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BERRAK HUCRELI RENAL HUCRELi KARSINOMADA YAG ASIT
METABOLIZMASI ILISKIiLi AMPK ve miR-33a IFADELERININ
KLINIKOPATOLOJIK PARAMETRELERLE ILiSKISININ TCGA VERI
SETINDE ve HUCRE HATLARINDA MOLEKULER DUZEYDE ANALIZi

Mustafa Zafer TEMiZ

Bobrek kaynakli en sik izlenen kanser olan ve lipid metabolizmasi ile yakindan
iligkili oldugu gosterilen berrak hiicreli renal hiicreli karsinom (BHRHK)’ da yag
asidi metabolizmasinin rolii, glnumuzde prognozu tahmin etmek ve tedavi
stratejilerini yonlendirebilmek amaciyla ¢ok sayida arastirmaya konu olmus ve
yeterli diizeyde kanitlara ulasmak i¢in halen yeni ¢alismalara konu olmaya devam
etmektedir.

Bu c¢aligmada, Kanser Genom Atlas1 (The Cancer Genome Atlas, TCGA) veri
bankas1 iizerinden, yag asit metabolizmasi ile iliskili olan 5’-adenozin monofosfat
(AMP) ile aktive edilmis protein kinaz (AMPK) ve yag asidi metabolizmasi ile
iliskisi en net agiklanan mikro RNA olan miR-33a ifadelerinin BHRHK olgularinda
Klinikopatolojik verilerle iligkisini arastirdik. Ardindan, hiicre hatt1 analizleriyle,
AMPK ve miR-33a ifadelerinin primer ve metastatik BHRHK hiicre hatlarinda
hiicresel dizeyde ifadelerini ve miR-33a modulasyonlarmimn hiicre igi lipid birikimi
uzerine etkilerini degerlendirdik. TCGA veri bankasinda kayitlh BHRHK olgularina
ait biyoinformatik veriler acik erisimli cBioPortal, UCSC Xena, UALCAN ve
Linkedomics veri portallar1 kullanilarak elde edildi. Bu portallardaki yerlesik
istatiksel metodlar ile AMPK 1 ve 2 genleri mRNA ifadeleri ile miR-33a ifade
seviyelerinin BHRHK olgularinda patolojik tiimor derecesi, patolojik tumdr T evresi,
N evresi ve M evresi, ve sagkalim gibi klinikopatolojik parametrelerle olan iliskileri
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irdelendi. Ayrica, miR-33a ve AMPKI1 ve 2 ifadeleri arasindaki korelasyonlar da
analiz edildi. Takiben, primer BHRHK kaynakli A-498 ve metastatik BHRHK
kaynakl1 Caki-1 hiicre hatlar1 ve kontrol hiicre hatt1 olarak kullanilan HEK-293 hiicre
hatlarinda immunoblotlama ile AMPK 1la alt {initesi protein seviyeleri ve kantitatif
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real-Time Quantitative Reverse
Transcription PCR, qRT-PCR) ile miR-33a ifadeleri belirlendi. Son agsamada ise,
miR-33a mimik ve anti-miR-33a  trasnfeksiyonlar1  sonrast miR-33a
modiilasyonlarmin bu hiicre hatlarinda hiicre i¢i lipid birikimleri iizerine etkileri
BODIPY ve es zamanli DAPI floresan boyama yontemiyle degerlendirildi.

TCGA analiz sonuglarma goére; BHRHK olgularinda primer tiimdér dokularinda
AMPK 1 ve 2 mRNA ifadelerinin normal doku Orneklerine kiyasla biiyiik oranda
anlamli azalma sergiledikleri izlendi. Tumor patolojik derecesi ve T evresi
ilerledikce bu azalmalar daha da belirginlesme egilimindeydi. Benzer sekilde lenf
nodu tutulumu ve metastazl olgularda da anlamli derecede daha az ifade edildikleri
gozlendi. Ayrica, azalmis AMPK 1 ve 2 mRNA ifadelerinin BHRHK olgularinda
daha kotii sag kalim sonuglari ile iliskili oldugu saptandi. Protein diizeyinde ise
primer timorli dokularda AMPK 1 protein ifadesinin normal dokulara oranla
anlamli derecede yiiksek, AMPK 2 protein ifadesinin ise anlamli derecede diisiik
oldugu belirlendi. Artrms AMPK 1 protein ifadesi artan tumor T evresi ile birlikte
daha da artma egilimindeydi. miR33-a ifadeleri irdelendiginde primer timor
dokularinda normal doku orneklerine kiyasla anlamli derecede azalmis miR-33a
ifadesi izlenirken, BHRHK’ ya ait primer tiimor doku Orneklerinde T evresi
ilerledikce miR-33a ifadesinin artma egiliminde oldugu belirlendi. Bu dokularda,
ayrica, miR-33a ile AMPK 1 ve 2 mRNA ifadeleri arasindaki negatif yonde zayif
korelasyonlarin oldugu saptandi. Ancak, alt grup analizlerinde bu korelasyonlarin
yiksek T evreli olgularda olmadigi belirlendi. Hiicre hatlar1 analizlerimizde ise;
AMPK la protein ve miR-33a ifade diizeylerinin, daha agresif olan metastatik Caki-
1 hicrelerinde A-498 primer tiimor hiicrelerine oranla anlamli derecede daha yiiksek
oldugu belirlendi. miR-33a mimik transfeksiyonlarma bagl olarak hiicre i¢i lipid
iceriginde  belirgin  degisim  olmadig1  gézlemlenirken, anti-miR-33a
transfeksiyonlarmin A-498 ve Caki-1 hiicrelerinde hiicre i¢i dogal lipid oraninda
azalmaya sebep oldugu izlendi. Ote yandan, hiicre ici lipid diizeyindeki azalma
AMPK la protein seviyesi daha yiiksek olan metastatik Caki-1 hicrelerinde daha
fazlayda.

Bulgularimiz, BHRHK patogenezinde yag asit metabolizmasi iligkili AMPK ve miR-
332’ nin erken evre ve ileri evre hastalikda farkli karmasik rollleri olabilecegini
diisiindiirecek kanitlar olarak ele alnabilir. Hiicre hatlarindan elde etti§imiz
sonuglara gore, AMPK 1la protein seviyesi daha yiiksek olan metastatik hicrelerde
anti-miR-33a ile mudahelenin hiicre ici lipid birikimini 6nemli 6lglide azalttig
saptandi. Sonug olarak bulgularimiz, miR-33a’ nin ileri evre BHRHK tedavisinde
potansiyel bir hedef olabilecegini desteklemekle birlikte, bu konuda daha net
sonuglar i¢in miR-33a’ nin hiicre sagkalimi iizerine etkilerinin de ayrint1 irdelenmesi
gerekmektedir.

Anahtar Sozcukler: Bobrek Kanseri, Yag Asit Metabolizmasi, AMPK, miR-33a.
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ABSTRACT

MOLECULAR ANALYSIS OF THE RELATIONSHIP BETWEEN
FATTY ACID METABOLISM RELATED AMPK AND miR-33a
EXPRESSIONS AND CLINICOPATHOLOGICAL PARAMETERS IN
CLEAR CELL RENAL CARCINOMA IN THE TCGA DATA SET AND
CELL LINES

Mustafa Zafer TEMiZ

The role of fatty acid metabolism in clear cell renal cell carcinoma (ccRCC), which
is the most common cancer of kidney origin and has been shown to be closely related
to lipid metabolism, has been the subject of numerous studies to predict prognosis
and guide treatment strategies and continues to be the subject of new studies to
provide sufficient evidence.

In this study, we investigated the expression levels of 5’-adenosine monophosphate
(AMP)-activated protein kinase (AMPK), which is associated with fatty acid
metabolism, and miR-33a, the micro RNA most clearly associated with fatty acid
metabolism, in patients with ccRCC. The associations between clinicopathological
characteristics and these expression characteristics in ccRCC patients included in
The Cancer Genome Atlas (TCGA) database were also investigated. We then used
cell line analyses to evaluate the expression of AMPK and miR-33a at the cellular
level in primary and metastatic ccCRCC cell lines and the effects of miR-33a
modulations on intracellular lipid accumulation. Bioinformatic data of ccRCC cases
from the TCGA database were obtained from the open access data portals
cBioPortal, UCSC Xena, UALCAN, and Linkedomics. Using statistical methods
built into these portals, the associations of AMPK 1 and 2 gene mRNA expression
and miR-33a expression levels with clinicopathological parameters such as
pathological tumor grade, pathological tumor T stage, N stage, and M stage, and
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survival in ccRCC cases were evaluated. Correlations between miR-33a and AMPK
1 and 2 expression were also analyzed. Subsequently, AMPK 1la subunit protein
levels by immunoblotting and miR-33a expression by quantitative real-time
quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR) were determined in primary
ccRCC-derived A-498 and metastatic ccRCC-derived Caki-1 cell lines and HEK-293
cell lines used as control cell lines. Finally, the effects of miR-33a modulations on
intracellular lipid accumulation in these cell lines after miR-33a mimic and anti-miR-
33a transfections were evaluated by BODIPY and simultaneous DAPI fluorescent
staining.

According to the results of the TCGA analysis, AMPK 1 and 2 mRNA expressions in
primary tumor tissues of ccRCC cases showed a significant decrease compared to
normal tissue samples. These decreases tended to be more pronounced with
increasing tumor pathologic grade and T stage. Similarly, significantly lower
expression was observed in patients with lymph node involvement and metastases.
Furthermore, decreased AMPK 1 and 2 mRNA expression was associated with
worse survival outcomes in patients with ccRCC. At the protein level, AMPK 1
protein expression was significantly higher and AMPK 2 protein expression was
significantly lower in primary tumor tissues compared to normal tissues. Moreover,
increased AMPK 1 protein expression tended to increase with tumor stage. When
miR-33a expression was examined, it was found that miR-33a expression was
significantly decreased in primary tumor tissues, while miR-33a expression tended to
increase in tumor tissues as T stage progressed. In evaluating the relationship
between miR-33a and AMPK 1 and 2 mRNA expressions, it was found that there
were weak negative correlations in tumor tissues. However, subgroup analyses
revealed that these correlations were not present in high T stage cases. In our cell line
analyses, AMPK la protein and miR-33a expression levels were significantly higher
in the more aggressive metastatic Caki-1 cells compared to primary A-498 tumor
cells. While no significant change in intracellular lipid content was observed by miR-
33a mimic transfections, anti-miR-33a transfections caused a decrease in
intracellular natural lipid content in A-498 and Caki-1 cells. On the other hand, the
decrease in intracellular lipid levels was greater in metastatic Caki-1 cells with
higher AMPK 1a protein levels.

Our findings suggest that fatty acid metabolism-related AMPK and miR-33a may
have different complex roles in the pathogenesis of ccRCC in early stage and
advanced disease. According to our results from cell lines, intervention with anti-
miR-33a significantly reduced intracellular lipid accumulation in metastatic cells
with higher AMPK 1la protein levels. In conclusion, our findings support that miR-
33a may be a potential target in the treatment of advanced ccRCC, but the effects of
miR-33a on cell survival should also be examined in detail for clearer results.

Key Words: Kidney Cancer, Fatty Acid Metabolism, AMPK, miR-33a.
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1  GIRIS ve AMAC

1.1 GIRIS

Renal hicreli karsinom (RHK), bobrek epitelinden kaynaklanan ve bobrek
kanserlerinin %90’ indan fazlasini olusturan bir kanserdir. Hastalik 10’ dan fazla
histolojik ve molekdiler alt tipi kapsar, bunlardan berrak hicreli RHK (BHRHK) en
yaygmn olanidir ve kansere bagli 6liimlerin ¢ogunu olusturur (Hsieh JJ vd., 2017).
BHRHK hiicre i¢i lipid damlacik birikimi sergiler ve anormal yag asidi
metabolizmas1 ile yakindan iliskilidir (Stepanovska Tanturovska B vd., 2023).
BHRHK hiicrelerinin histolojik goriinlimii, yani berrak sitoplazmalari, lipid
birikimine baglidir ve hastaligin  gelisimi swrasinda metabolik yeniden
programlanmanin meydana gelebilecegini diisiindiirmektedir (Rezende RB vd.,
1999).

Kanser hicrelerinin anormal ¢ogalmasi genellikle smirli bir besin kaynagmna yol
acar. Bu zorlu kosullara uyum saglamak i¢in kanser hiicreleri genellikle glukoz,
proteinler, nikleik asitler ve lipidlerin metabolizmasini yeniden programlar (Zhu H
vd., 2023). Metabolik yeniden programlama kanserin ayirt edici dzelliklerinden biri
olarak kabul edilmektedir (Heravi G wvd., 2022). Steroller, acilgliseroller,
fosfolipidler ve triagilgliserol gibi lipidler karmasik bir hidrofobik biyomolekiil
grubunu temsil eder. Bu biyomolekiiller ¢ok sayida biyolojik fonksiyona hizmet
eder. Sadece biyolojik membranlarm yapisal biitiinliiglinden sorumlu olmakla
kalmazlar, ayn1 zamanda enerji metabolizmas1 ve depolanmasi i¢in de dnemlidirler
ve sinyal iletiminde énemli roller Ustlenirler (Zhu H vd., 2023). Literaturde, kanser

patolojisinde artmis endojen lipid sentezi veya eksojen alimmnin neoplastik hiicre



metabolizmasindaki bir dengesizligin BHRHK agresifligi ile iliskili olmas1
muhtemeldir (Heravi G vd., 2022). Bu baglamda, lipid yeniden programlamasinin
altinda yatan ayrintilt mekanizmalarin tanimlanmasi, BHRHK patofizyolojisinin

sagkalim1 ve proliferasyonu i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (Weiss RH, 2018). Bu
nedenle, degisen lipid metabolizmasi, tiimor hiicrelerinin besinden yoksunortamda
hayatta kalmasini saglar (Heravi G vd., 2022). Ozellikle, lipid metabolizmasinin
diizensizligi BHRHK” deki en belirgin degisikliklerden biridir. Ayrica, lipiddaha iyi
anlasilmasina ve bu maligniteyi hedef alan yeni terapotik stratejilerin tasarlanmasina

yardimci olabilir.

Son ¢aligmalar, yag asidi metabolizmasi ile en net iligkiye sahip mikroRNA olan
miR-33a’ nin BHRHK’ de antitumor aktiviteye sahip oldugunu bildirmistir
(Desgagné V vd., 2017; Jiang K vd., 2019; Gao C vd., 2020). Ote yandan, hiicresel
sagkalim yollarinin yag asidi metabolizmasiyla iligkili bir diizenleyicisi olan 5'-
adenosin monofosfat (AMP) ile aktive olan protein kinaz (AMPK) ve miR-33a ile
iligkili baslica yag asidi metabolizmasi diizenleyicisi olan sterol diizenleyici element
baglayici proteinler (SREBP’ ler) BHRHK patogenezinde rol oynayabilir (Desgagné
V vd., 2017; Massari F vd., 2015). Dahasi, BHRHK hastalarinda klinikopatolojik
Ozellikler ile hiicre diizeyindeki miR-33a ve AMPK ifadeleri arasinda iliski olabilir.
Bu da, bu molekiillerin hastalik seyrini Ongériicti parametreler veya terapotik

hedefler olarak diisiiniilebilmesine olanak saglar.

12  AMAC

Bu tez calismamizda, lipid metabolizmasinda 6nemli diizenleyici rol iistlendikleri
daha once gosterilen AMPK ve miR-33a ifadelerinin BHRHK’ da klinikopatolojik
ve molekiiler diizeyde Onemininin arastirilmast amac¢lanmistir. Bu baglamda,
oncelikle kanser genom atlas1 (The Cancer Genome Atlas, TCGA) veri tabaninda yer
alan BHRHK olgularinda Klinikopatolojik 6zellikler ile miR-33a ve AMPK ifadeleri
arasindaki iligskinin belirlenmesi, daha sonra, bu molekiillerin primer ve metastatik
BHRHK hiicre hatlarinda hiicresel diizeyde lipid birikimi {izerine etkileri

degerlendirilmistir.



2 GENEL BIiLGILER

2.1 BOBREK KANSERI

Yetiskinlerde bobrek kanseri, tek bir hastalik degildir; her biri farkl bir histolojiye,
farkl bir klinik seyre sahip ve farkli bir genin neden oldugu bir dizi farkli kanserden
olusur (Linehan WM ve Rathmell WK, 2011). Bobrek kanseri, bobrek parankimi
veya pelvisinden kaynaklanan kotu huylu timaorleri kapsarken, neredeyse tim bébrek
pelvis kanserleri degisici epitel hiicre tipindedir ve mikroskopik olarak dogrulanmis
bobrek karsinomlarinin %10’ undan azini olusturur. Adenokarsinomlar oncelikle
bobrek parankiminde ortaya c¢ikar (bu nedenle renal hicreli kanser olarak
adlandirilir, aym zamanda hipernefroma veya Grawitz tumorid olarak da
isimlendirilir) ve tim primer bobrek neoplazmlarin %80-90° mi1 olusturur. Renal
sarkomlar gibi diger parankimal epitelyal tumadrler seyrek olarak gorulir (Chow WH,
Dong LM ve Devesa SS, 2010; Mohd AB, vd., 2022; Pandey J ve Syed W, 2023).

2.1.1 Bobrek Kanseri insidans ve Epidemiyolojisi

Renal hicreli karsinom (RHK), 2020 yilinda tahmini 431 288 yeni vaka ile kiresel
olarak en yaygim 14. malignitedir. Insidans acisindan cinsiyet farkliliklar1 izlenmekte
ve erkekler arasmnda en yaygin dokuzuncu, kadinlar arasinda ise en yaygm 14.
kanserdir (Bukavina L vd., 2022). RHK insidans: cografi olarak biiyiik farkliliklar
gostermekte olup, Avrupa ve Kuzey Amerika’ da genellikle daha yuksektir (Chow
WH, Dong LM ve Devesa SS, 2010; Bukavina L vd., 2022; Znaor A vd., 2015)
(Sekil 2.1). Amerika Birlesik Devletleri’ nde her yil yaklasik 82.000 yeni RHK



vakas1 goriilmekte ve yaklasik 15.000 RHK oliimii gergeklesmektedir (Siegel RL vd.,
2023). Diunya ¢apinda, bobrek kanseri nedeniyle yilda 400.000° den fazla yeni RHK
vakast ve 170.000° den fazla 6lim gerc¢eklesmektedir (Global Cancer Observatory,
accessed on January 23, 2023). Son yirmi yilda RHK’ nin tan1 ve tedavisindeki
gelismelere ragmen, RHK hala en 6limcil Grolojik kanserdir ve 6liim orani yaklasik
%40’ tir. Metastatik tiimor vakalarinda ise mortalite oldukca artmaktadir ve yaklasik
%0 -13 gibi dusiik bir sagkalim oran1 vardir (Muglia VF vd., 2015; Ferlay J vd.,
2018).

OKYANUSYA 1.3%

. ASYA 36.67%
toplam vaka sayist 5 524 L)

toplam vaka sayisi

_ ¥ s 156,470
AFRIKA Q
toplam vaka sayist 17 718 Bobrek kanseri
LATIN AMERIKA toplam vaka
VE KARAYIPLER " sayisl
toplam vaka sayisi 65’ 990 431 ,288
KUZEY AMERIKA 17.8% _ AVRUPA
Akin toplam vaka sayisi
toplam vaka sayisi 76’ 975 ‘ 138, 611

Sekil 2.1. Kitalar arasinda bobrek kanseri insidansi, toplamin yiizdesi olarak ve 2020

icin bolge basina vaka sayisi olarak gosterilmistir (Bukavina L vd., 2022).
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Sekil 2.2. Bobrek kanseri insidansi icin yasa gore standardize edilmis grafik

(Bukavina L vd., 2022)
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Sekil 2.3. Bébrek kanseri mortalitesi icin yasa gore standardize edilmis grafik (Bukavina L vd.,
2022).

