir şekilde, SATB2’nin baskılandığı KHDAK hücrelerinde EGFR ve CK7 

ekspresyonlarının anlamlı bir şekilde azaldığı bulundu (Şekil 4-18). Tüm bu sonuçlar, 

SATB2’nin hücresel plastisitenin kazanılmasındaki rolü ile KHDAK hücrelerinin KHAK-

benzeri nöroendokrin farklılaşma sürecinde de düzenleyici bir molekül olduğunu açıkça 

göstermektedir. Yakın zamandaki bir çalışma, ortaya koymuş olduğumuz bu sonuçları 

destekler nitelikte olan benzer bir mekanizmayı ortaya koymuştur. Bu çalışmada, KHAK 

biyogenezinde kritik bir öneme sahip olan basic helix-loop-helix (BHLH) ailesi üyesi olan bir 

transkripsiyon faktör olan ASCL1 molekülünün, WNT yolağı aracılığıyla KHDAK hücrelerinin 

KHAK-benzeri nöroendokrin farklılaşma sürecini kontrol ettiği gösterilmiştir (Tenjin vd. 

2019). Bu bağlamda, KHAK hücrelerinde yüksek düzeyde ifade edilen, nöroendokrin 

belirteçlerin ekspresyonları ile kuvvetli korelasyonlara sahip olan ve bunun yanısıra hem bir 

transkripsiyon faktör hem de kromatin yeniden modelleyici olarak fonksiyon gösterebilen 

SATB2 molekülünün, KHAK-benzeri nöroendokrin farklılaşması sürecinde kritik rol 

oynadığını düşünmekteyiz.   

Çalışmamızda, SATB2 molükülünün EMT, invazyon ve nöroendokrin farklılaşması 

süreçleri başta olmak üzere akciğer karsinogenezindeki rolünü geniş bir perspektiften tespit 

edebilmek amacıyla Mikroarray tekniğini gerçekleştirdik. Mikroarray sonuçlarımızın 

güvenirliğini artırmak amacıyla hem SATB2’nin aşırı ifade edildiği hem de baskılandığı hücre 

grupları kullanıldı ve böylece SATB2’nin doğrudan regülasyonunda görev aldığı genlerin 
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daha güvenilir bir şekilde tespit edilmesi sağlandı. Bu kapsamda Mikroarray analizimizle 

SATB2’nin ekspresyonlarını regüle ettiği kodlanan ve kodlanmayan genler tespit edildi. 

Analizlerimiz sonucunda SATB2'nin downregüle edildiği gruplarda ekspresyon seviyeleri 

artıp, SATB2'nin overeksprese edildiği gruplarda ekspresyonları azalan veya SATB2'nin 

downregüle edildiği gruplarda ekspresyon seviyeleri azalıp, SATB2'nin overeksprese 

edildiği gruplarda ise ekspresyonları artan genler incelendi. Bu filtreleme yöntemi aracılığıyla 

SATB2’nin doğrudan ilişkili olduğu genlerin tespiti sağlandı. Filtrelemelerimiz ve GSEA 

analizlerimiz sonucunda SATB2’nin, kanser hücrelerindeki miRNA ekspresyonları ile 

doğrudan ilişkili olduğu tespit edilmiştir (Şekil 4-22 ve Şekil 4-23). Yakın zamanda 

SATB2’nin, geniş çapta miRNA gen eskpresyon profillerini regüle edebildiği rapor edilmiştir 

(Chen vd. 2019). Mikroarray ve qPCR sonuçlarımız, miR-1243 ve miR-4779 

ekspresyonlarının SATB2 tarafından doğrudan negatif olarak regüle edilidiğini gösterdi 

(Şekil 4-22 ve Şekil 4-24). Ayrıca SATB2’nin aşırı ifade edildiği KHAK hücre hattındaki bu 

miRNA ekspresyonlarının, KHAK hücre hattına kıyasla oldukça düşük olduğu gözlendi (Şekil 

4-25). Bu sonuçlar doğrultusunda, SATB2 ile indüklenen miR-1243 ve miR-4779 

ekspresyonlarındaki baskılanmanın nöroendokrin farklılaşmada kritik bir öneme sahip 

olabileceğini düşünmekteyiz (Şekil 5-2).  

Çalışmamızda, biyoenformatik olarak bu miRNA’ların tahmini hedef genlerini ve sinyal 

yolaklarını tespit ettik. İlginç bir şekilde, hem miR-1243 hem de miR-4779 genlerinin özellikle 

TGF-β sinyal yolağında görev alan genleri hedef alabileceği belirlendi (Tablo 4-2). Özellikle 

KHDAK hücrelerine kıyasla KHAK hücrelerinde downregüle olan miR-1243’ün olası hedef 

genleri arasında SMAD2 ve SMAD4 genlerinin olduğu gözlendi. SMAD2 ve SMAD4 

genlerinin KHDAK hücrelerine kıyasla KHAK hücrelerinde aşırı ifade edildiğini de tespit 

etmiştik (Şekil 4-15). Bu bağlamda, KHDAK ve KHAK hücrelerinde gözlenen SMAD2 ve 

SMAD4 ekspresyon profilleri arasındaki farkın, SATB2 aracılı regüle edilen miR-1243’ün 

olabileceğini düşünüyoruz. Yakın zamanda yapılan bir çalışmada miR-1243’ün pankreas 

hücrelerinde SMAD2 ve SMAD4 genlerini doğrudan hedef alarak regüle ettiği tespit 

edilmiştir (Hiramoto vd. 2017). Bu bulgular, yapmış olduğumuz biyoenformatik analizlerin ve 

hipotezimizin doğruluğunu destekler niteliktedir.  