2.1.2 Bobrek Kanseri Etiyoloji ve Risk faktorleri

Hastalik genetik veya edinsel nedenlere bagli olarak gelisebilir. Yaygm edinsel
nedenler arasinda kronik bobrek hastaligi, uzun siireli diyaliz bagimliligi, sigara icme
Oykiisii, uzun siireli analjezik kullanimi, alkol kullanimi, sedanter yasam, obezite,
hipertansiyon ve diyabet yer alir (Padala SA ve Kallam A, 2023; Nabi S vd., 2018).
En yaygm izlenen genetik degisiklik, kromozom 3’ iin kisa kolunun kaybidir (3p
kayb1). Bu degisiklik berrak hucreli renal hiicreli karsinom (BHRHK) olgularinin
yaklasik %95’ inde gorulir (Padala SA ve Kallam A, 2023). Sirasiyla VHL, FH,
MET ve FLCN’ deki germ hatti mutasyonlarinin neden oldugu von Hippel Lindau
(VHL) sendromu, kalitsal leiomyomatozis ve RHK (KLRHK), kalitsal papiller RHK
ve Birt-Hogg-Dubé (BHD) sendromu dahil olmak {izere ¢esitli otozomal dominant

kalitsal kanser sendromlar1 hastalar1 bobrek kanseri gelisimine yatkin hale
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getirmektedir (Huang KL vd., 2018). Ayrica BAP 1, SDHB, SDHC, SDHD, TSC 1,
TSC 2 ve MITF’ de germ hatt1 mutasyonlar1 olan hastalar igin de risk daha ytksektir
(Bukavina L vd., 2022). Hastalik patogenezi ile iliskili oldugu gosterilen diger genler
arasinda ise PBRM 1, SETD 2, KDM5C ve MTOR 1 ve 8 bulunmaktadir. Diger
genetik degisiklikler arasinda 5q kazanci (% 69), 14q kismi kaybi1 (% 42), 7q kazanci
(% 20), 8p delesyonu (% 32) ve 9p kaybi (% 29) bulunmaktadir (Padala SA ve
Kallam A, 2023).

Yas, cinsiyet ve etnik koken de risk faktorleri arasinda yer almaktadir. Bobrek
kanseri insidansi yasla birlikte istikrarli bir sekilde artmaktadir. Cinsiyete gore
hastalik gelisme riskinin farkliligma iligskin olarak, insidans erkeklerde kadinlara gore
yaklagik iki kat daha yiliksektir ve bu durum zaman iginde, iilkeler ve yas gruplar1
arasinda istikrarli gériinen bir gercektir. ABD’ de bobrek kanseri insidansinin etnik
kokene gore karsilastirilmasinin yapildigi bir ¢alismada; siyah bireyler arasinda
hastalik insidansinm 17.0/100 000’ e ulastigini, beyaz bireyler icin ise bu oranin
13.2/100 000 oldugu gosterilmistir (Bukavina L vd., 2022).

Modifiye Edilebilir/Engellenebilir Risk Genomik, modifiye edilemeyen faktérler:
Faktorleri: - VHL sendromu
-Kronik bobrek hastaligi - Kalitsal leiomyomatozis ve BHK
-Sigara ve alkol kullanimi - Kalitsal papiller BHK
-Sedanter yagam - Birt-Hogg-Dubé sendromu
-Obezite - BAP1, SDHB, SDHC, SDHD, TSC1, TSC2,
-Hipertansiyon vs. gen patolojileri
-Diyabet
Se
%
Modifiye edilemeyen/Onlenemeyen risk
faktorleri:
- Yag
- Cinsiyet

-Irk

Sekil 2.4. Bobrek kanseri gelisme riskine katkida bulunan degistirilebilir ve degistirilemez risk
faktorlerinin sematik gosterimi (Bukavina L vd., 2022). VHL: Von Hippel-Lindau sendromu,

RHK: Renal hiicreli karsinom.



2.1.3 BObrek Kanseri Histopatolojik Simiflandirilmasi

Bobrek kanseri, histopatolojik olarak ¢esitli farkliliklar sergileyen ve klinik 6zellikler ve
genetik belirleyiciler agisindan de degisiklikler gosteren alt tipler ile karakterize olup,
bu alt tiplerden en yaygin izleneni renal korteksten kaynaklanan RHK’ dur. RHK, bir
ileri yas grubu timdrii olup en sik 50 ila 70 yaslar1 arasinda goriiliir ve yaklagik 2:1
erkek/kadin oranma sahiptir (Pandey J ve Syed W, 2023). Urolojik kanserler arasinda
prostat ve mesane kanserinden sonra {igiincii siklikta goriiliir ve tiim eriskin
kanserlerinin ise yaklasik %1 - %3’ iinii olusturur (Darré T vd., 2017; Athanazio DA
vd., 2021). Son yillarda tanisal radyolojideki teknolojik gelismelerle birlikte birgok
merkezde modern kesitsel goriintiileme yontemlerinin yaygm olarak kullanimi
sayesinde RHK izlenme ve saptanma oraninda belirgin bir artis izlenmektedir
(Krajewski KM ve Pedrosa I, 2018). Olduk¢a mortal seyir gosterebilen RHK, trolojik
kanserler arasinda mortaliteye en sik neden olan kanser tiirli olup olgularm 1/3” i tani
aninda metastatiktir. Ote yandan olgularin 1/3° iinde ise tedaviye ragmen metastaz
gelisebilecegi ongoriilmektedir (Padala SA ve Kallam A, 2023; Athanazio DA vd.,
2021). RHK tiim primer renal neoplazmlarin %80 ila %85 inden sorumludur ve
histopatolojik, klinik ve genetik 6zellikler agisindan degisiklikler gosteren 10” dan fazla
histolojik ve molekiiler alt tipi vardir. RHK” un histolojik smiflandirmasi, alt tiplerin bu
tiimorlerin prognozu ve tedavisi tizerindeki 6nemli etkileri goz oniine alindiginda son
derece onemlidir (Muglia VF vd., 2015). Geleneksel olarak, RHK alt tipleri
histopatolojik incelemedeki baskin sitoplazmik ozellikler (6rn. berrak hiicreli ve
kromofob RHK) ve mimari 6zellikler (6rn. papiller RHK) ile smiflandirilmaktadir
(Moch H wvd., 2022). RHK patofizyolojisindeki molekiiler degisimlerin kesfi ve
molekiiler biyoloji yontemlerindeki ilerlemelerle birlikte olagandisi morfolojiye sahip
bobrek tiimorlerinde molekiiler degisiklikleri tanimlamak i¢in daha fazla olanak saglami
olup morfolojiye dayali smiflamaya ek olarak molekiiler odakli bir bobrek timdrii
siniflandirmasi kavrami ortaya ¢ikmugtir (Moch H vd., 2022). Nitekim, Diinya Saglik
Orgut (DSO) [World Health Organisation, WHO] tarafindan son baskis1 2022 yilinda
yaymlanan DSO Tiimér Simiflandirilmas: besinci edisyonuna goére molekiler olarak
tanimlanmig RHK’ lar olarak da ayr1 bir alt gruptanimlanmistir (Tablo 2.1). Molekiiler
olarak tanimlanmis epitelyal bobrek tiimorlerine 6rnek olarak SMARCB 1 eksikligi
olan bobrek meduller karsinomu, TFEB-yeniden diizenlenmis RHK, ALK-yeniden
diizenlenmis RHK ve elongin C (ELOC) mutasyonlu RHK verilebilir. DSO 2022

smiflandirmasindaki en derin degisiklikler esas olarak nadir bobrek tlimorleri ile
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ilgilidir (Moch H vd., 2022). Morfoloji, imminohistokimya ve molekiler ozelliklerin
integrasyonu farkli tiimor tiplerini rafine etmeye ve uzun siiredir belirlenmis bobrek
kanseri kategorilerinden alt gruplar1 ayrmaya devam etse de, bu ayrimlarin yalnizca
belirli bir alt kiimesi klinik yonetim igin en yiiksek ¢neme sahiptir (Williamson SR,
2022). Tumdr alt tipinin prognozu etkileyip etkilemedigi tartismalidir. Cok merkezli bir
calismada, 4000’ den fazla hastada RHK alt tipinin prognostik bir farka neden olmadigi
gosterilmistir (Patard JJ vd., 2005). Buna karsilik, 3062 ve 1668 hastayr igeren tek
kurumlu iki farkli ¢aligmada ise berrak hiicreli histolojiye sahip hastalarin kansere 6zgii
sagkalimimin 6nemli 6l¢iide daha ko6tii oldugunu gosterilmistir (Leibovich BC vd., 2010;
Teloken PE vd., 2009). Diger yandan, RHK’ nin prognozunun timér evresi,
histopatolojik derece, sarkomatoid ve rabdoid Ozelliklerin varlhigi, yag ve vaskiiler
invazyon ile iliskili oldugu oldukga iyi bilinmektedir (Andreiana BC vd., 2018). Bu
nedenle, histolojik tani, RHK tipinin yani sira; histopatolojik derecesinin, sarkomatoid
ve rabdoid oOzelliklerin, vaskiler invazyonun, ve peri-renal yag invazyonunun
degerlendirilmesini de icermelidir (Ljungberg B vd., 2023). En sik goriilen histolojik alt
tipler berrak hcreli renal hucreli karsinom (BHRHK), papiller renal hicreli
karsinomlar ve kromofob renal hiicreli karsinomlardir. Bu (g alt tip birlikte tim RHK’
lerin %90’ indan fazlasmi temsil etmektedir (Muglia VF vd., 2015). Bunlardan en sik
goriileni, ayn1 zamanda da bobrek kanserine bagli dliimlerin ¢ogundan sorumlu olan,
BHRHK” dur (Chow WH, Dong LM ve Devesa SS, 2010; Mohd AB, vd., 2022; Pandey
J ve Syed W, 2023). BHRHK bdobregin en yaygin malignitesini temsil eder ve bobrek
karsinomlarm %80’ ini olusturur, ayrica oldukga agresif bir tiimdr olup kemik, akciger
ve karacigere metastaz yapma egilimi yiiksektir (Gkolfinopoulos S, Psyrri A, ve Bamias
A, 2021; Thaib PKP ve Rahaju AS, 2022).

Tablo 2.1. Diinya Saghk Orgiitii bobrek tiimorleri simflandirmasi-2022

Bobrek timorleri

1- Renal hiicreli timdrler
Berrak hiicreli bobrek timorleri
Berrak hiicreli renal hiicreli karsinom
Diisiik malignite potansiyelli multilokiiler kistik bobrek timdrii
Papiller bobrek timorleri
Papiller adenom
Papiller renal hiicreli karsinom

Onkositik ve kromofob bdbrek timorleri




+  Onkositoma
+  Kromofob renal hiicreli timarler
*  Bobregin diger onkositik timdrleri
- Toplayict kanal tiimorleri
»  Toplayici kanal karsinomu
- Diger bobrek tiimorleri
»  Berrak hucreli papiller renal hiicreli tumor
*  Miisinoz tubiiler ve igsi hiicreli karsinom
»  Tubilokistik renal hiicreli karsinom
»  Eozinofilik solid ve kistik renal hucreli karsinom
»  Non spesifik renal hiicreli karsinom
- Molekiiler olarak tanimlanmis bobrek tlimorleri
*  TFE3-yeniden diizenlenmis renal hiicreli karsinom
»  TFEB-degisiklikli renal hiicreli karsinom
* ELOC (eski adiyla TCEB1) mutasyonlu renal hiicreli karsinom
»  Fumarat hidrataz eksiklikli renal hiicreli karsinom
»  Siksinat dehidrojenaz eksiklikli renal hiicreli karsinom
* ALK-yeniden diizenlenmis renal hiicreli karsinom

«  SMARCBLI eksiklikli bobrek mediller karsinomu

2- Metanefrik timorler
- Metanefrik adenom
- Meanefrik adenofibrom

- Metanefrik stromal timor

3-  Mikst epidermal ve stromal tUmor ailesi
- Mikst epidermal ve stromal timor

- Eriskin kistik nefroma

4-  Bobrek mezenkimal timorleri
- Eriskin bobrek mezenkimal tiimorleri
« Anjiyomiyolipom
«  Onkositik anjiyomiyolipom
» Epitel kistleri ile birlikte anjiyomiyolipom
« Anjiyomiyolipom, epiteloid
« Hemanjioblastom
» Jukstaglomerdiler timor
» Fonksiyonel jukstaglomerdler hiicre timori
» Fonksiyonel olmayan jukstaglomeriler hiicre tumoru
»  Renomedller interstisyel hiicre timori
- Cocukluk ¢ag1 bobrek mezenkimal tiimorleri
*  Bebeklik doneminde kemiklesen bobrek timorii

»  Konjeniyal mezoblastik nefroma
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Bobregin rabdoid timorti

Bobregin berrak hiicreli sarkomu

5-  Bébregin embriyonal timorleri
Nefroblastik timorler
Nefrojenik kalintilar
Cocukluk cagi kistik nefromasi
Kistik kismi diferansiye nefroblastom

Nefroblastom

6- Muhtelif timorler
Bobregin germ hiicreli tiimdrleri
»  Prepubertal tip teratom
»  Karsinoidli teratom (ndroendokrin timaor)
*  Non spesifik yolk kesesi timori

»  Karigik teratom-yolk kesesi timori

2.1.4 Berrak Hucreli Renal Hucreli Karsinom (BHRHK)

RHK’ nin en sik izlenen alt tipi olan ve bobrek kanserine bagl éliimlerin ¢ogundan
sorumlu olan BHRHK tiim bobrek karsinomlarin %80’ ini olusturur, ayrica oldukca
agresif bir tiimdr olup kemik, akciger ve karacigere metastaz yapma egilimi yiiksektir
(Chow WH, Dong LM ve Devesa SS, 2010; Mohd AB, vd., 2022; Pandey J ve Syed
W, 2023; Gkolfinopoulos S, Psyrri A, ve Bamias A, 2021; Thaib PKP ve Rahaju AS,
2022). Tipik olarak kromozom 3p delesyonuna sahip olan berrak hiicreli karsinomlar
proksimal tiibiilden kaynaklanir (Young MD vd., 2018; Zhang Y vd., 2021).
Sporadik tiimérler, birden fazla ve iki tarafli olabilen ailesel lezyonlarin aksine
genellikle tek ve tek taraflidir. Makroskopik olarak solid veya daha az yaygin olarak
Kistik olabilirler, iyi sinirlidir ve kapsiil genellikle yoktur. Kesit yizeyi, hlicrelerdeki
biiyilk miktarda lipit nedeniyle saridir ve genis nekroz ve hemoraji alanlar1 vardir
(Pandey J ve Syed W, 2023; WHO Classification of Tumours-5th Edition, 2022).
Mikroskobik olarak timor hicreleri yuvarlak veya poligonaldir ve glikojen ve lipit
bakimindan zengin berrak veya pembe bir sitoplazma icerir (Pandey J ve Syed W,
2023). BHRHK sporadik hastalikta goriilmelerinin yani sira 6zellikle VHL hastaligi
ile iligkilidir ve kromozom 3p25° teki VHL geninin mutasyonu siklikla bulunur. Von
Hippel-Lindau protein fonksiyonunun kaybi timériin baglamasina, ilerlemesine ve

metastazlarina katkida bulunur (WHO Classification of Tumours-5th Edition, 2022).
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2.1.5 Papiller Renal Hicreli Karsinom (Papiller RHK)

Papiller RHK, renal epitelyal timoérlerin %13-20" sini olusturan ve en sik rastlanan
ikinci RHK morfotipidir. Genellikle smirhidir ve papiller veya tubllopapiller mimari
ile karakterizedir (Moch H vd., 2022; WHO Classification of Tumours-5th Edition,
2022). BHRHK’ den farkli olarak, sporadik tiimdrler bile multifokal ve bilateral
olabilir. Gross olarak tiimor iyi smirli ve grimsi-beyazdir ve tipik olarak santral
nekroz ve sik kanamalar sergiler (Pandey J ve Syed W, 2023). Papiller RHK
geleneksel olarak iki tipe ayrilmistir; Tip I ve 11 papiller RHK (Moch H vd., 2022).
Bununla birlikte, yeni 2022 WHO siniflandirmasinda, eski pRCC tip I artik "klasik
patern papiller RHK" olarak adlandirilmaktadir. U¢ ek morfolojik papiller RHK
paterni tanitilmistir: a) gogunlukla solid biiylime gosteren bifazik (alveolo-skuamoid)
patern; b) daha once "onkositik diisiik dereceli papiller RHK " olarak tanimlanan ters
nikleer polariteye sahip papiller tumér; ve c¢) tikirik bezinin Warthin timoérind
taklit eden hizli inflamasyon sergileyen Warthin benzeri papiller RHK (Ljungberg B
vd., 2023; WHO Classification of Tumours-5th Edition, 2022). Papiller RHK’ nin
genetik degisiklikleri arasinda kromozom 7 ve 17’ nin trizomileri ve tetrasomileri ve
Y kromozomunun kaybi yer alir. MET gen mutasyonlar1 disiik dereceli papiller
RHK’ de daha siktir (Ljungberg B vd., 2023). Sert bir yalanci kapsiil yapisina
sahiptir ve olduk¢a kirilgan yapida bir histolojisi vardwr. Timor papillalarmin
kirilganhigina bagl olarak bobrek tiimor biyopsisi gerceklestirilen olgularda biyopsi
yapilan hatta tiimor yayilim riski mevcuttur (Ljungberg B vd., 2023).

2.1.6 Kromofob Renal Hucreli Karsinom (Kromofob RHK)

Kromofob RHK artik "onkositik ve kromofob tiimérler" olarak gruplandirilmaktadir.
KRHK” lerin ¢ogu asemptomatik hastalarda tesadiifen kesfedilir (Moch H vd., 2022;
WHO Classification of Tumours-5th Edition, 2022). Toplayic1 kanallarin interkale
hicrelerinden kaynaklandiklar1 diistiniilmektedir (Pandey J ve Syed W, 2023). Kesit
ylizeyi soluk ten renginde, nispeten homojen ve sert, kapsiilii olmayan iyi sinirlt bir
kitle olarak ortaya c¢ikar. Histolojik olarak, seffaf hafif retikiile sitoplazmaya ve kalin
duvarl vaskiilatiirlii periniikleer halelere sahip bazik kromofob biiylik poligonal
hiicrelerden olusurlar. Onkositomdan ayirt edilmeleri zordur (Pandey J ve Syed W,
2023). Kromofob RHK, nikleer atipisi nedeniyle histopatolojik derecelendirme
sistemi ile derecelendirilemez (Moch H vd., 2022). Prognozu diger alt tiplere nazaran
daha iyidir (Volpe A vd., 2012).
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2.1.7 Diger BObrek Tumorleri

Diger bobrek tlimorleri en sik goriilen histolojik alt tipler olan BHRHK, papiller

RHK ve kromofob RHK haricinde geri kalan renal kortikal tiimérleri olusturur.

Bunlar, bazilar1 yakin zamanda tanimlanmis cesitli nadir, sporadik ve ailesel

karsinom/tiimdrlerin yani sira bir grup siniflandirilmamis karsinomu da igerir. Bu

timorlerin bir 6zeti Tablo 2.2 de verilmistir (Moch H vd., 2022; Ljungberg B vd.,

2023; Abern MR vd., 2012).

Tablo 2.2. Diger bobrek tiimorleri

karsinomu

Bdbrek timora alt tipi Klinik ¢zellikler Koti  huylu
potansiyel
Toplayict kanal Onceden bellini kanali karsinomu olarak | Yiksek, cok

adlandirilmaktaydi. Nadirdir, siklikla ileri
evrede ortaya cikar (tani sirasinda N+ %44

ve M1, %33).

agresif. Medyan
sagkalim 30 ay.

Berrak hucreli papiller

renal hicreli timor

Edinilmis kistik bobrek hastaligi olanlarda
genel popllasyona kiyasla 100 kat daha fazla

risk.

Diisiik, yavas

seyirli.

Miisindz tiibiiler ve igsi

hiicreli karsinom

Timér Henle halkasi ile iliskilidir. Bobrek
timorlerinin
orani daha yiiksek (3-4:1).

<%1’ i. Kadinlarda goriilme

Orta derecede.

Tubllokistik RHK

Nadir (<%1). Cogunlukla erkeklerde izlenir,

Diisiik, yavas

gorintulemede Bosniak tip III veya IV Kistik | seyirli.
yap1 seklinde olabilir.
Eozinofilik solid ve Kistik | Genellikle tuberoskleroz kompleks (TCS) | Nadiren
RHK genlerinde degisiklik mevcuttur. Agirlikli | metastatik.

olarak  yetiskin ~ kadinlarda  goriiliir.

Bazilarinda TSC sendromu bulunabilir.

TFE3-yeniden diizenlenmis
renal hicreli karsinom

Birgok farkli ortak genden biriyle TFE3” (i
fiizyonlar1.  Eski  adiyla
translokasyon RHK (TRHK) Xpl1.2.
Cocukluk cagi RHK’ sinin yaklagik %40’ 1
ve yetiskin RHK” nin %1,6-4 (.

iceren  gen

BHRHK’a benzer

sagkalim.

TFEB-yeniden diizenlenmis
renal hicreli karsinom

TFEB transkripsiyon fakt6riini iceren gen
fiizyonlari, tipik olarak bir MALATI1-TFEB
gen
t(6;11)(p21;912)

fuzyonu ile  sonuglanan  bir

translokasyonu  yoluyla.

TFE3-yeniden
diizenlenmig
RHK’

daha selimdir

den
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Eskiden translokasyon RHK t(6;11) olarak
TFE3
diizenlenmis RHK’ den daha az yaygindir.

isimlendirilmekteydi. ile yeniden

ve vakalarm

%10° undan
az1 hasta
olumiyle

sonuglanir.

ELOC (eski adiyla TCEBI1)

mutasyonlu renal hcreli

karsinom

Literatiirde yirmi vaka tanimlanmistir. Tipik

olarak T1 tiimorler.

Diisiik, yavas
seyirli. Sadece
2 metastatik
vaka

bildirilmistir.

Fumarat hidrataz eksiklikli

renal hiicreli karsinom

Daha ©nce herediter
RHK iliskili

isimlendirilmekteydi.

leiomyomatozis ve
RHK
FH

ile olarak
geninde
degisiklikler. Otozomal dominant. Yasam
boyu %21-30 RHK risk. Kutanéz

leiomyomlar, kadin uterin leiomyomu veya

leiomyosarkom. Erkeklerde daha sik goriiliir

Genellikle agresif.

Siliksinat  dehidrojenaz Nadir gorulir. Tim RHK’ lerin %0,05-0,2° | Metastatik
eksiklikli renal hicreli si. hastalik sergileme
karsinom orani %11.
ALK-yeniden  diizenlenmi{ Kromozom 2p23’ te anaplastik lenfoma | Diisiik, yavas
renal hiicreli karsinom kinaz genini (ALK) iceren gen flizyonlar ile | seyirli.
karakterizedir. Yaklagik 40 vaka
tanimlanmustir.
Metanefrik timorler Metanefrik  adenom,  adenofibrom  ve | Selim.
metanefrik stromal timorler olarak ayrilir.
Mikst epidermal ve stroma| Bobregin mikst epitelyal ve stromal tiimorii | Selim.
timorler (MEST) ve eriskin kistik nefromu olmak
lzere 2  benign lezyonu  Kkapsar.
Goriintillemede siklikla Bosniak tip III veya
IHF/IV  kistik lezyon olarak izlenir.
Cogunlukla kadnlarda goriilir (7:1).
Bobrek Kistleri/kistik Sik  izlenirler, ortaya ¢ikan  septa, | Siklikla selim.

lezyonlar

kalsifikasyonlar ve solid komponentler takip

ve/veya tedavi gerektirebilirler.
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2.1.8 Bobrek Kanseri Tumor Evrelemesi

Kanser evrelemesi, primer tiimoriin biiyiikliglinii ve yayilma derecesini belirleme
strecidir. Prognozu tahmin eder, klinik pratikte hastalik yonetimi ve tedavi
kararlarina rehberlik eder ve takip ve gozetim planlarmin formule edilmesine
yardimct olur (Swami U vd., 2019). Amerikan Kanser Ortak Komitesi (American
Joint Committee on Cancer, AJCC) tumdr-nod-metastaz (TNM) evrelemesi, kanser
icin en yaygin kullanilan ve evrensel olarak kabul edilen evreleme sistemidir. Diger
cogu kanser tipinde oldugu gibi, bobrek kanserinde de TNM smiflandrma ve
evreleme sistemi klinik ve bilimsel kullanim i¢in &nerilmektedir (Ljungberg B vd.,
2023). TNM siniflandirmasinin bobrek kanserli olgularda prognostik degeri oldugu
tek ve cok merkezli birgok caligma tarafindan dogrulanmustir (Ljungberg B vd.,
2023). Ornegin, Tsui ve ark. (Tsui KH vd., 1997) tarafindan 2000 yilinda yayinlanan
643 olguluk seride TNM evre 1, 11, Il ve IV RHK’ lar igin 5 yillik kansere 6zgii
sagkalim oranlar1 sirasiyla %91, %74, %67 ve %32, primer timor yaygmhg: T1
hastalik icin %383, T2 hastalik i¢cin %57, T3 hastalik icin %42 ve T4 hastalik i¢in
%28 sagkalim orani gosterilmistir. TNM siniflandirma ve evreleme sistemi, 1977’
deki ilk yaymindan bu yana ¢esitli degisikliklere ugramistir ve 2017 yili itibariyle
sekizinci versiyonu ilan edilmistir (Swami U vd., 2019). Bobrek kanserinde TNM
evrelemesi (Tablo 2.3), tiimor boyutu, damarlara veya perinefrik dokulara uzanim,
ipsilateral adrenal bez veya Gerota fasyasma invazyon (T), bolgesel lenf nodlarina
(N) veya uzak bolgelere metastaz (M) gibi bircok énemli anatomik parametreye

dayanilarak gergeklestirilir (Swami U vd., 2019; Ljungberg B vd., 2023).
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Tablo 2.3. Bobrek kanseri TNM smiflandirma ve evreleme sistemi
(Sekizinci versiyon-2017).

T-Primer TUmaor

-TX Primer tiimdr degerlendirilemiyor.

-TO Primer timér kaniti yok.

-T1 Timor en biiyiik ¢cap1 < 7 cm, bobrege sinirli.

-T1a Timor en biiyiik cap1 <4 cm, bobrege sinirl

-T1b 4 cm < timor en biiyiik ¢ap1 <7 cm, bobrege sinirli.

-T2 Tiimor en biiyiik ¢cap1 > 7 cm, bobrege sinirli.

-T2a 7 cm < tiimdr en biiyiik ¢ap1 < 10 cm, bobrege sinirli.

-T2b Tiimdr > 10 cm, bdbrege sinirli.

-T3 Tiimoér ana venlere veya perirenal dokulara yayilmis fakat ayni taraf adrenal beze veya Gerota
fasyasiin digina yayilim gdstermiyor.

-T3a Timor renal ven veya segmental dallaria yayilmis, veya pelvikalisiyel sistemi invaze etmis,
veya perirenal ve/veya renal siniis yag dokusunu invaze etmis fakat Gerota fasyasinin disina
yayilim gostermiyor.

-T3b Timdr diyaframin altinda vena kavaya yayilmis.

-T3c Timor diyaframin lizerinde vena kavaya yayilmis, veya vena kava duvarini invaze etmis

-T4 Tumor Gerota fasyasinin digina yayilmig (ayni taraf adrenal beze direkt invazyon dahil).

N-Bdlgesel Lenf Nodulleri

-NO Bolgesel lenf nodiili tutulumu yok.

-NX Bolgesel lenf nodiilleri degerlendirilemiyor.

-N1 Bélgesel lenf nodiili tutulumu var.

M-Uzak Metastaz

-Uzak metastaz degerlendirilemiyor.

-MO0 Uzak metastaz yok.

-M1 Uzak metastaz var.

TNM Evre Gruplamasi

Evre I=T1 NO MO.

Evre I1= T2 NO MO.

Evre 111=T1 N1 MO, T2 N1 MO, T3 NO MO, T3 N1 MO.

Evre IV= T4 Herhangi N MO, Herhangi T Herhangi N M1.

2.1.9 Bobrek Kanseri Histolojik Tumor Derecelendirmesi

Bdbrek kanseri metastaz yapma kapasitesine gore farkli biyolojik davranis sergileme
egilimindedir. Bu nedenle, yiiksek riskli hastalar1 taniyacak ek prognostik faktorlere
ihtiya¢ vardir. Literatiirde, TNM evreleme ve smiflamasmna ek olarak, bobrek
kanserinde hastaligin seyrini ve prognozu etkileyen tumor derecesi, tumor alt tipi,
lenfovaskiiler invazyon, tiimor nekrozu ve toplayici sistem invazyonu gibi gesitli
histolojik parametrelerin de oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, timoér derecesi
en oOnemli histolojik prognostik faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir
(Ljungberg B vd., 2023).

RHK i¢cin morfolojik 0Ozelliklere dayali ¢esitli derecelendirme simiflandirmalart
onerilmis olup tumor niikleer derecelendirme sistemleri en yaygmn kullanilan
derecelendirme  sistemlerdir ~ ve literatiirdeki mevcut  kanitlar  niikleer
derecelendirmenin niikleer kriterleri kullanmayan diger derecelendirme tiirlerine gore

daha iyi bir prognostik gosterge oldugunu gostermektedir (Medeiros L) vd., 1997).
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Bunlardan Fuhrman derecelendirme sistemi (Fuhrman SA, Lasky LC ve Limas C,
1982) patoloji pratiginde yaygin bir kullanima ulagmis ve Fuhrman derecelendirme
sisteminin hastalik seyrinin, sagkalimin ve prognozun 6énemli bir belirleyicisi oldugu
cok sayida arastirmact tarafindan kanitlanmistr (Qayyum T,  vd., 2013).
Gunlimuzde, Fuhrman derecelendirme sisteminin yerini artik Diinya Saglik
Orgiitii/Uluslararas1  Urolojik Patoloji Dernegi (WHO/ISUP) derecelendirme
smiflandirmasi almistir. Bu derecelendirme sisteminin histopatolojik tan1 esnasinda
patologlar arasi varyasyonun daha az olmasina olanak sagladigi kabul edilmektedir.
Ayrica, WHO/ISUP derecelendirmesinin, 6zellikle derece 2 ve derece 3 timorler igin
Fuhrman derecelendirmesine kiyasla daha {istiin prognostik bilgi sagladigi
gosterilmistir (Ljungberg B vd., 2023). Sonu¢ olarak, RHK i¢in WHO/ISUP
derecelendirme sistemi, BHRHK ve papiller RHK’ de prognostik olarak dnemlidir ve
BHRHK igin risk stratifikasyon skorlarmna dahil edilir, bdylece hasta yonetimini
etkiler (Browning L vd., 2021; Rabjerg M vd., 2021).

Tablo 2.4. Fuhrman ve WHO/ISUP niikleer derecelendirme sistemleri.

Nukleer Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4

derece sistemi

Fuhrman Kiguk Daha buyuk Daha da Hucreler blyuk,
(=10um), (=15um), dis blyuk pleomorfik,
yuvarlak hatlarinda cekirdekler tuhaf cok loblu
tek tip duzensizlik olan (=20um), dev hcreler ve
cekirdek, ve %400 belirgin  bir agir  kromatin
nikleol yok blyutmede diizensiz dis kiimeleri, asir1
veya goOze nukleolleri hat ve x100 diizensiz dis
carpmaz. gorulebilen blyutmede hatlar.

cekirdekler. gorilebilen
nikleoller.

WHO/ISUP Nikleol %400 blyitmede Nikleoller Rabdoid  veya
yok  veya belirgin ve %100 sarkomat6z
%400 eozinofilik blyltmede farklilagma,
buyltmede nikleoller (x100 belirgin ~ ve | timor dev
goze biylitmede eozinofiliktir. | hucreleri ve
garpmayan gorilebilir, kromatin
bazofilik ancak  belirgin kiimelenmesi ile
nikleol. degildir. agiri niikleer

pleomorfizm.

17



2.2 KANSERDE HUCRESEL METABOLIK DEGIiSIKLIKLER

Hiicresel enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi kanserin ortaya ¢ikan bir
Ozelligini olusturmaktadir ve Son yillarda kanserdeki metabolik degisikliklerin
altinda yatan mekanizmalar1 ortaya ¢ikarmak igin normal hiicreler ve kanserli
hlcrelerde ¢ok sayida galismalar yiiriitiilmektedir (Weyandt JD vd., 2017). Kanser
hiicrelerinde metabolik yeniden programlamanin ilk gdzlemi 1927 yilinda Otto

Warburg tarafindan yapilmistir (Warburg OP ve Negelein E, 1927).

A. B.
Farklilagmig Doku Proliferatif Doku Tiimér
or
BHOO00, (®
N(yzxia H%Xka = “~’Normoxia I Hypoxia
Glucose Glucose Glucose
0, Pyruvate Pyruvate 0, Pyruvate

\ i\ s/ N850
\\ /

+

Lactate Lactate
Lactate
Co, CO,
Oksidatif Anaerobik Aerobik glikoliz
fosforilasyon glikoliz (Warburg Effect)
Net: ~36 mol ATP/ Net: 2 mol ATP/ Net: ~4 mol ATP/
mol glucose mol glucose mol glucose

Sekil 2.5. Tumér Hicrelerinde Metabolik Yeniden Programlama: Warburg Etkisi (Weyandt JD
vd., 2017). A. Normoksik kosullar altinda, normal dokular piruvatin glikolitik {irtintinii Asetil-CoA’
ya dondiistiiriir, bu da mitokondride trisiklik asid dongiisiinde oksidatif fosforilasyon siirecini
baslatmak i¢in kullanilir. Oksijen yoklugunda piruvat laktata doniistiiriiliir ve enerji ve besin
gereksinimlerini karsilamak icin siirekli anaerobik glikoliz kullanilir. B.Téimér hiicreleri glikolitik
iriin piruvatin biiyiik kismini laktata doniistiiriir ve besin ve enerjilerini siirekli aerobik glikoliz

yoluyla yeniler, ancak mitokondriyal islevi ve bir miktar oksidatif solunumu siirdiirtir.

Kanser hiicrelerinde, bir veya daha fazla klasik metabolik yol hiicresel gereksinime
gore yeniden programlanir. Ornegin, hizla biiyiiyen kanser hiicrelerinde Warburg
etkisi, tlimorlerin besin eksikligi kosullarinda gelismesini saglar. Buna karsilik, ayni
hlcrelerde pentoz fosfat yolu, niikleotidlere yonelik artan talebi beslemek icin yukar1

dogru diizenlenir. Benzer sekilde hiicreleri oksidatif strese karsi korumak ve
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lipidlerin biyosentezi i¢in glutamin metabolizmasinin yukari regiilasyonu da stz
konusu olabilir (Pavlova NN ve Thompson CB, 2016). Normal hiicrelerin aksine
kanser hiicreleri piriivat1 laktata doniistiirmek icin laktat dehidrojenaz (LDH) ile
laktik asit fermantasyonunu kullanir. Glukozun laktata katabolizmasi, oksidatif
fosforilasyona kiyasla daha diisik miktarda enerji verir. Bu nedenle, kanser
hiicrelerinin enerji ihtiyacini telafi etmek igin yiiksek bir glukoz tiiketim orani
gereklidir (Chakraborty S vd., 2021). Kanser hiicrelerinin membrani boyunca glukoz
tastyicilarmin artan ifadesi yiiksek glukoz tlketimine katkida bulunur. GLUT
(glukoz transporter, glukoz tastyici) ailesinin pasif glukoz tastyicilarinin ifadesi farkli
kanserlerde siklikla yukari regiile edilir (Chakraborty S vd., 2021). Normal
hucrelerin aksine, kanser hticreleri uzun sireli metabolik ve oksidatif strese maruz
kalir (Nogueira V ve Hay N, 2013). Kanser hiicreleri bu kronik oksidatif strese karsi
savunmak igin daha fazla NADPH (retmek (izere glukoz metabolizmasini yeniden
programlar. Pentoz fosfat yolunun hiz smirlayict enzimi olan glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz (G6PD), kanser hiicrelerinde siklikla yukari regiile edilir (Chakraborty
S vd., 2021). Bir¢ok calisma, kanser hiicrelerinde pentoz fosfat yolunun PI3K,
MTORC 1 ve K-Ras gibi onkogenler tarafindan yukar1 regiile edildigini ve p53 ve
PTEN gibi tiimor baskilayici genler tarafindan inhibe edildigini gostermistir
(Chakraborty S vd., 2021).

Trisiklik asid (TCA) dongiisii kanser hiicrelerinde genellikle enzim mutasyonlari
nedeniyle bozulur. Ornegin, izositrat dehidrojenaz (IDH), siiksinat dehidrojenaz
(SDH) ve fumarat hidrataz1 (FH) kodlayan genlerdeki mutasyonlar normal hiicrelerin
kanser hiicrelerine doniismesine yol agabilir (Chakraborty S vd., 2021). Kanser
hicrelerinde, sitoplazmik glikoliz yoluyla daha hizli ATP iiretimi mitokondriyal
oksidatif fosforilasyona tercih edilir. Glikoliz, oksidatif fosforilasyondan 100 kata
kadar daha hizli ATP sentezleyebilir, ancak glikolizin toplam enerji verimi ¢ok
distiktiir; oksidatif fosforilasyondan 18 kat daha diistiktiir. Bununla birlikte, timor
tiplerine ve besin maddelerinin mevcudiyetine bagh olarak glikoliz veya oksidatif
fosforilasyon yoluyla glukoz tiiketiminde heterojenlik vardir (Chakraborty S wvd.,
2021).