miR-1243 ve miR-4779 miRNA genlerinin, fonksiyonları ve biyolojik etkileri üzerine 

literatürde çok az sayıda çalışma bulunmaktadır. miR-1243’ün pankreas hücrelerinde EMT 

sürecini baskılayarak tümör baskılayıcı bir gen olarak fonksiyon gösterdiği rapor edilmiştir 

(Hiramoto vd. 2017). Bu bağlamda, doğrudan EMT sürecinin regülasyonunda rol aldığını 

tespit etmiş olduğumuz SATB2 molekülünün, aynı zamanda miR-1243 gibi genlerin 
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ekspresyonlarını regüle ederek de EMT sürecine dolaylı yoldan etki edebileceğini 

düşünüyoruz. Diğer taraftan pankreas kanseri, akciğer kanseri gibi nöroendokrin fenotip 

gösteren alt grupları içeren bir kanser türüdür ve nöroendokrin farklılaşma pankreas kanser 

hücreleri tarafından da bir direnç mekanizması olarak kullanılmaktadır (Gradiz vd. 2016). 

Ayrıca, bu çalışma nöroendokrin farklılaşma özelliğine sahip olan pankreas kanser hücre 

hatları kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Dolayısıyla miR-1243 ekspresyonunun, nöroendokrin 

fenotip gösteren pankreas kanser progresyonunda önemli rol oynaması, KHDAK 

hücrelerinin nöroendokrin farklılaşması sürecine katılması ihtimalini kuvvetlendirmektedir.  

miR-4779’nin ise kolorektal kanserlerinde apoptoz ve hücre arrestini indükleyerek 

tümör büyümesini baskıladığı gösterilmiştir (Koo vd. 2018). SATB2, kolorektal 

karsinogenezinde kritik bir rol oynamakta ve histopatolojik olarak kolorektal hastaların 

tanısında belirteç olarak kullanılmaktadır (Dabir vd. 2018, Ma vd. 2019, Meagher vd. 2019). 

Bu bağlamda yüksek seviyede SATB2 ifade eden kolorektal kanser hücrelerinin çok düşük 

miR-4779 ekpresyon seviyesine sahip olması, SATB2 ve miR-4779 arasında ilk kez 

göstermiş olduğumuz ters ilişkiyi doğrulamaktadır. Sonuç olarak SATB2’nin, tümör 

baskılayıcı karakterdeki miR-1243 ve miR-4779 genlerinin ekspresyonlarını baskılayarak 

nöroendokrin farklılaşma, EMT, kemoterapiye direnç ve apoptoz gibi süreçlerde bir regülatör 

olarak fonksiyon gösterdiğini ve bu mekanizma aracılığıyla akciğer karsinogenezine katkı 

sağlayabileceğini düşünüyoruz. 
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Şekil 5-2 Bulgularımız doğrultusunda ortaya çıkan KHDAK ve KHAK hücre profillerinin 
şematik özet olarak gösterilmesi. 
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6. SONUÇLAR 

 

1. SATB2’nin, KHDAK hücre EMT ve invazyonunda düzenleyici bir role sahiptir. 

2. SATB2, mezenkimal genlerin regülasyonundan ziyade doğrudan E-kaderin ve Occludin 

gibi epitelyal genlerin regülasyonlarına katılmaktadır. 

3. SATB2’nin EMT sürecindeki düzenleyici rolünün moleküler temeli, SNAI2 ve ZEB1 

transkripsiyon faktörleri üzerindeki etkisine dayanmaktadır. 

4. TGF-β kanser türüne spesifik olmadan tüm kanser türlerinde SATB2 ekspresyonunu 

baskılamaktadır. 

5. TGF-β indüklü SATB2 baskılanması, SNAI1 ve SMAD4 transkripsiyon faktörleri 

aracılığıyla transkripsiyonel olarak gerçekleşir. 

6. SATB2 ekspresyonu TGF-β tarafından indüklenen invazyon kapasitesinin şiddetini 

doğrudan kontrol edebilmektedir. 

7. Nöroendokrin kökenli KHAK hücrelerindeki SATB2 ekspresyonu, KHDAK hücrelerine 

kıyasla dramatik bir şekilde yüksek seviyededir. 

8. SATB2 KHDAK hücrelerinin KHAK-benzeri nöroendokrin farklılaşması sürecinde 

düzenleyici role sahiptir. 

9. SATB2, miR-1243 ve miR-4779 ekspresyonlarını baskıladığı tespit edilmiştir. 

10. SATB2 tarafından regüle edilen miR-1243 ve miR-4779’un akciğer karsinogenezinde 

kritik rol oynayabilecekleri öngörülmekteyiz.  
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