Kanser hucresinde glutamin, triptofan ve arginin metabolizmalarinda da degisiklikler
ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin, p-katenin® deki aktive edici mutasyonlarin
hepatoseliiler karsinomda glutamin tastyicilarinin (SLC1A 2) ve glutamin sentetazin
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ifadesini arttirdig: bildirilmistir (Dal Bello B vd., 2010). Triptofan metabolizmasinin
onemli yolagi olan Kintirenin yolunun enzimi olan triptofan-2, 3-dioksijenaz (TDO 2)
solid tiimorlerde siklikla asir1 eksprese edildigi gosterilmistir (Wettersten HI, 2020).
Biriken kintinerinin efektér T hiicrelerinin apoptozunu tesvik ettigi ve antitimor
immiin yanitlar1 baskiladigi bilinmektedir. Ayrica Kintnerin, kanser hucreleri
iizerindeki aril hidrokarbon reseptorii (AhR) aracilifiyla otokrin sinyale aracilik
ederek hiicre dis1 matrisin bozulmasini ve kanser hiicrelerinin istilasini tetikler.
Ayrica, kinlinerin kanserle iligkili immiinosupresyonla baglantili hem dogal hem de
adaptif immiin yanit1 modiile edebilir (Chakraborty S vd., 2021). Argininostksinat
sentaz-1 (ASS 1) ve arginin metabolizmast yolunun kritik bir enzimi olan
argininosiksinat liyaz (ASL), hepatoselluler karsinom, renal hicreli karsinom ve
melanom gibi kanserlerde genellikle epigenetik olarak bozulur. Bununla birlikte,
ASL ve ASS 1’ in asag1 regiilasyonu genellikle kemoterapotik ilag direnci ve
kanserin kot prognozu ile iliskilidir (Chakraborty S vd., 2021).

Kanser hiicrelerinde izlenen metabolik degisikliklerin belki de en iyi bilineni lipid
metabolizmasmi kapsamaktadir. Tiimorlerin de novo lipid sentezleme yetenegi 1950°
lerde kesfedilmis ve o zamandan beri bazi kanserler i¢in 6nemli bir metabolik durum
olarak tanimlanmistir (Kuhajda FP vd., 1994; Menendez JA ve Lupu R, 2006; Rohrig
F ve Schulze A, 2016). Lipid metabolizmasindaki kansere 6zgii izlenen degisiklikler

sonraki boliimlerde ayr1 alt baslik olarak daha detayli irdelenecektir.

2.2.1 Renal Hucreli Karsinomda Hicresel Metabolik Degisiklikler

Bobrek kanseri metabolik yolaklardaki degisikliklerle yiiksek oranda baglantili
tiimor tiplerinin baslica Ornegidir. Coklu metabolik yollardaki degisiklikler ve
pertlrbasyonlar nedeniyle, RHK bazen bir "metabolik hastalik" olarak adlandirilir.
Ilging bir sekilde, genel mutasyon yiikii diger bircok tiimér tipine kiyasla RHK’ de
nispeten diisiik olsa da, bu tiimdrlerde tanimlanan mutasyonlarin biiylik cogunlugu
bir sekilde hiicrenin besinleri, oksijeni, demiri veya enerjiyi algilama veya bunlara
yanit verme becerisiyle ilgilidir; bu da metabolik yolak degisikliklerinin RHK’ nin
tiim alt gruplarinda proliferasyonun temel itici giicleri oldugunu diislindiirmektedir.
Glikoliz, TCA dongusu ve oksidatif fosforilasyon yolaklarinin spesifik adimlarinin
diizensizligi ile sonu¢lanan mutasyonlarin tiimii RHK alt tiplerinde bulunmustur ve

tiimorigeneze katkida bulunabilecek metabolik degisikliklerin  ¢esitliligini

20



gostermektedir (Weyandt JD vd., 2017; Chakraborty S vd., 2021). RHK hiicrelerinin
degisen biyosentetik, biyoenerjetik ve redoks gereksinimlerine dayanmak i¢in besin
alim1 ve metabolizmasinda yer alan yollar1 yeniden programlayabilme 6zelligi timor
baskilayic1 genlerin kayb1 ve onkogenlerin aktivasyonu ile desteklenen metabolik
yeniden programlama olarak adlandirilir (Chakraborty S vd., 2021). Bobrek
kanserindeki metabolik yeniden programlamanin biiyiik bir kismi1 VHL geninin
inaktivasyonu ve Ras-PI3K-AKT-mTOR yolaginin aktivasyonundan
kaynaklanmaktadir. Hipoksi ile indiiklenebilir faktor (HIF) ve Myc, RHK’ nin
metabolik yeniden programlanmasindaki diger onemli oyunculardwr. Tim RHK
turleri glukoz ve yag asidi metabolizmasinin ve TCA donglsunin yeniden
programlanmast ile iliskilidir (Chakraborty S wvd., 2021). Bu yeniden
programlanmalar; glukoz tasimmimi ve glikolizde yeniden diizenlenme, pentoz fosfat
yolaginda degisiklikler, TCA sikliis degisiklikleri, oksidatif fosforilasyonda
degisiklikler, glutamin, triptofan ve arjinin metabolizmasi degisiklikleri ve yag asit

metabolizmasi degisiklikleri kapsar (Chakraborty S vd., 2021).

Bébrek hiicreleri, GLUT 1 ve GLUT 2 gibi pasif glukoz tasiyicilar1 olan GLUT
ailesinden ¢ok sayida molekiiliin ifadesini gergeklestirir. Ayrica bobrekler, sodyuma
bagimli glukoz yardimci tasiyicisi (SGLT) ailesinden ¢ok sayida ATP’ ye bagimli
aktif glukoz tasiyiciya da sahiptir (Kuang H vd., 2017; Chowdhury B vd., 2016).
RHK’ de bu glukoz tasiyicilarmin ifadelerinde gesitli degisiklikler ortaya ¢ikmakta
ve bu molekillerin degismis ifadesi muhtemelen bu kanserin baslica fenotipik
Ozelliklerinden biridir. Bir tumdr baskilayici olan PBRM 1, BHRHK’ de en sik
mutasyona ugrayan ikinci gendir ve Chowdhury ve ark. (Chowdhury B vd., 2016).
RHK hcrelerinde PBRM 1’ in yeniden ifadesinin glukoz aliminda azalmaya yol
actigin1 gostermislerdir.  BObrek kanseri hicrelerinde glikoliz ile ilgili tim
enzimlerin hucresel ifadesinde artis oldugu kanitlanmistir (Hakimi AA vd., 2016;
Wettersten HI vd., 2015). Alternatif olarak, tiimor baskilayici oldugu bilinen hiz
sinirlayict glukoneojenetik enzim fruktoz-1-bisfofatazin (FBP 1) ifadesi RHK’ de
yok denecek kadar az oldugu da bildirilmistir (Moore LE vd., 2012). Benzer sekilde,
RHK hicrelerinde laktat olusumu ve laktat dehidrojenaz A (LDHA) ifadesi artarken,
piriivat1 etanole doniistiiren aldo-keto redliktaz ailesi 1 tyesi Al (AKR1A 1) enzimi
azalir (Liang K ve Dai JY, 2022). Monocarboxylate transporter 1 ve 4 (MCT 1 ve
MCT 4) gibi laktat tastyicilarini kodlayan genlerin ifadelerinde agresif bobrek
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timorlerinde siklikla artis oldugu da gosterilmistir (Kim Y vd., 2015; Fisel P vd.,
2013).

Pentoz fosfat yolunun hem oksidatif hem de oksidatif olmayan fazlar1 bobrek
kanserinde artmaktadwr. ilging bir sekilde, pentoz fosfat yolunun yukar: yonli
regulasyonu agresif BHRHK ve kotii hasta prognozu ile iliskilendirmistir. Bu
yolakda hiz sinirlayict enzimi olan G6PD ifadesi, redoks durumundan bagimsiz
olarak normal bobrek hiicrelerine kiyasla RHK hiicrelerinde énemli 6lgiide yukselir
ve kot prognoz ile korelasyon gosterir (Langbein S vd., 2008; Zhang Q vd., 2017).
Bunlara ek olarak, RHK hiicrelerinde diger birgok enzim aktivitesinde degisiklikleri
oldugu gosterilmistir (Sekil 2.6) (Chakraborty S vd., 2021).
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Sekil 2.6. Bobrek kanserinde glukoz tasinimi ve glukoz metabolizmasinin yeniden
programlanmasi (Chakraborty S vd., 2021). ALDO, aldolaz; ENO, enolaz; FBP 1, fruktoz-1-
bisfofataz; Fruktoz-1,6-BP, fruktoz 1,6-bisfosfat; Fruktoz-6-P, fruktoz 6-fosfat; Gliseraldehit-3-P,
gliseraldehit-3-fosfat; GAPDH, gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz; GPI, glukoz-6-fosfat izomeraz;
Gliseraldehit-3-P, gliseraldehit 3-fosfat; HK, hekzokinaz; LDH, laktat dehidrojenaz; PC, piruvat
karboksilaz; PDH, piruvat dehidrojenaz; PDK 1, piruvat dehidrojenaz kinaz; P-Enolpiruvat,
fosfoenolpiruvat; PFK, fosfofruktokinaz; PGK, fosfogliserat kinaz; PGM, fosfogliserat mutaz; R5P,
riboz-5-fosfat; TKT, transketolaz; TPI, triozefosfat izomeraz; 1,3-BP-Gliserat, 1,3-bisfosfo-D-
gliserat; GLUT 1, glukoz tasiyici-1; 2-P-Gliserat, 2-fosfogliserat; 3-P-Gliserat, 3-fosfogliserat; 6-P-
Glukonolakton, 6-fosfoglukono-d-lakton; 6-P-Glukonat, 6-fosfoglukonat; 6PGD, 6-fosfoglukonat
dehidrojenaz; G6PD; glukoz- 6-fosfat dehidrojenaz; MCT 1, Monokarboksilat tagiyict 1; MCT 4,
Monokarboksilat tagtyic1 4; SGLT 2, sodyum-glukoz kotransporter 2.

RHK’ de, diger metabolik yolaklarin TCA dongsu ile birlesen kisminda gorev alan
enzimler genellikle asagi yonde regiile edilir (Sekil 2.7). Bu yollar glikoliz, lipid
metabolizmas1 ve glutamin metabolizmasini igerir. Bu enzimler, TCA dongiisiine ya
dogrudan ya da biyokimyasal doniisiim yoluyla girebilen bir son drtine yonelik bir

reaksiyonu katalize eder. Piruvat dehidrojenaz (PDH) piruvatin asetil-CoA’ ya
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doniigiimiini katalize eder ve bu da anti-TCA dongusu enzimi piruvat dehidrojenaz
kinaz (PDK 1) tarafindan inhibe edilir. Piruvat karboksilaz (PC), asetil-CoA’ y1 TCA
dongusundn ilk stabil ara trinu olan oksaloasetata doniistiiriir. g-aminobutirik asit
transaminaz, glutamin metabolizmasinin bir yan {iriinii olan ndrotransmitter GABA”’
nin bagka bir TCA dongiisli ara iirlinii olan siiksinata dontisiimiinii katalize eder.
Dihidrolipoamid asetiltransferaz, a-ketoglutaratin geri doniisiimiinii diizenleyen o-
ketoglutarat dehidrojenaz  kompleksinin bir bilesenidir. Deneysel ¢alismalar,
proteomik, metabolomik ve transkriptomik bulgularla desteklendigi {izere, bu
enzimlerin ve sekil 2.7° de g0sterilen diger bazi iliskili enzimlerin normal bdbrek
hiicrelerine kiyasla RHK hiicrelerinde asagi regiile edildigini ortaya koymustur

(Chakraborty S vd., 2021).

RHK’ de yeniden diizenlenmis bir TCA dongiisiiniin yani sira, kanser hiicreleri
azalmig oksidatif fosforilasyon aktivitesi de gosterir (Simonnet H vd., 2022).
Simmonet ve ark. (Simonnet H vd., 2022) RHK’ li doku Orneklerinde oksidatif
fosforilasyon  aktivitesini  degerlendiridikleri  ¢alismalarinda  mitokondriyal
metabolizma ve oksidatif fosforilasyondaki bozulmanin agresif seyreden RHK doku
orneklerinde oldukca arttigmmi gostermislerdir. Bu durum, yazarlar tarafindan,
oksidatif fosforilasyon komplekslerinin  6nemli Ol¢iide azalmis ifadesi ile
iligkilendirilmistir. Ayrica arastirmacilar, s6z konusu ¢aligmalarinda tim RHK
orneklerinde oksdiatif fosforilasyon komplekslerinden kompleks-V’ in asagi yonde
regile oldugunu saptamislardir. Diger bir ¢alismada ise, peroksizom proliferator ile
aktive olan reseptor-o (PPAR), koaktivatorleri (PGC) transkripsiyonel koaktivatér
ailesinin en 6nemli Uyesi olan PGC-la’ nin, BHRHK hiicrelerinde baskilandigi
gosterilmistir (LaGory EL vd., 2015). PGC-1a’ nin baskilanmasi mitokondriyal
transkripsiyon faktorii (TFAM) ifadesinin azalmasina ve mitokondriyal solunumun
gecikmesine yol actig1 ve BHRHK hiicrelerindeki diisitk PGC-1a ifadesini kotl hasta
sonucu, hastalik ilerlemesi ve metastaz ile iliskili oldugu da rapor edilmistir (LaGory
EL vd., 2015). PGC-1a’ nin baskilanmasinin bobrek kanserinin bitylimesi igin 6nemi
Felipe-Abrio ve ark. (Felipe-Abrio B, Verdugo-Sivianes EM ve Carnero A, 2019)
tarafindan da gosterilmistir. Yazarlar, bobrek kanseri hiicrelerinde MY B-baglayici
protein 1A (MYBBP1A) asag1 regiilasyonunun PGC-1a’ y1 aktive ederek glikolitik

metabolizmay1 oksidatif fosforilasyona ¢evirdigini gostermislerdir.
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Bobrek korteksinde idrar olusumu sirasinda idrar pH dengesinin korunmasinda rol
alan glutamin’ in de RHK’ de metabolizmasinda degisiklikler izlenir (Chakraborty S
vd., 2021). BHRHK’ de normal bobrek dokularma kiyasla glutamin kullanimi1 6nemli
Olclide artar, ve artmig glutamin seviyesinin RHK’ de serbest yag asitleri
metabolizmasi ile iliskili oldugunu gosterilmistir (Mullen AR vd., 2011). Ayrica,
glutaminin reduktif karboksilasyonunun hizla biiyiiyen bobrek karsinom hucrelerinde
baskin metabolizma modlarindan biri oldugu da gosterilmistir (Mullen AR vd.,
2011). Yine literatiirde, yuksek dereceli, yiksek evreli ve metastatik BHRHK’ nin
artmis glutamin seviyesi ve glutatyon/oksitlenmis glutatyon yolaklar1 ile iliskili

oldugu rapor edilmistir (Chakraborty S vd., 2021).

RHK’ de, triptofan aminoasidinin 6nemli bir metabolik yolagi olan kiniirenin yolag1
metabolitlerinde artis ve triptofan seviyesinde ise azalma oldugu gosterilmistir.
birlikte artar (Wettersten HI vd., 2015). Kiniirenin yolagi, diyetle alinan triptofanin
biiylik bir kismmnin metabolizmasinda sorumludur ve indolamin2,3-dioksijenaz
(IDO) bu yolagin hiz sinirlayici enzimidir (Chakraborty S vd., 2021). IDO ifadesi,
normal dokulara kiyasla renal tiimor endotel hiicrelerinde artmustir. Buna karsilik,
serotonin ve indoleasetat yollar1 gibi diger triptofan katabolizma yollariyla iliskili
enzimler asag1 regiile edilir. Ornegin, DOPA dekarboksilaz (DDC), monoamin
oksidaz (MAO) ve aldehit dehidrojenaz 2 (ALDH 2), RHK hiicrelerinde Kindrenin
yolag1 aktivasyonunu gosterecek sekilde azalmistir (Riesenberg R vd., 2007; Trott
JF vd., 2006). Bu bulgular RHK’ de triptofan tiiketiminin arttigin1 ve bunun da
RHK hiicrelerinde triptofan metabolizmasinin degisiklik gosterdigini gostermektedir.
Kindrenin ve kinolinat kanser hiicrelerinde immiinosupresif etkiler gosterdigi daha
onceden bilindiginden, triptofan metabolizmasindaki bu degisikliklerin RHK
hicrelerinde  imminosupresyona  katkida  bulunabilecegi  diisiiniilmektedir
(Chakraborty S vd., 2021).

Benzer sekilde, RHK’ de arginin metabolizmasi da etkilenmistir. Arginin sentezi i¢in
hiz smirlayici enzim olan ASS 1, BHRHK hastalarinin biyopsi drneklerinde dnemli
Olcude diisiik seviyelerde gosterilmistir ve dolayisiyla bu kanser hiicreleri biiylime
icin dig arginin kaynagina bagimlilik gosterir (Yoon CY vd., 2007). Bu durum,
yapilan bir proteomik ¢alismayla dogrulanmis, BHRHK’ de farkli tiimor
derecelerinde benzer sekilde ASS 1 enziminde baskilanma gOsterilmistir (Perroud B

vd., 2009).
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RHK’ de en oOnemli metabolik degisiklikler esasen lipid metabolizmasinda
izlenmektedir. Nitekim RHK siklikla obezite ile iligkili oldugu giiniimiizde oldukga
iyi bilinmektedir. BHRHK hastalarinin bobreklerinde daha yiiksek diizeyde
kolesterol ester birikimi bildirilmistir. Metabolomik ¢alismalarla kontrol hiicrelerine
kiyasla BHRHK dokularinda yag agilkarnitinleri ve karnitin seviyelerinde artis
gozlenmistir (Chakraborty S vd., 2021). Tuim bu bulgular, RHK’ de yag asit
metabolizmasi degisikliklerinin olduguna delalet eder (Chakraborty S vd., 2021).
RHK’ de lipid metabolizmasi ve yag asit metabolizmasindaki degisiklikler, lipid ve
yag asit metabolizmas1 hakkinda genel bilgiler verildikten sonra ayri bir baslik

altinda asagidaki boliimde irdelenmistir.
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Sekil 2.7. Bobrek kanserinde TCA dongiisii, yag asidi ve glutamin metabolizmasinin

yeniden programlanmasi (Chakraborty S vd., 2021). ABAT, 4-aminobutirat aminotransferaz;
ACAT, asetil-CoA asetiltransferaz; COX-2, siklooksijenaz-2; CPT 1, karnitin palmitoiltransferaz

1; FASN, yag asidi sentaz; FH, fumaraz; GABA, g-aminobiitirik asit; GLS, glutaminaz; GGT, y-
glutamil transpeptidaz; GST, glutatyon-S-transferaz; HADH, hidroksiasil-CoA dehidrojenaz;
HETE, hidroksiyeikosatetraenoik asit; IDH, izositrat dehidrojenaz; LOX-2, lipoksijenaz-2; LPA,
lizofosfatidik asit; MCAD, orta zincire 6zgi agil-KoA dehidrojenaz; PA, fosfatidik asit; ROS,
reaktif oksijen turleri; SCD 1, stearoil-KoA desatiiraz-1; SCEH, kisa zincirli enoil-KoA hidrataz;

SDH, sliksinat dehidrojenaz. VLCAD, ¢ok uzun zincirli spesifik asil-CoA dehidrojenaz.
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2.3 LIiPiD VE YAG ASIiT METABOLIZMASI

Lipidler, sekiz tiire ayrilabilen hidrofobik veya amfifilik kiiciik molekiiller sinifidir:
1) yag asitleri, 2) gliserolipidler, 3) sfingolipidler, 4) steroller, 5) sakkarolipidler, 6)
prenoller, 7) gliserofosfolipidler, 8) poliketidler (Liang K ve Dai JY, 2022).
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Sekil 2.8. Temsili molekll 6rnekleriyle sekiz lipid turi (Liang K ve Dai JY, 2022).

Farkl lipidler, vlcutta yapisal bilesenler, enerji depolanmasi, hiicreler arasi iletisim
ve sinyalizasyon, enerji metabolizmasi ve hormonal aktivite gibi viicutta cesitli
hayati roller oynayan metabolik islevlerde rol Ustlenirler. Lipidler suda ¢éziinmeyen
ve organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilen organik bilesiklerdir. Yag asitlerinin esterleridir,
nadiren alkol veya fosfat fonksiyonel grup molekilleri icerirler ve trigliseritler,
fosfolipitler ve steroidlerden olusurlar (Liang K ve Dai JY, 2022). Farkli enzimlerin
ve biyolojik maddelerin katilimi ile ¢esitli biyokimyasal doniisiimler sonucunda
karmagsik yapilara sahip olabilen lipidler organik cozlcllerde polar olmayan
¢oziinilirliige sahip hidrokarbon gruplar1 igerir. Degisken zincir uzunluklarmma bagh
olarak onemli yapisal ¢esitlilige sahiptirler ve seker kalintilar1 ve diger fonksiyonel
gruplarla birlikte bir dizi oksidatif ve indirgeyici reaksiyonlara, yapisal gorevlere ve
diger bilesiklerle kimyasal baglar olusturma kabiliyetine sahiptirler. Bazi lipid

molekillerindeki yap1 bilesenlerinin asetil, propenil ve izopren fonksiyonel gruplari
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ayni zamanda hormon gorevi de goriir. Coklu doymamis yag asitleri hiicreler arasi
sinyal iletisimi iglevi gériir ve membran yapisindan sorumludur (Natesan V ve Kim

SJ, 2021; Fahy E, vd., 2011; Bazinet RP ve Layé S, 2019).

2.3.1 Ana Hatlan ile Yag Asidi Metabolizmasina Genel Bakis

Lipidlerin temel yap1 tasi olan yag asitlerinin metabolizmasi, yag asitlerinin hem
katabolizmasini hem de anabolizmasini igerir. Yag asitlerinin katabolizmasi, yag
asidi oksidasyonunu (p-oksidasyon) ve ardindan iretilen asetil-CoA’ nin TCA
dongiisiine gegisini igerir. Anabolizma veya yag asidi sentezi, en basit tanim ile iki
enzim sisteminin aktivitesi ile asetil-CoA karboksilaz (ACC) ve yag asidi sentaz
(FASN) asetil-CoA ve NADPH’ den yag asitlerinin {iretilmesinden olugur
(Chakraborty S vd., 2021; Tracey TJ vd., 2018; Ohlrogge JB ve Jaworski JG, 1997).
Insan viicudunda, yag asitleri, karbon zincirinde bulunan ¢ift bag miktarma gore iic
ana gruba ayrilir: doymus yag asitleri (SAFA), tekli doymamis yag asitleri (MUFA)
ve ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA). SAFA tamamen hidrojenlenmis olup sifir
cift bag igerir. Hiicresel membran yapilarinda bulunan fosfolipidler ve
sfingolipidlerin yani sira gliserolipidlerin birincil bilesenidirler. SAFA ayni1 zamanda
post-translasyonel modifiye ediciler olarak hareket edebilir, boylece hiicresel sinyal
proteinlerinin aktivitesini ve yerini belirleyebilir. MUFA, en yaygin olarak alfa
karbonundan itibaren 9. ve 10. karbonlar arasinda ve bazen de 7. ve 8. karbonlar
arasinda bulunan tek bir ¢ift bag icerir. MUFA ayrica hiicresel membran yapilarinin
ve gliserolipidlerin birincil bilesenleridir. PUFA’ nin karbon zincirinde birden fazla
ve altiya kadar ¢ift bag bulunur. PUFA, membran yapilarinin fosfolipidlerinde
bulunur ve ayrica ¢esitli lipid sinyal molekiillerinin dnciileri olarak da islev gorebilir.
PUFA insan vicudunda de novo olarak sentezlenemediginden diyetle alinmasi
gereken esansiyel yag asitleri olarak kabul edilir (Suburu J vd., 2013). Esasen vicutta
yag asidi sentezinin baslica biyolojik islevi, karbonhidrat tiirevi karbon 6nciillerinden
elde edilen enerjiyi kompakt yag asitleri olarak depolamaktir. Bu siire¢ hiicrelerin
sitozoliinde gergeklesir ve ATP sitrat liyaz (ACLY) tarafindan asetil-CoA Uretimiyle
baslayan bir dizi enzim tarafindan gerceklestirilir. Asetil-CoA daha sonra yag asidi
sentez yolunun hiz sinirlayici enzimi olan ACC 1 tarafindan metabolize edilerek
siirlayici reaktif olan malonil-CoA firetilir. Cok iglevli enzim olan FASN daha sonra
bir dizi biyokimyasal reaksiyon yoluyla biiyiiyen acil zincirine sirayla malonil-CoA
ekleyerek doymus yag asitleri iiretir (Kuhajda FP vd., 1994; Jayakumar A vd., 1995).
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Yag asidi sentezinin hizla ¢ogalan dokularin gelisimi ve hayatta kalmas1 i¢in kritik
oldugu distinilmektedir. Gergekten de FASN, membran biyogenezini kolaylastirmak
ve lipid peroksidasyonu ile reaktif oksijen tirlerinin neden oldugu apoptotik hiicre
Oliimiinii 6nlemek i¢in de novo yag asitlerini kullanan ¢ogu kanserin ¢ogalmasi ve
hayatta kalmasi igin de kritik neme sahiptir (Chirala SS vd., 2003; Menendez JA ve
Lupu R, 2007; Rysman E vd., 2010).

Lipid metabolizmasindaki en 6nemli iki basamak yag asitlerinin eksojen temini ve de
novo sentezidir. Eksojen yag asit alimi agisindan, plazma membrani boyunca etkin
hareketi kolaylastrmak i¢in Ozellesmis tasiyicilar gereklidir. Bunlarin en iyi
karakterize edilenleri arasinda yag asidi translokaz (FAT) olarak da bilinen CD36,
soliit tastyic1 protein ailesi 27 (SLC27) olarak da bilinen yag asidi tagima protein
ailesi (FATPs) ve plazma membrani yag asidi baglayici proteinler (FABPpm) yer
almaktadir (Koundouros N ve Poulogiannis G, 2020).

De novo lipogenez, glukoz gibi karbonhidratlardan ve glutamin dahil amino
asitlerden tlretilen karbon atomlarmin yag asitlerine doniistiirildiigii stirectir. Yag
asidi sentezi igin ana substrat sitoplazmik asetil-CoA’ dir ve sitrat ya da asetattan
elde edilebilir (Koundouros N ve Poulogiannis G, 2020). Glukoz ya da glutaminden
elde edilen karbonlar, swrasiyla TCA dongiisiinde piruvatin oksidasyonu ya da
indirgeyici karboksilasyon yoluyla sitrat {retimine katkida bulunur. Sitrat,
karboksilasyon enzimleri ACC’ ler icin substrat olan ACLY tarafindan asetil-CoA’
ya dondstiiriilir. Asetil-CoA karboksilaz tarafindan katalizlenen asetil-CoA’ nin
malonil-CoA’ ya geri doniisiimsiiz karboksilasyonu de novo lipogenezin hiz
sinirlayict adimidir.  Bunun akabinde yedi malonil-CoA molekdll ile bir asetil-CoA
molekilinin FASN tarafindan katalize edilen birlesimiyle doymus 16 karbonlu
palmitat Uretimi saglanir. Palmitat de novo lipogenezin ana Urintdir. Daha
kompleks yag asitleri ve dolayisiyla yapisal ve fonksiyonel bilesenler i¢cin gereken
kompleks lipid molekillerinin sentezlenmesi ise palmitat’ i g¢esitli metabolik
reaksiyonlariyla gerceklestirilir. Stearat ve oleat dahil olmak {izere diger yag asidi
tirevlerini Uretmek icin stearoil-CoA desatiraz (SCD), yag asidi elongazlar
(ELOVL’ ler) ve yag asidi desatiirazlar (FADs)’ m aktivitesi ile palmitat zinciri
uzatilabilir veya desattire edilebilir (Collins JM vd., 2010). Ornegin, palmitatm SCD
tarafindan daha sonra desatiirasyonu ile tekli doymamis yag asitleri Uretirken,

ELOVL 6 gibi yag asidi elongazlar tarafindan ek reaksiyonlarla palmitata iki karbon
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grubu eklenmesiyle doymus yag asidi olan stearik asit sentezlenir (Koundouros N ve
Poulogiannis G, 2020). Bu yag asidleri de daha sonra daha karmasik lipidlerin
tiretimi i¢in kullanilabilir. De novo lipogenezin diizenlenmesi U¢ ana transkripsiyon
faktori bulunan sterol dizenleyici element baglayici proteinlerin (SREBP’ ler)
aktivasyonu yoluyla biiyiik 6l¢iide transkripsiyonel diizeyde gergeklesir. Bu (g faktor
SREBP 1a ve SREBP 1c (SREBP 1’ in alternatif splicing’ inden kaynaklanirlar) ve
SREBP 2 geni tarafindan kodlanan SREBP 2’ dir (Eberle D vd., 2004). SREBP’ ler,
kolesterol ve yag asidi biyosentezinde yer alan enzimleri diizenleyen transkripsiyon
faktorleridir. Yeterli hiicre i¢i lipit seviyeleri oldugunda, bu proteinler inaktiftir ve
SREBP boéliinme aktive edici proteine (SCAP) bagl olarak endoplazmik retikulumda
tutulurlar. Endoplazmik retikulumdaki yetersiz lipid seviyeleri SREBP’ leri aktive
eder. Aktivasyon sonrast SREBP hedef genlerinin promotor bolgelerine baglanir ve
gen ifadesini baslatirlar. SREBP 1 esas olarak FASN, ACLY ve ACC gibi sterol
diizenleyici elementler (SRE’ ler) igeren genlerin transkripsiyonlarini kontrol ederek
yag asidi ve trigliserid sentezini diizenlerken, SREBP 2 secici olarak HMG-CoA
rediktaz dahil olmak lzere kolesterol biyosentezinde yer alan enzimlerin ifadesini
indikler (Heravi G vd., 2022; Koundouros N ve Poulogiannis G, 2020).

2.3.2 Yag Asidi Metabolizmasinmin Dizenlenmesi

Transkripsiyon faktorleri ailesi olan SREBP’ ler lipid metabolizmasindaki endojen
kolesterol, yag asidi, triasilgliserol ve fosfolipid sentezi gibi kritik siirecleri yoneten
ana molekllerdir. U¢ SREBP izoformu, SREBP 1a, SREBP 1c ve SREBP 2, lipid
metabolizmasinda farkli rollere sahiptir. SREBP’ ler kolesterol, yag asitleri,
trigliseritler ve fosfolipitlerin sentezi ve aliminda rol oynayan FASN, ACLY, ACC
ve HMG-CoA rediiktaz gibi 30” dan fazla genin yani sira bu molekiilleri sentezlemek
icin gereken NADPH kofaktoriiniin ifadesini dogrudan aktive eder. Bu nedenle,
SREBP’ ler kolesterogenez ve lipogenezin en temel ana diizenleyicileri olarak kabul
edilir (Eberle D vd., 2004; Fernandez-Hernando C vd., 2011).

PPARao, yag asitlerinin oksidasyonunu ve tasmmasini diizenleyen niikleer hormon
reseptorlerinin stper ailesine ait ligandla aktive olan transkripsiyon faktorleridir
(Rakhshandehroo M vd., 2010). Yag asidlerinin taginmasinda gorev alan SLC27A1,
SLC27A2 ve SLC27A4 proteinlerinin karacigerde PPARa tarafindan yukar1 yonde

regiile edilmektedir. PPARa’ nin dogal ligandlar1 arasinda ¢esitli yag asitlerinin yani
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sira agil-CoA ve ¢ok sayida yag asidi tirev de bulunur. PPARa ve yag asidi
katabolizmas1 arasindaki ilk baglanti, peroksizomal uzun zincirli yag asidi
oksidasyonunda hiz smirlayici enzimi kodlayan Acil-CoA oksidaz (ACOX) geninin
dogrudan PPARa hedef geni olarak tanimlanmasiyla kurulmustur. Ayrica,
peroksizomal yag asidi tasiniminda yag asidinin ag¢il-CoA’ ya doniisiimiinde ve agil-
CoA’ larmn tekrar yag asidlerine doniisiimiinde yer alan birgok enzimin gen ifadeleri
de PPARGa tarafindan diizenlenebilmektedir (Rakhshandehroo M vd., 2010).

ACC’ ler, malonil-CoA uretmek icin asetil-CoA’ nin karboksilasyonunu katalize
eden enzimlerdir. Memelilerde ACC 1 ve ACC 2, olarak isimlendirilen iki Gyesi
bulunmaktadir. Sitozolde lokalize olan ACC 1 de novo yag asidi sentezi yolunda ilk
ve hiz sinirlayict enzim olarak gorev yapar. ACC 2 mitokondrinin dig membraninda
lokalize olur ve yag asidinin f-oksidasyonunda yer alan karnitin palmitoiltransferaz
1’ in (CPT 1) aktivitesini dizenlemek igin malonil-CoA uretir. ACC’ lerin
hicrelerdeki faaliyetleri, hiicrelerin metabolik durumuyla siki bir sekilde iligkili olan
transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel olarak duzenlenebilir. Genel olarak, ACC’
lerin protein seviyesi ve enzimatik aktiviteleri, besin ve enerjinin bol oldugu
kosullarda yag asidleri seklinde enerji kaynaklar1 depolanmasi amaglanarak artarken
besin ve enerji eksikligi kosullarinda baskilanir (Wang Y vd., 2022). AMPK,
hicrelerin besin ve enerji durumunu algilayan ve ACC 1’ in 6nemli bir diizenleyicisi
olan en ¢ok calisilmis enerji sensoriidiir. Hiicreler glukoz yoksunlugu veya hipoksi
gibi metabolik streslere maruz kaldiginda, ACC 1 enzimatik aktivitesini bloke eden
AMPK aktive olur (Wang Y vd., 2022; Steinberg GR ve Kemp BE, 2009). Boylece
hiicre i¢i yag asidi sentezinde azalma ortaya c¢ikar, bu yag asidi sentezindeki
azalmaya AMPK aracili SREBP 1 inhibisyonu da katki saglayabilir (Steinberg GR
ve Kemp BE, 2009). AMPK aktivasyonu ayni zamanda kolesteroliin de novo sentezi
icin hiz sinirlayict enzim olan HMG-CoA rediktaz inhibisyonu ile kolesterol
sentezini baskilayabilir (Steinberg GR ve Kemp BE, 2009).

SREBP’ ye ek olarak, niikleer reseptorler olan karaciger X reseptorleri (LXR) de
lipid metabolizmasinin 6nemli transkripsiyonel diizenleyicileridir. LXR’ ler hicresel
kolesterol akiginda rol oynayan genlerin transkripsiyonunu aktive etmesinin yani sira
ayrica SREBP 1 transkripsiyonunu da etkileyerek yag asidi sentezini artirmak i¢in bu
yollar arasinda c¢apraz iletisime aracilik eder. ELOVL 5, FADS 2, SCD 1 VE SCD 2
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gibi yag asidi sentezinde rol oynayan enzimlerin aktivasyonlar1 da dogrudan LXR’
ler tarafindan diizenlenebilir (Fernandez-Hernando C vd., 2011; Qian X vd., 2018).
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Sekil 2.9. Lipid metabolizmasinda SREBP’ lerin roli (Fernandez-Hernando C vd., 2011).
Kolesteroliin azaldig1 kosullarda SREBP 2 aktive olur ve kolesterol sentezi ve alimina adanmisg
genlerin yani sira bu molekiilleri sentezlemek icin gereken NADPH kofaktoriiniin ifadesini artirir.
Benzer sekilde, SREBP 1a kolesterol metabolizmasimi diizenler ancak ifadesi in vivo olarak nispeten
diisiiktiir. SREBP lc, karaciger X reseptorii (LXR) agonistleri (oksisteroller) ve insiilin tarafindan

aktive edilir ve yag asidi sentezi i¢in gerekli genlerin ifadesini duzenler.

2.3.3 Yag Asidi Metabolizmasi1 ve Kanser

Memeli hucrelerinde, yag asitleri ya hiicre disindan dogrudan eksojen alim yoluyla
elde edilebilir ya da glukoz veya glutamin gibi besinler kullanilarak de novo olarak
sentezlenebilir. Kanser hiicrelerindeki karmasik metabolik degisikliklerden birinin
lipidomik yeniden sekillenme oldugu guniimuzde oldukga iyi bilinmektedir ve bu da
genel olarak yag asidi taginmasi, de novo lipogenez, hicre ici lipid damlaciklar
olarak lipid depolanmasi ve ATP iiretmek icin [B-oksidasyondaki degisiklikleri

kapsamaktadir (Monaco ME, 2017). Kanser hicrelerinde yag asitlerinin eksojen
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alimi1 kolaylikla saglanir. Siiphesiz buna neden olarak, plazma membraninda yerlesim
gostererek hiicre dis1 yag asitlerininin hiicre igine tasmmimindan sorumlu temel
tastyicilar olan CD 36, SLC 27 olarak da bilinen FATPs ve FABPpm molekullerinin
tiimorlerde artmis gen ve protein ifadesi gosterilebilir (Su X ve Abumrad NA, 2009).
Yuksek seviyede CD 36 ifadesi beyin, meme, kolon, mide, over, pankreas ve birgok
farkli kanser tiiriinde izlenmektedir ve siklikla bu tlimorlerdeki yiuksek CD 36
seviyeleri, hastalarda daha kotl Kklinik sonugla 6nemli 6lgiide iliskilendirilmektedir.
Ornegin artmis CD 36 ifade seviyesinin beyin, serviks, kolorektal, mide, pankreas ve
prostat kanserlerinde de daha kotii prognozla iliskili oldugu gosterilmistir (Calvo D
vd., 1998; Feng WW, Zuppe HT ve Kurokawa M, 2023). Kanser hucrelerinde
ekzojen yag asitlerinin yiiksek oranda hiicre i¢ine almimi ile bunlar daha sonra
triacilgliserol ve sterol esterleri olarak lipid damlaciklar1 seklinde sitoplazmik olarak
depolanir (Petan T, Jarc E ve Jusovic M, 2018). Bu artmis yag asidleri birikimi
yalnizca lipid homoeostazmi korumak ve lipotoksisiteyi Onlemek icin degil, ayni
zamanda metabolik stres kosullar1 sirasinda kanser hiicreleri tarafindan degerli bir
ATP ve NADPH kaynag: saglamak igin de kullanilir (Olzmann JA ve Carvalho P,
2019). Normal dokuda, de novo lipogenez hepatositler ve adipositlerle smirlidir;
ancak kanser hiicreleri, eksojen lipid kaynaklarinin varliginda bile bu anabolik yolu
yeniden etkinlestirebilir (Rohrig F ve Schulze A, 2016; Medes G, Thomas A ve
Weinhouse S, 1953). Hipoksi veya lipid tikenmesi gibi metabolik stres kosullar1
altinda, kanser hiicreleri asetattan asetil-CoA Uretmek icin asetil-CoA sentaz 2 (ACS
2) enziminde ifade artisina yonelirler. Buna ilave olarak kanser hicrelerinin
cogunlugu FASN’ 1 asir1 eksprese eder (Menendez JA ve Lupu R, 2007; Koundouros
N ve Poulogiannis G, 2020). Kanser hiicrelerinin islevsel olarak faydali lipid tiirleri
Uretmek icin alternatif desatiirasyon yollar1 da kullanabildigi gosterilmistir. Bu
durumda sadece SCD aracili desatiirasyona bagimli kalmayip daha kompleks
lipidleri farkli yollarla iiretebilmektedirler. Gergekten de, yag asidi desatiiraz 2
(FADS 2)’ nin kanser hiicre hatlarinda ve SCD inhibitorlerine direngli primer
timorlerde yag asidi desatiirasyonunda baskin bir rol oynadigi gosterilmistir (Vriens
K vd., 2019). SREBP’ lerin de kanserde hayatta kalma ve ilerleme icin 6nemli
oldugu gosterilmistir. Li ve ark. (Li N vd., 2017) SREBP’ nin bloke edilmesiyle IL-
6, TNFa ve IL-1p gibi tiimorii tesvik eden enflamatuar sitokinlerin agagi regiilasyonu
vasitastyla hepatoselliler kanser hucrelerinin proliferasyonunu 6nemli Olgtide

engelledigini gostermislerdir.
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Kanser hucrelerinde yeniden duzenlenen veya yeni ortaya g¢ikan cesitli sinyal
yolaklar1 da kanserli hiicrenin yag asit metabolizmasindaki degisikliklerde rol
alabilirler. Ornegin, HER2 amplifiye meme kanserinde PI3K sinyalinin
hiperaktivasyonu ve AKT sinyal yolaginda artmis fosforilasyon s6z konusudur. Bu
hiperaktivasyonun HER2-pozitif tiimorlerin agresifliklerine katkida bulunan artmus
de novo lipogenezden sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (Menendez JA, 2015).
HER2’ nin agir1 ifadesi, kanser hicrelerinde FASN aktivasyonuna bagli lipojenik bir
etki gostererek de novo lipogenezi artirabilir (Koundouros N ve Poulogiannis G,
2020). Son yillarda bircok c¢alisma, genel olarak, hiperaktif onkojenik
sinyalizasyonun FASN, ACLY ve ACS 2 gibi lipojenik enzimlerin aktivasyonuna
neden olabilecegini gostermistir (Koundouros N ve Poulogiannis G, 2020).
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Sekil 2.10. Kanser hiicrelerinde yag asitlerinin de novo lipogenez ve eksojen alim yoluyla elde
edilmesi (Koundouros N ve Poulogiannis G, 2020). Kanser hiicreleri yag asitlerini de novo
lipogenez ve eksojen alim yoluyla elde eder. Yag asidlerinin ekzojen alim1 CD 36, FATPs ve

FABPpm gibi 6zellesmis tastyicilar tarafindan kolaylastirilir. Yag asidleri ve Urlinleri daha sonra lipid
damlaciklar1 olarak depolanabilir ve B-oksidasyon yoluyla NADPH ve asetil-CoA Uretimi icin
kullanilabilir. De novo lipogenez i¢in kanser hiicreleri karbon kaynaklari olarak sitrat sentezlemek igin
glukoz, glutamin ve asetat kullanabilir. GLUT 1, glukoz tasiyici 1; MCT, monokarboksilat tastyici;
FATP’ ler, yag asidi tagima proteinleri; FABPpm, yag asidi baglayici protein; GLS, glutaminaz; IDH
1/2, izositrat dehidrojenaz; ACLY, ATP-sitrat liyaz; ACS 2, asil-CoA sentaz kisa zincirli aile {iyesi 2;
ACC, asetil-CoA karboksilaz; FASN, yag asidi sentaz; MUFA” lar, tekli doymamis yag asitleri;
PUFA’ lar, ¢oklu doymamis yag asitleri; SCD, stearoil-CoA desatiiraz-1; FADS 2, yag asidi desatiiraz
2; ELOVL’ ler, ¢ok uzun zincirli yag asidi proteininin uzamasi; PA, fosfatidik asit; TAG,
triacilgliserol; DAG, diacilgliserol; PE, fosfatidiletanolamin; PG, fosfatidilgliserol; PS; fosfatidilserin.
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2.3.4 Lipid ve Yag Asidi Metabolizmas1 Renal Hiicreli Karsinom Tliskisi

Renal hiicreli karsinom (RHK)’ u diger kanserlerden ayiran en 6nemli 6zelliklerden
biri metabolik yoninin oldukga belirgin olmasidir. Gunimizde, RHK genellikle
metabolik bir hastalik olarak kabul edilir ve cesitli metabolik yollarda rol oynayan
hedef gen mutasyonlar1 hastalikda olduk¢a sik goriiliir. Kanserlerin timunde
metabolik degisiklikler mevcut olmasa da, hipoksi yolagindaki VHL ve mTOR,
PI3K ve AKT yolaklarinda yer alan ve metabolizmay1 kontrol eden genlerdeki
yiksek mutasyon oram1 nedeniyle RHK’ nin  metabolik degisikliklerden
kaynaklandig1 distiniilmektedir. Ayrica, bobrek kanseri hicrelerinde anormal lipid
metabolizmasinin meydana geldigi de iyi bilinmektedir (Linehan WM, Srinivasan R
ve Schmidt LS, 2010). Bu hiicrelerde buyuk miktarda lipid birikimi, bébrek kanseri
hicrelerinin anormal lipid metabolizmas: ile iliskili oldugunun gdostergesidir.
Literatiirde birgok ¢alismada RHK hicrelerinde hicre ici kolesterol, kolesterol
esterleri ve notral lipitlerin diger doku hiicrelerine oranla daha yilksek seviyede
oldugu gosterilmistir (Saito K vd., 2016). Warburg etkisiyle kanser hiicrelerinde
aerobik glikoliz yoluyla artan miktarda asetil-CoA iiretildigi ve kolesterol ve lipid
sentezi igin bir bilesik olan asetil-COA’ nm nasil yag asitlerine ve kolesterole
dontistiigli  ginimizde oldukca iyi bilinmektedir. RHK hicresinin - metabolik
anormallikleri asetil-CoA’ dan anormal lipid metabolizmasina kadar gider. Yag asidi
sentezi asetil-CoA’ ya baghdir ve bu asetil-CoA normal hicrelerde Krebs
dongiisiinden saglanir. Ancak BHRHK” deki SCD 1, FASN ve ACC mutasyonlari ile
(asetil-CoA tiretiminde artis ve sitoplazmada lipid damlaciklar1 seklinde depolanan
yag asidi sentezi i¢in) ¢ok sayida anormal yolun ortaya ¢ikmasi saglanmis olur (Qi X
vd., 2021).

Yag asidleri membran siirdiiriilebilirligini korumak ve hizli proliferasyon sirasinda
enerji kaynaklar1 saglamak i¢in tiimor hiicresi biiylimesi i¢in gereklidir. Bu nedenle,
dolasimdaki lipid seviyelerinden bagimsiz olarak tiimdr hiicrelerinde yag asidi
biyosentezi yukari1 dogru dlzenlenir. Lipidomik g¢aligmalar RHK’ de yag asidi
kullaniminda bir artis oldugunu gostermistir (Ganti S, 2012; McCauley C vd., 2020).
BHRHK” deki anormal lipid metabolizmas1 anormal yag asidi sentezini kontrol eden
genler ve bu gen drinleri enzimlerin ifadeleri ile iliskilidir. Bu genlerin en
6nemlilerinden biri olan SCD 1, lipid sentezinin dnemli bir dizenleyicisidir. SCD 1

esas olarak sterol SERBP 1 tarafindan diizenlendigi g6z oniine alinirsa, SREBP 1’ in
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de BHRHK ve anormal lipid metabolizmasi iliskisinde 6nemli rol oynadigi
kolaylikla ¢ikarilabilir (Su X ve Abumrad NA, 2009). SCD 1, hiicrelerde doymus
yag asitlerinin tekli doymamis yag asitlerine doniisiimiinii diizenler ve kanserde lipid
metabolizmasi ile yakindan iligkili olduguna inanilmaktadir (McCauley C vd., 2020;
Igal RA, 2010). SCD 1’ in roliine benzer sekilde, FASN ve ACC’ de BHRHK
hiicrelerinde lipid sentezinde onemli diizenleyici roller oynamaktadir. Bu U¢ gen
BHRHK hicrelerinde normal hiicrelere gore daha yiksek mRNA ifadesi sergiler ve
hicrelerde lipid sentezini domine eden FASN hastalarda ko6tu prognoz ile
iliskilendirilmistir (Takahashi M vd., 2001; Zhao Z vd., 2019; Guo D vd., 2011).
FASN’ nin BHRHK’ de yukar1 yonde regiile oldugu ve bunun RHK hiicrelerindeki
lipid damlaciklarinin varhigi ile 6nemli 6lglide korele oldugu gosterilmis olup, ayrica
FASN’ nin BHRHK hastalarinda kotii sagkalimin bagimsiz bir belirleyicisi oldugu
da ortaya konmustur (Yuan Y vd., 2020). Yag asidi sentezinin ikinci basamaginda
asetil coA’ malonil coA sentezini katalizleyen ACC upregilasyonunun RHK
hastalarinda kétii prognozla iligkili oldugu bildirilmistir ve bir ACC inhibitorii olan
TOFA'’ nin PI3K/Akt/mTOR yolag: inhibisyonuyla in vitro olarak RHK hicrelerinin
inhibe gosterilmistir (Wu X vd., 2014). Yag asidi biyosentezinin baslangi¢c molekiilii
olan asetil-CoA’ yu sitrik asitin enzimatik yikimi ile saglayan ACLY ve asetik asitten
asetil-CoA olusumunu indiikleyen ACS 2 enzimleri de RHK hiicrelerinde artmis
ifade seviyeleri sergiler (Qi X vd., 2021). Ayn1 zamanda, ACS 2 bdbrek kanserinde
metastaz ve kotii prognoz ile de iliskili bulunmustur (Qi X vd., 2021). Hiucrelerde
depolanan kolesterole agil gruplari transferini saglayarak kolesterol esterlerinin olusumunu
saglayan AGil-KoA Kkolesterol agiltransferaz 1 (ACAT 1) mRNA ve protein
ifadelerinin da BHRHK’ de azaldigi ve bunun ileri patolojik evre ve kisa sagkalim
stresi ile iliskili oldugu gosterilmistir (Cui W vd., 2019). Uzun zincirli serbest yag
asitlerinin CoA esterlerine aktivasyonunu katalize ederek aktive edilmis bu uzun
zincirli yag asitlerinin de novo kompleks lipid biyosentezi de dahil olmak Uzere
cesitli anabolik ve katabolik lipid metabolik yollarina katilimimna aracilik eden uzun
zincirli acil-CoA sentazlar (ACSL) enzimlerinin de RHK hiicrelerindeki lipid
metabolizmasinda rol oynayabilecegi ve hastaligin klinik sonuglartyla iligkili
olabilecegi gosterilmistir. Temiz ve ark. (Temiz MZ vd., 2023), harici dogrulama
kohortlariyla destekledikleri biyoinformatik analiz ¢alismalarinda, ileri patolojik
evreli ve metastatik BHRHK” lerde ACSL 1 mRNA ifadesinin anlamli derecede
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diistik ifade sergiledigini bildirerek, diisik ACSL 1 mRNA ifade duzeylerinin
BHRHK olgularinda mortalite ile iligkili oldugunu gostermislerdir.

RHK’ de hiicre i¢i yag asidi sentez yolaklarindaki degisikliklerin yani sira, ekzojen
yag asidi alimmi ilgilendiren siireclerde de c¢esitli farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir.
Ornegin, kolesterol tasinmasinda ve yag asidi sentezinde rol oynayan bir dizi anahtar
molekilu dizenleyen bir nikleer transkripsiyon faktord olan LXR’ nin kanser
hlcrelerinde proliferasyonu, invazyon, apoptoz ve metastaz Uzerine etkisinin
olabilecegi ve RHK hicrelerinde metastatik 06zellikleri tetikleyebilecegi
gosterilmistir (Han N vd., 2023). Benzer sekilde, Wang ve ark. (Wang Q vd., 2023)
LXR expresyonunun RHK hiicrelerinde yag asidi ve kolesterol sentezi ile korele
oldugunu gostererek, LXR’ n RHK’ ye 6zgii lipid metabolizmas1 degsikliklerindeki
roliinii gostermislerdir. Ayn1 zamanda, LXR, SCD-1, FASN, SREBP, LDLR ve
adenozin trifosfat baglayici kaset tasiyict A 1 (ABCA 1) ve benzeri dahil olmak
tizere kolesterol ve lipid metabolizmasiyla ilgili bircok geni diizenler (Qi X vd.,
2021). Yag asitlerinin hiicre igine tasinmasinda rol alan FABP’ lerin de RHK
hiicrelerinde izlenen lipid metabolizmas1 degisikliklerinde rol oynadigi, FABP 5, 6
ve 7 ifadelerinin BHRHK’ de artmug ifadesi ve bunun hastalarda koti genel sagkalim
ile iliskili oldugunun gosterilmesiyle ortaya konmustur (Heravi G vd., 2022; Qi X
vd., 2021). Yag asitlerinden triacilgliserol sentezlemek icin diacilgliseroli katalize
eden ve lipit sentezinde énemli bir rol oynayan diagilgliserol asiltransferaz (DGAT)’
1 kodlayan iki gen olan DGAT 1 ve DGAT 2’ nin lipid birikimiyle iliskili oldugu ve
bir¢ok kanserde pozitif diizenleyici rol oynadig1 gosterilmis olup (Petan T, Jarc E ve
Jusovic M, 2018; Qi X vd., 2021; Zhou J vd., 2018). Quan ve ark. (Quan Y vd.,
2023), trigliserit sentezinde dnemli rol oynayan DGAT 1 ve DGAT 2 ifadelerinin
BHRHK dokularinda artmis oldugunu ortaya koymuslardir. Arastirmacilar, bu
calismada, ayrica, sitoplazmik protein olan RNase T2 (RNASET 2)’ nin DGAT 1 ve
DGAT 2 ifadesini diizenleyebildigini ve BHRHK hiicrelerinde  RNASET 2
inhibisyonu ile DGAT 1 ve DGAT 2 sentezinin baskilanarak lipid damlacik
olusumunda azalma oldugunu rapor etmislerdir. Benzer sekilde, Zhou ve ark. (Zhou
Jvd., 2018), giincel bir ¢alismada, DGAT 1’ in baskilanmasiyla RHK hicrelerinde
lipid damlacik olusumunun ve tumdral hicre proliferasyonunun azaldigini rapor
etmislerdir. Bu bulgular RHK hcrelerinde ifadeleri artan DGAT’ ler aracili lipid

damlaciklar1 birikiminin bdbrek kanserinde izlenen 06zgiin degisikliklerden biri
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oldugunu agikga ortaya koymaktadir. RHK’ de hiicre gogalmasi glukozun tam olarak
kullanilmadig1 aerobik glikolizin yani1 sira biiyiik miktarlarda laktik asit, kolesterol ve
yag asitlerinin olusumunu gerektirir. Diger kanserlerle karsilastirildiginda, lipid
metabolizmas1 siireci, esas olarak RHK hicrelerindeki lipid sentezi, alimi ve
donligiimiinin ~ ¢esitliligi nedeniyle spesifik kalmaktadir. RHK’ de lipid
metabolizmasina iligkin arastirmalar giin gegtikce artis gostermekte ve yukarida
bahsedilen genlerin yani sira, yag asid metabolizmasinda gorev alan daha birgok
farkli gen ve gen Urtinlerinin de RHK” deki lipid metabolizmasinin sekillenmesinde
rol oynadigi diisiiniilmekte ve yeni caligmalarla bu hipotezler her gecen giin

dogrulanmaktadir (Heravi G vd., 2022; Qi X vd., 2021).

Lipid metabolizmasi basamaklarn Mekanizma
Azalmis kolesterol biyosentezi HMG-CoA
Reductase
Artrmis kolesterol alim ‘U VLDL_R
T SR-BI

Artmis yag asidi biyosentezi ‘n ACC
TACLY
TTFASN
SCD
TFADSI

Artmis yag asidi alimi ﬂFABP_S
Azalmis yag asidi katabolizmasi lCPT 1 A
Azalmis lipoliz lATGL
Lipid damlaciklan birikimi HIF-a stabilization
DGAT1
DGAT 2

Sekil 2.11. RHK” de lipid metabolizmasindaki degisikliklerin 6zeti ve
bu siirecgte farklh yolaklarda yer alan proteinler (Weiss RH, 2018; Quan Y vd., 2023).
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2.4 MikroRNA

MikroRNA’ lar (miRNA’ lar), cesitli biyolojik baglamlarda gen ifadesinin
transkripsiyon sonrasi baskilayicilar1 olarak hareket eden kisa, ortalama 21-23
niikleotid uzunlugunda, evrimsel olarak korunmus, protein kodlamayan diizenleyici
RNA’ lardir (Dexheimer PJ ve Cochella L, 2020; Annese T vd., 2020). Ik
mikroRNA olan lin-4” iin 1993 yilinda Caenorhabditis elegans’ ta kesfedilmesini
takiben miRNA’ lar tiim hayvan model sistemlerinde tespit edilmis ve bazilarinin
tiirler arasinda yiiksek oranda korundugu gosterilmistir. Cogu miRNA, DNA
dizilerinden birincil miRNA’ lara (pri-miRNA’ lar) kopyalanir ve 6ncil miRNA’
lara (pre-miRNA’ lar) ve olgun miRNA’ lara doniistiiriiliir. Genellikle, miRNA’ lar
hedef gen lizerindeki mMRNA’ larin 3’ translasyon yapilmamis-¢evrilmemis bdlgesi-
(3’ UTR’ si) ile etkilesime girerek gen ifadesini baskilarlar. Ancak, miRNA’ larm 5’
UTR, kodlama dizisi ve gen promotorleri dahil olmak Uzere diger bolgelerle
etkilesimleri de bildirilmistir. Dahasi, miRNA’ larin belirli kosullar altinda gen
ifadesini aktive ettigi de gosterilmistir (O'Brien J vd., 2018). Literatirde, miRNA’
larm hicresel farklilasma, ¢ogalma, apoptoz ve gelisim gibi ¢ok sayida biyolojik
sureclerde kritik diizenleyiciler oldugu ve cesitli hastaliklar ile iligkili olduklar1
gosterilmistir. Dlzensizlikleriin timor baslangici ve ilerlemesinde rol oynayabilecegi
de rapor edilmistir. Tiimorlerde, farkli hiicresel yolaklara katilan onko-miRNA’ lar
veya onkosupresor-miRNA’ lar olarak hareket edebilirler (Annese T vd., 2020; Tan
W vd., 2018).

2.4.1 insanlarda mikroRNA’ larin Sentezi

mIiRNA’ larin biyogenezi, diger ¢esitli proteinlerle birlikte miRNA molekiillerini de
kodlayan gen kiimelerinden veya miRNA genleri olarak adlandirilan spesifik DNA
dizilerinden meydana gelir. Alternatif olarak, miRNA’ lar protein kodlayan bir genin
intronu veya UTR’ si icinde de lokalize olabilirler (Annese T vd., 2020).
Giinlimiizde tanimlanmig MiRNA’ larin bircogu intrageniktir ve ¢ogunlukla baska
bir protein kodlayan genin intronlarida ve nadiren de ekzonlarinda islenirken, geri
kalan1 intergeniktir, bir genden bagimsiz olarak transkribe edilir ve kendi
promotorleri tarafindan diizenlenir (O'Brien J vd., 2018). MikroRNA sentezinde

esasen iki komponent vardir, birincisi ¢ekirdekde gerceklesen baslangi¢ ve ikincisi
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de sitoplazmada gergeklesen tamamlanma siiregleridir. Intronlar i¢indeki miRNA’
larin (intragenik miRNA’ lar) ¢ekirdekdeki sentez baglangici, RNA polimeraz 1l
tarafindan Oncil mMRNA (pre-mRNA)’ nin transkribe edilmesiyle gerceklesir.
Takiben intronlar pre-mRNA’ dan ¢ikarilir veya pre-mRNA spiceosomal bilesenler
tarafindan ayristirilir ve sonug olarak mirtron, pri-miRNA veya pre-miRNA olmak
iizere {ic olas1 miRNA oncii molekiilinden biri olusturulmus olur. Intergenik
mMIRNA’ larin ¢ekirdekdeki sentez baslangici ise RNA polimeraz 11 veya Il
tarafindan  trankripsiyonla  birincil  miRNA  (pri-miRNA)  molekilinin
olusturulmasimi ve akabinde bu molekilin DGCR 8 ve bir endontkleaz olan Drosha
enziminden olusan kompleks tarafindan yapilan kirpilmayla pre-miRNA’ ya
dontistiiriilmesiyle gergeklesir. Sentezlenen miRNA o6nculeri pre-miRNA formunda
(intragenik yolakda olusan mirtron ve pri-miRNA’ lar pre-miRNA’ ya doniistiirildr,
yine bu yolakdan elde edilen ve intergenik yolakdan saglanan pre-miRNA’ lar ise
dogrudan) Exportin 5 ve Ran-GTP adi verilen bir niikleositoplazmik tastyici ile
sitoplazmaya yonlendirilir ve ikinci sentezin ikinci basamagi baglar. Sitoplazmada
pre-miRNA, insan immin yetmezlik virisi transaktive edici yanit RNA-baglayici
protein (TRBP) ile birlikte sitoplazmik endonikleazlar olan Dicer enzimi ve
endokniikleaz aktivitesi gosteren Argonaute 2 proteini (Ago2)’ nin katilim gosterdigi
kompleks reaksiyonla miRNA dupleksi’ ne donistiiriir. Daha sonra, mMiRNA
dubleksi, Ago2, TRBP, protein kinaz r-aktive edici protein (PACT) ve Dicer’ den
olusan kompleksle [RNA ile indlklenen susturma kompleksi (RISC) olarak
isimlendirilir] bir araya gelerek olgun miRNA ortaya ¢ikmis olur (Macfarlane LA ve
Murphy PR, 2011). miRNA sentezi sekil 2.4.1° de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.12. miRNA sentezi sematik gosterimi (Macfarlane LA ve Murphy PR, 2011).

2.4.2 insanlarda mikroRNA’ larin Genel Etki Mekanizmalan ve Fonksiyonlar

Bugiine dek yapilan ¢aligmalar insan viicudunda miRNA’ lara hiicre ¢ogalmasi,

farklilagmas1 ve hayatta kalmasi gibi siireclerde kritik roller atfetmis ve onlar1 normal
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gelisim, apoptoz, hucre ici sinyalizasyon, gen ifadesi, doku gelisimi, materyal
metabolizmasi, homeostaz ve bazi hastaliklar sirasinda 6nemli oyuncular olarak
gostermistir (Vidigal JA ve Ventura A, 2015; Fabian MR ve Sonenberg N, 2012;
Dong H vd., 2013; Dong Z vd., 2022). miRNA genleri insan genomunun yalnizca
%1 ila %3’ inii olusturmasma ragmen. Bununla birlikte, miIRNA’ larin insan
vicudundaki protein kodlayan genlerin yaklasik %30 ila %60’ mi diizenledigi
tahmin edilmektedir (Dong Z vd., 2022). Genel olarak, miRNA’ lar sahip olduklari
RISC susturma kompleksleri ile hedef mMRNA’ lara baglayarak gen ifadesini baskilar
(Fabian MR ve Sonenberg N, 2012). Hedef tanima oncelikle miRNA’ nin 5’
ucundaki 6 niikleotitlik bir uzant1 dizisi tarafindan belirlenir (Dong H vd., 2013). Bu
dizi hedef mMRNA’ nin 3’ ucundaki UTR’ si ile etkilesime girerek baglanma
gerceklesir. Ancak, miRNA’ larm mRNA’ larin 5’ UTR bdlgesine ve hatta kodlama
dizisi ve gen promotdrleri dahil olmak tizere diger bolgelerle etkilesimleri de
bildirilmistir (O'Brien J vd., 2018; Dong H vd., 2013). Bu asamada gen ifadesinin
baskilanmast RISC’ nin hedeflere baglanmasmin ardindan translasyonun
inhibisyonu, hedef mMRNA’ nin par¢alanmasi, hedef mMRNA’ da deadenilasyon veya
hedef MRNA’ nin tranlasyon kompleksinden ayristirilmasiyla meydana gelir (Dong
H vd., 2013). Bazi durumlarda, miRNA’ larin belirli kosullar altinda gen ifadesini
aktive ettigi de gosterilmistir (O'Brien J vd., 2018). miRNA ve hedef arasindaki
tamamlayicilik derecesi, miRNA- mRNA etkilesim mekanizmasini ayirt eden énemli
bir belirleyici faktordir. Buna gore, miRNA ve mRNA ile baglanma mikemmele
yakin oldugunda hedef mRNA’ da parcalanma meydana gelir. Baglanma daha diisiik
Ozgiinliikte oldugunda ise hedef mRNA’ nim translasyonu baskilanir (Dong H vd.,
2013). Bugine kadar insanlarda 1000° den fazla miRNA tanimlanmistir
(http://www.sanger.ac.uk/Software/Rfam/miRNA/) ve bunlar insan genomunun
%30’ dan fazlasin1 hedefleyebilir. Daha da 6nemlisi, tek bir gen birden fazla miRNA
tarafindan diizenlenebilir ve aym sekilde, tek bir miRNA’ nin birden fazla hedefi
olabilir. Bu agidan bakildiginda miRNA biyolojisi karmagik ve yiiksek oranda
diizenlenmis bir gen diizenleme modulidir (Dong H vd., 2013; Dong Z vd., 2022).
MIRNA’ lar bagisiklik yaniti, insiilin salgilanmasi, nérotransmitter sentezi ve viral
replikasyon gibi ¢esitli hiicresel aktivitelerde de rol oynamaktadir. Dahasi son
zamanlarda yapilan genom ¢apinda analizler, insan malignitelerinde duzensiz
MIRNA ifadeleri de tanimlamistir (Dong H vd., 2013). miRNA’ lar onkojenik veya

tumor baskilayict yolaklar1 modiile edebilirken, miRNA’ larn kendileri de
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onkogenler veya tiimor baskilayicilar tarafindan diizenlenebilir. Bu nedenle miRNA
ifade profilleri, ¢esitli hastaliklarda ve kanserde biyobelirte¢ olarak kullanilabilir
veya genetik potansiyel ilag hedefleri olarak bu hastaliklarin tedavisnde de
kullanilabilir (Dong H vd., 2013).
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M.__% =
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Translasyonun inhibisyaonu Hedef mRNA® mn parcalanmast Hedef mRNA’ da deadenilasyon

Sekil 2.13. miRNA’ larin gen diizenleme mekanizmalari: translasyonun inhibisyonu,
hedef MRNA’ nin parcalanmasi, hedef mRNA’ da deadenilasyon veya isleme
govdesinde (P-govdesi) hedef mMRNA’ nin tranlasyon kompleksinden ayristirilmasiyla
meydana gelir (Dong H vd., 2013).

2.4.3 mikroRNA’ larin Lipid Metabolizmasi ile iliskisi

Kesfedildiklerinden beri, miRNA’ larm insanlarda metabolizma homeostazinin
Oonemli  duzenleyicileri  oldugu 6ne  strilmistir. mMIRNA’ larin lipid
metabolizmasindaki rollerini kanitlayan ¢ok sayida ¢alisma sonucu bildirilmistir.
Ornegin, lipoprotein-bagh 6zellikle de yiiksek yogunluklu lipoproteine (HDL) bagl
mMIRNA’ larin endokrin diizenleyiciler olarak rol alabilecegi gosterilmistir. Sonug
olarak, MIRNA’ larin lipoproteinle taginmasi, kardiyometabolik hastaliklarin
Oonlenmesi ve tedavisi i¢in potansiyel miRNA tabanli klinik uygulamalarin
gelistirilmesi i¢in kullanilabilecegi de bildirilmistir (Desgagné V, Bouchard L ve
Guérin R, 2017; Aryal B vd., 2017).

Lipid metabolizmasi hiicresel diizeyde siki bir sekilde diizenlenir. Bu dlizenlemede

en klasik sure¢ transkripsiyonel diizeyde saglanirken (6rnegin SREBP ve LXR
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tarafindan), MIRNA’ larin da kolesterol homeostazi ve yag asidi oksidasyonunda yer
alan lipid metabolizmasi genlerinin giiclii transkripsiyon sonrasi diizenleyicileri
oldugu tespit edilmistir (Ferndndez-Hernando C vd., 2011). Lipid ve lipoprotein
metabolizmasinda yer alan MIRNA’ larin sayisi, konu ile ilgili ¢aligmalarin son
yillarda artis1 ile, 6nemli dlgiide artmustir. Ozellikle miR-33 ve miR-122 lipid
metabolizmasinda 6nemli rolleri oldugu gosterilmistir (Aryal B vd., 2017). miR-33’
un CPT 1 enzimi gibi yag asidi B-oksidasyonunda yer alan proteinleri kodlayan
cesitli transkriptlerin translasyonunu inhibe ederek yag asidi degradasyonunu
azalttig1 gosterilmistir. Buna gére, miR-33 inhibisyonunun yag asidi oksidasyonunun
artmasina ve karacigerde yag depolarinin birikiminin azalmasina neden olacagi
bildirilmistir (Jeon SM, Chandel NS ve Hay N, 2012). Ayrica miR-33” {in, ABCA 1
gibi kolesterol tasiyicilarmin ifadesini azaltarak kolesterol akisini ve HDL
biyogenezini diizenledigi de gosterilmistir (Jeon SM, Chandel NS ve Hay N, 2012).
Gergekten de, simdiye kadar, lipid ve lipoprotein metabolizmasini diizenleyen en iyi
karakterize edilmis miIRNA miR-33a ve miR-33b’ dir (Desgagné V, Bouchard L ve
Guérin R, 2017; Aryal B vd., 2017). Ginumizde, kolesterol alimi1 ve sentezinde rol
oynayan genlerin kontroliinde bir ana anahtar olan SREBP 2 geninin intron 16’ sinda
bulunan intronik bir miRNA olan miR-33a, lipid metabolizmasinin diizenlenmesinde
anahtar rol Ustlenen bir transkripsiyon sonrasi diizenleyicisi olarak tanimlanmaktadir

(Fernadndez-Hernando C vd., 2011).
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Sekil 2.14. miR-33 ile kolesterol tasinimive yag asidi oksidasyonunda rol oynayan genlerin

ifadesinin baskilanmasi (Fernandez-Hernando C vd., 2011). SREBP 1 ve 2 aktivasyonu sirasiyla

miR-33b ve miR-33a’ nin birlikte transkripsiyonu ile sonuglanir. Bu miRNA” lar ayni anda CPT 1

gibi yag asidi metabolizmasinda ve ABCA 1 gibi kolesterol tasinmasinda (rol oynayan genlerin

ifadesini inhibe eder. miR-33a/b aktivasyonunun sonucu, yag asidi B-oksidasyonunun azalmasi ve

kolesteroliin HDL yoluna hareketinin azalmasidir.

2.4.4 Insanlarda mikroRNA’ lar ve Kanser Iliskisi

Kanserlerde asir1 eksprese edilen miRNA” larin, genellikle hiicre farklilasmasini veya

apoptozu ve/veya timor baskilayicit genleri kontrol eden genleri olumsuz yonde

diizenleyerek tiimor gelisimini tesvik edebilen ve ‘onkomir’ olarak adlandirilan

onkogenler oldugu diigiiniilmektedir (Tan W vd., 2018). Bununla birlikte, sayilar1 pek
az da olsa, let-7, miR-15/16, miR-34 ve miR-200 gibi timor baskilayict miRNA’ lar
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da mevcuttur ve bunlar onkogenleri ve/veya hiicre farklilagmasini veya apoptozu
kontrol eden genleri negatif olarak inhibe ederek tiimor gelisimini 6nler (Otmani K
ve Lewalle P, 2021).

Ornegin, MiR-21 meme, kolorektal, akciger ve pankreas kanseri, glioblastoma,
noroblastoma, 16semi ve lenfomada asir1 eksprese edilir. miR-21 in vitro olarak
kanser hicrelerinin proliferasyonunu, apoptozunu, migrasyonunu, invazyonunu ve
idamesini etkiler ve kanserli hicrelerin sagkalimu ile iliskilidir (Tan W vd., 2018).
miR-17-92 kumesi, mIRNA’ lar 17, 18a, 19a, 20a, 19b-1 ve 92a-1’ den olusan
polikistronik bir transkripttir ve akciger kanseri ve lenfomada 6nemli 6lgiide asir
eksprese edilir. miIRNA’ larin timor proteini p53 yolagi, protein kinaz B sinyal yolu
gibi yolaklarla etkiseimleri de gosterilmistir (Tan W vd., 2018). Bir miRNA olan
Let-7° nin ifadesinin bazi kanser tiirlerinde azaldigi ve kotii sagkalim ile iligkili
oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde, miR-34a ifadesinin kaybi prostat kanserinde
metastaz ve niiks ile iliskili bulunmustur. miR-34 ailesinin p53° Un ifadesini ve

mutasyonunu diizenleyebilecegi de rapor edilmistir (Tan W vd., 2018).

2.4.5 Renal Hucreli Karsinomda mikroRNA’ lar

Bir dizi ¢alisma, RHK doku 6rneklerinde ve normal dokularda farkli sekilde ifade
edilen miRNA’ lar1 ve hedef genlerini gostermistir. Diger bazi ¢alismalarda, RHK
doku 6rneklerinde bir dizi miRNA’ nin diizensizligini bildirmistir (Ghafouri-Fard S,
2020). Ornegin, Gottardo ve ark. (Gottardo F vd., 2007), normal bobrek orneklerine
kiyasla RCC hastalarindan elde edilen doku 6rneklerinde miR-28, miR-185, miR-27
ve let-7f-2’ nin ifadelerinin arttigin1 gostermiserdir. Wulfken ve ark. (Wulfken LM
vd., 2011) da, RHK hastalarinda serum ve doku orneklerinde sirasiyla 109 ve 36
MIRNA’ nin asir1 ifadesini bildirmislerdir. Nakada ve ark. (Nakada C vd., 2008),
BHRHK ve kromofob RHK’ de sirasiyla 37 ve 51 miRNA ifadesinde azalma
oldugunu ortaya koymuslardir. Bir baska ¢aligmada ise, Tang ve ark. (Tang K ve Xu
H, 2015) RHK hastalarim doku, idrar veya serum orneklerinde miRNA’ larin tanisal
ve prognostik degerini irdelemisler ve miR-21, miR-210, miR-141, miR-200c ve
miR-429 gibi miRNA’ larin degisen ifadelerinin RHK hastalarinda cerrahi sonrasi
kansere 0zgii kotii sagkalim ile iligkili oldugunu saptamiglardir. TUm bu bulgular g6z
Oniine almdigimda, miRNA’ lar RHK patogenezine katilmaktadir. Dahasi, bu

mMIRNA” larin hastalarin serum ve idrar 6rneklerinde izlenebilir olmasi, RHK igin bu
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molekillerin potansiyel biyobelirtecler olarak kullanilabilmesine ve belki de
gelecekte  mIRNA’ lar1 iceren veya mMIRNA’ lar1 hedefleyen etkin tedavi

modalitelerinin olusturulmasina olanak saglayacaktir.

2.5 BIYOINFORMATIK

Son yillardaki teknolojik gelismeler, fenotiplerin genetik temelinin anlasilmasi i¢in
hatir1 sayilir imkanlar sunmustur. Bu imkanlardan kuskusuz en Onemlisi insan
genomunun gizeminin ¢éziilmesine olanak saglanmasidir. Bu amagla bir uluslar arasi
arastirma projesi olan Insan genom projesi ortaya cikmustir. Insan genom projesi
insan genetik materyalinin tamammin (yani tim genomun) kimyasal dizilimini
desifre etmek, genomda bulunan 50.000 ila 100.000 genin tamamini tanimlamak ve
hastaliklarla iligkisini ortaya cikarmayi hedeflemis ve bu anlamda basar1 ile
sonu¢lanmistir (Diniz WJ ve Canduri F, 2017; Collins FS ve Fink L, 1995). Insan
genom projesi ile benzeri goriilmemis zenginlikte biyolojik veri tiretilmistir (Bayat
A, 2022). Bununla birlikte mRNA, proteinler ve protein metabolitlerinin
derinlemesine irdelenmesini saglayan teknolojik firsatlar sayesinde hiicresel
mekanizmalarin ¢éziimlenmesine olanak saglayan yine oldukga zengin biyolojik veri
de bilimin hizmetine sunulmustur (Vailati-Riboni M, Palombo V ve Loor JJ, 2017,
Martorell-Marugadn J vd., 2019). Gunimizde, hicre, doku veya organizma
baglaminda, belirli bir biyolojik humunedeki genleri irdelenmesi genomik, mRNA’
nin irdelenmesi transkriptomik, proteinlerin irdelenmesi proteomik ve protein
metabolitlerininin irdelenmesi ise metabolomik olarak isimlendirilmektedir. Yani,
Omik kelimesi, biyolojik bilimlerde genomik, transkriptomik, proteomik veya
metabolomik gibi -omik ile biten bir ¢alisma alanim ifade eder. Sonundaki -ome,
sirastyla genom, proteom, transkriptom veya metabolom gibi ¢alisma nesnelerine
hitap etmek i¢in kullanilir (Vailati-Riboni M, Palombo V ve Loor JJ, 2017). Son
yillarda, epigenomik yani DNA dizisinde kodlananlar digindaki kalitsal
degisikliklerin incelenmesi ile ilgilenen arastirmala da yUrGtulerek, epigenetik
calismalar catis1 altinda, DNA’ da degisiklik olmadan gen aktivitesini degistiren
faktorler de irdelenmeye baslanmistir (Chen C vd., 2023).

En cok kullanilan ileri teknoloji tiriinii omik teknikleri arasinda yeni nesil dizileme

(Next Generation Sequencing, NGS) ve kiitle spektrometresi tabanli teknikler yer
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almaktadir. NGS tabanli teknikler genomik, epigenomik ve transkriptomik icin
siklikla  kullanilirken, kiitle spektrometresi tabanli teknikler proteomik ve
metabolomikleri ylksek verimli bir sekilde tanimlamak veya 6lgmek i¢in kullanilir
(Das T vd., 2020). NGS tabanli genomik ¢alismalar tipik olarak hem kodlayan hem
de kodlamayan bdlgelerin DNA dizisini genom c¢apinda analiz etmek igin
tasarlanmistir. NGS tabanli epigenomik teknikler genellikle DNA protein
etkilesimlerini veya kromatin erisilebilirligini haritalamak i¢in kullanilan ChIP-seq
(kromatin immunopresipitasyonu) analizi, DNasel-seq (DNase 1 asir1 duyarli
bolgeler dizileme) analizi veya FAIRE-seq (dlzenleyici elementlerin formaldehit
destekli izolasyonu ile dizileme) analizi ile gergeklestirilir. DNA-RNA etkilesimini
haritalamak icin ChiRP-seq (RNA saflagtirmasi ile kromatin zolasyonu) ve DNA
metilasyonunu haritalamak icin ise tim genom bisulfit/dizi tabanlh dizileme analizleri
uygulanir. NGS odakli transkriptomik c¢aligmalarinda ise RNA dizileme (RNA-seq)
teknikleri ile MRNA, miRNA ve diger diizenleyici RNA” lar dahil olmak Gizere RNA
molekiillerinin tanimlanmasi ve miktarmin belirlenmesi gerceklestirilir (Das T vd.,

2020).

Tablo 2.5. Genomik, epigenomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik
icin gerekli olan farkh teknikler ve ilgili islevleri.

Omik tipi Teknik yontem Uygulama

Genomik NGS Yiksek wverimli tim genom ve tim

ekzom dizileme.

Epigenomik ChiP-seq Transkripsiyon faktorleri ve iliskili
proteinler igin genom c¢apinda DNA

baglanma bolgelerinin tanimlanmasi.

DNasel-seq Genom boyunca aktif gen duzenleyici

elementlerin tanimlanmasi.

FAIRE-seq Dizenleyici aktiviteye sahip DNA

bolgelerinin tanimlanmasi.
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Transkriptomik

Proteomik

Metabolomik

ChiRP-seq

Bisiilfit/dizi tabanl

dizileme

RNA-seq

LC-MS/MS tabanli
kutle

spektrometresi

RPPA

LC-MS tabanli
kitle

spektrometresi

RNA’ larin genomik konumlarmm ve

bagli proteinlerinin tespiti.

Genom boyunca metilasyon modelinin

ve bolgelerinin belirlenmesi.

mRNA, miRNA ve diger diizenleyici
RNA’ lar dahil olmak (zere yeni
transkriptlerin tanimlanmasi ve

miktarmin belirlenmesi

Cesitli biyolojik kosullarda proteinlerin
tespiti ve miktar tayini.

Cesitli  biyolojik  kosullarda protein
tespiti ve miktar tayini.

Metabolik yollarda yer alan secilmis
molekiillerin tanimlanmasi ve

miktarlarmm belirlenmesi.

NGS, Yeni nesil dizileme; ChlP-seq, Kromatin imminopresipitasyon dizileme; DNase 1-seq, DNase

I agir1 duyarli bolgeler dizileme; FAIRE, Diuzenleyici elementlerin formaldehit destekli izolasyonu;
ChiRP, RNA saflagtirmasi ile kromatin izolasyonu; RNA-seq, RNA dizileme; LC-MS/MS, Sivi

kromatografi tandem kutle spektrometresi; RPPA, Ters faz protein dizisi.

Tum bu teknolojik omik tekniklerin yiikseligi, modern biyomedikal arastirmalarda

molekiler verilerin patlamasiyla sonuglanmistir (Martorell-Marugan J vd., 2019).

Genlerin, proteinlerin ve diger biyomolekiillerin 6zellikleri hakkinda elde edilen bu

buyik miktardaki kiiresel verinin (multiomik veri) tip ve molekiiler biyoloji

alanlarinda arastirmalar icin fevkalade kaynak saglamasi nedeniyle bu verilerin

toplanmasi, verilere erigimin saglanmasi ve verilerin kullanilmasi biiyiik 6nem arz
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etmektedir (Martorell-Marugan J vd., 2019). Iste bu noktada, verilere erisimi
saglamak ve 6zellikle verilerin analizi ve yorumlanmasina olanak saglamak amaciyla
biyoinformatik bilimi ortaya ¢ikmistir. Biyoinformatik, hesaplama ve analiz araglari
kullanilarak biyolojik verilerin elde edilmesi, detayli analizi ve yorumlanmasinin
uygulanmasi olarak tanimlanmaktadir ve bilgisayar bilimi, matematik, fizik ve
biyolojiden yararlanan disiplinler arasi bir alandir. Bu baglamda, 0zetle,
biyoinformatik, modern biyoloji ve tipta veri yonetimi igin gereklidir (Bayat A,
2022). Bioinformatik araglar ¢ogunlukla internet erigilebilirligine bagli bilgisayar
yazilim programlarini igerir. Diinya ¢apmda yaygin olarak kullanilabilen ¢esitli
programlar ve veritabanlar1 kullanilarak omik verilerine ulagsmak giiniimiizde oldukga
kolaylasmustir. Klinisyenlerden, molekiler biyologlara kadar, tiim arastirmacilar agik
erisimli web siteleri tizerinden erisim ile temel biyoinformatik araglari kullanarak
omik verilerini analiz etmek icin bu karmasik yazilim programlarmi kullanabilirler
(Bayat A, 2022).
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Sekil 2.15. Genomik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik gibi alanlarda biyoinformatik

yontemler ile veri entegrasyonunun nihai amaci, hastalik biyobelirteclerini kesfetmek, fenotipik
spektrumu ve mekanizmalari dogrulamak ve terapitik hedefleri belirlemektir (Chen C vd.,
2023).
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2.5.1 Kanserle Tlgili Omik Verileri icin Halka A¢ik Cevrimici Kaynaklar

Kanserle iligkili ¢evrimi¢i omik veri havuzlari su anda kanserle iliskili hiicresel
hakkindaki

oynamaktadir. Bu kaynaklar sayesinde hizli hipotez olusturma ve dogrulama igin

siirecler ve mekanizmalar aragtirmalarda ¢cok Onemli bir rol
farkli veri kiimelerini sistematik bir sekilde entegre etmek artik miimkiin hale
gelmistir. Bu gevrimici kaynaklar, tek bir kanser tiriinde veya pan-kanser tarzinda
degistirilmis molekiiler kaliplar1 kesfetmek i¢in bir platform saglar (Das T vd., 2020).
Kansere 0zgl ham ve analiz edilmis verileri igeren ¢ok sayida agik erisimli veri
taban1 bulunmakla birlikte, bunlarn en yaygin olarak kullanilanlar1 TCGA,
Uluslararast Kanser Genom Konsorsiyumu (The International Cancer Genome
Consortium, ICGC), Kanserde Somatik Mutasyonlar Katalogu (Catalogue of Somatic
Mutations in Cancer, COSMIC), Patoloji Atlasi, Gen Iifadesi Omnibus (Gene
GEO) wve (PRoteomics
IDEntifications, PRIDE)’ dir (Das T vd., 2020). Esasen, bunlar arasinda da, en

Expression  Omnibus, Proteomik  Tanimlamalar

yaygin kullanilani TCGA veritabanidir. Nitekim, TCGA ile iligkili cok ¢esitli halka

acik veri portallar1 ve ¢oklu-omik analiz araglar1 bulunmaktadir (Das T vd., 2020).

Tablo 2.6. Sik kullamlan tek ve ¢oklu-omik veri tabanlari.

Veri tabam Veri tabam | Omik tipi Klinik | Analiz Veri seti
Tipi veri ozelligi mukayesesi
TCGA Kansere 6zgi | Genomik + + +
Epigenomik
Transkriptomik
Kansere 6zgu | Proteomik
ICGC Kansere 6zgll | Genomik + + +
Kansere 6zgu | Transkriptomik
COSMIC Genel Genomik + + +
Genel
Patoloji Proteomik + + +
Atlasi
GEO Transkriptomik + + -
PRIDE Proteomik - - -

TCGA, Kanser Genom Atlasi; ICGC, Uluslararas1 Kanser Genom Konsorsiyumu; COSMIC,

Kanserde Somatik Mutasyonlar Katalogu; GEO, Gen ifadesi Omnibus ve PRIDE, PRoteomics

IDEntifications.
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2.5.1.1 TCGA Veri Tabam

Kansere 6zgu multi-omik veri kaynaklarinin en 6nde gelenlerinden biri, primer
kanser ve eslestirilmis normal 6rneklerini karakterize eden TCGA’ dir (Das T vd.,
2020). Gunimizde kanser arastirmalarinda olduk¢a sik basvurulan TCGA veri
tabani 37 kohortu kapsayan 33 farkli kanser tiiriinden olgularin oldugu 20.000” den
fazla primer kanseri ve eslestirilmis normal 6rneklerine ait verileri icermektedir.
TCGA yaklasik 2,5 petabayttan fazla genomik, epigenomik ve transkriptomik veri
icerdigi bilinmektedir (Das T vd., 2020). TCGA veri tabani kanser doku ve
hicrelerinde NGS tabanli tekniklerle belirlenmis olan tek niikleotid varyantlarini
(small nucleotide variants, SNV’ ler), DNA metilasyonunu, kopya sayisi
degisikliklerini (copy number alterations, CNA’ lar) ve mRNA/miRNA ifadeleri
bilgileri gibi TCGA projesinin esas hedefi olan verileri icermektedir. Genom,
epigenom ve transkriptoma ek olarak, proteomik verileri eklemek i¢in 2013 yilinda
TCGA projesinin bir pargasi olarak yeni arastrma yapilmistir (Vlachavas EI vd.,
2021; Li J vd., 2013). Bu ¢alismada, RPPA yontemi TCGA veri tabanindaki ¢ok
sayida timor ve hiicre hatt1 6rnegi tizerinde protein ifade verileri Uretilerek, farkl
kanser tiirlerine sahip bireylerde yaklasik 200 farkl proteinin ifadesi 6l¢iilmiis ve
elde edilen veriler farkli bir veri tabani olan kanser protecom atlasi (The Cancer
Proteome Atlas-TCPA)’ da depolanmustir (Li J vd., 2013; Akbani R, vd., 2014).
Bununla birlikte, ilerleyen yillarda protein analizi i¢in daha 6zgiin ve verimli bir
yontem olan LC-MS/MS tabanli kiitle-spektrometri’ nin kesfi ve yine TCGA veri
tabanindaki Orneklerde kullanimi ile elde edilen proteomik veriler ise Kklinik
proteomik tumér analiz konsorsiyumu (Clinical Proteomic Tumor Analysis
Consortium —CPTAC)’ da bulunmaktadir (Das T vd., 2020). Yani 6zetle, TCGA
orneklerinden kanser genomununun gizemini ¢ozmek adina NGS yontemleriyle
genomik arastirmalar yapilip veriler elde edildigi gibi kutle spektrometresi
teknikleriyle proteomik analizler yapilarak da veriler elde edilmistir. Ancak bu
veriler farkli veri tabanlarinda depolanmaktadir. TCGA ¢oklu-omik verilerine farkli
veri portallar1 kullanilarak ulasilabilir ve bu verilerin dogrudan veya dolayl
kullanimlari ile veri analizleri yapilabilir (Das T vd., 2020). Bu veri portallarindan
bazilar1 temelde TCGA verilerine ¢ok yonlii erisimi ve analizi saglamay1 amaglarken,
digerleri ise farkli veri setlerinin yani sira TCGA verileri lizerinden analiz yapmaya
olanak saglarlar ancak verilere ulasim imkani saglamazlar. {lk gruba &rnek olan en

popiiler veri portallart genomik veri ortakligi (genomic data commons, GDC),
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cBioPortal, kanser proteom atlasi, TCPA, Gen ifadesi profilleme interaktif analizi
(Gene Expression Profiling Interactive Analysis, GEPIA), UCSC Xena, UALCAN
ve LinkedOmics’ dir. Tim bu portallar ¢ok c¢esitli kullanict dostu 6zelliklere sahip
olup genel olarak bireysel kanser tiirlerinde artis veya azalis gosteren gen ifadelerini
ortaya koyma; tiimor ve normal ornekler arasinda ve ayrica bireysel kanser evreleri,
timor derecesi, 1k, viicut agirligi veya diger klinikopatolojik ozelliklere dayali
cesitli timor alt gruplarinda genlerin ifadesini analiz ederek karsilastirabilme; ve, gen
ifade seviyesinin ve klinikopatolojik 6zelliklerin hasta sagkalimi iizerindeki etkisini
tahmin edebilme gibi analizleri gergeklestirmeye imkan verirler. Ancak bu portallar
arasinda, ileri analizler, grafikler, ulasilabilen veri setleri gibi gesitli parametrelerle
ilgili farkhliklar mevcuttur. Ikinci grup veri portallar: smirl olanaklar sagladigindan
bilimsel literatiirde kullanimlar1 nisbeten daha smirhidir (Zhang Z vd., 2019; Nicora
G vd., 2020).

GDC, Amerikan ulusal kanser enstitisi’ nin (NCI) agk erisimli
(https://portal.gdc.cancer.gov/) veri portalidir. GDC veri portali 67 proje, 68 farkli
kanser tiru ve klinik verileri bulunan 44 binden fazla olgu iceren multimodal kanser
genomik caligmalarinin  kapsamli analizini saglayan en biiyilkk 06lgekli
konsorsiyumdur. GDC biinyesinde bilim insanlart TCGA’ nin yani1 sra NCI’ 1n
CPTAC verileri, etkili tedaviler Gretmek icin terap6tik olarak uygulanabilir arastirma
uygulamalar1  (Therapeutically Applicable Research to Generate Effective
Treatments, TARGET) ve Genomik Kanit Neoplazi Bilgi Degisimi (Genomics
Evidence Neoplasia Information Exchange, GENIE) gibi diger veri setleriyle birlikte
3 petabayttan fazla veriye erisebilmektedir (Das T vd., 2020; Vlachavas EIl vd.,
2021). Bu veri portali, kullanicilarin hastalik bolgesi, kanser tiirii, demografik veri
materyali, tedavi, mutasyon etkisi vb. gibi kriterlere goére verileri filtrelemesine
olanak saglar. Kaplan-Meier sagkalim grafikleri olusturarak sagkalim analizi
sunabilir. Ancak, GDC veri portali ile pan-kanser omik karsilagtirmasi mumkuin
degildir (Das T vd., 2020).
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Sekil 2.16. GDC veri portali web sitesi ana sayfasindan kesit (https://portal.gdc.cancer.gov/).

cBioPortal, kanser genomigi verilerine ulasmak ve analiz etmek icin oldukca yaygin
kullanilan ve Memorial Sloan Kettering Kanser Merkezi (MSKCC) tarafindan
gelistirilmis olan a¢ik erisimli web tabanli bir platformdur (http://cbioportal.org)
(Gao J vd., 2013). cBioPortal’ 1n arayiizii ayn1 anda birden fazla veri setinin analizine
izin verir. Bu sayede CNA’ lar, gen amplifikasyonu ve mRNA ifadesi ve gen
metilasyonu verileri Uzerinden analizler kolaylikla yapilabilir. Buna ek olarak,
sagkalim analizi (Kaplan-Meier grafikleri), ortak ifade analizi ve korelasyon
grafikleri gibi gorsellestirme Ozellikleri de saglar (Das T vd., 2020). cBioPortal,
MutationMapper ve OncoPrinter olmak Uzere iki farkli web aracma sahiptir.
MutationMapper, 3D protein yapist veritabanlariyla baglantili olup mutasyonlarin
proteinlere gore potansiyel etkilerini arastrmak i¢in kullanilabilir. Ote yandan
OncoPrinter, somatik mutasyonlar ve CNA’ lar gibi genomik degisikliklerin
diyagramlarin1 olusturabilir. Ancak, cBioPortal veri portalinda, tiimére komsu
normal dokulara ait veri setleri bulunmamakta, bu da timoér ve timér olmayan

orneklerin karsilastirmasini miimkiin kilmamaktadir (Das T vd., 2020).
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Sekil 2.17. cBioPortal veri portali web sitesi ana sayfasindan kesit (http://cbioportal.org).

TCPA, yukarida da kisaca bahsedildigi gibi, TCGA tumdr orneklerinin ve hicre
hatlarmin  RPPA  verilerini iceren protein verileri olan web portalidir
(https://tcpaportal.org/tcpa/). Bu portal, ayrintili bir analiz ve gorsellestirme
olanaklar1 ile RPPA verileri Uzerinden proteinler arasinda korelasyon analizi, protein
ifadesi ile prognoz korelasyonu analizi, iki farkli timor tipi arasinda protein
ifadesinin karsilastirilmasi ve tiimor tipleri arasinda farkli sekilde ifade edilen
proteinlerin tanimlanmasina olanak saglar. Ayrica, RPPA baglantili sagkalim analizi,

protein-ilag analizi ve ag-gorsellestirme modiilleri de bu portal tarafindan

saglanmaktadir (Das T vd., 2020; Vlachavas El vd., 2021).
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Sekil 2.18. TCPA veri portali web sitesi ana sayfasindan Kkesit (https://tcpaportal.org/tcpa/).

GEPIA (http://gepia.cancer-pku.cn/), TCGA verileri ile birlikte, genetik varyantlar
ve gen ifadesi arasindaki iliskiyi normal dokular ve bireyler arasinda incelemek igin
gelistirilen bir veri bankasi olan Genotip-Doku Ifadesi (GTEx) verilerini entegre eder
(Zeng J vd., 2021). Yani, normal dokulardaki bir genin ifade profiline ait verilere
GTEX lizerinden eriserek TCGA verilerindeki kanserli dokular ile karsilastirilmasina
olanak saglar. Boylece, korelasyon analizi, hasta sagkalim analizi ve birlikte ifade
analizi gibi analizleri mimkin kilar (Das T vd., 2020). Ayrica, yeni kanser
hedeflerini ve belirteglerini arastirmak i¢in kanser alt tiplerini, hedef genleri, alelleri

ve farkli ifade seviyelerini aragtirmaya olanak saglar (Zeng J vd., 2021).
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Sekil 2.19. GEPIA veri portali web sitesi ana sayfasindan kesit (http://gepia.cancer-pku.cn/).

UCSC Xena, TCGA, ICGC, TARGET ve GTEx gibi veri tabanlar1 ve portalindan
veriler igeren hacimli bir veri portalidir (https://xena.ucsc.edu/). Somatik mutasyon,
kopya sayisi, metilasyon, gen ve protein ifadeleri ve klinik bilgiler gibi ¢ok sayida
verileri iceren ¢alismalara olanak saglar (Goldman M vd., 2018). Bu aracin temel
Ozelliklerinden biri, veri bilgilerine gorsellestirme uygulayarak veri kimeleri
arasinda daha kolay karsilastirma yapilabilmesine olanak saglamaktir. UCSC Xena
ayrica, istatistiksel veri sonuglar1 ve sag kalim analizlerine ilaveten Yyiksek
¢ozlniirliikli elektronik tablolar, dagilim grafikleri, gubuk grafikler, kutu grafikleri
sunar (Goldman M vd., 2018).
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Sekil 2.20. GEPIA veri portali web sitesi ana sayfasindan kesit (https://xena.ucsc.edu/).

UALCAN, TCGA gen ifadesi verilerinin derinlemesine analizlerini ger¢eklestirmek
icin kullanimi kolay, etkilesimli bir web portalidir (http://ualcan.path.uab.edu./).
UALCAN’ 1 agilimi esasen Birmingham Aabama Universitesi kanser veri analizi
portali (The University of ALabama at Birmingham CANcer data analysis Portal)’
dir. TCGA, CPTAC ve Cocuk Beyin Tuimori Doku Konsorsiyumu (The Children
Brain Tumor Tissue Consortium, CBTTC) verilerine ulasim saglayabilen bu web
portali; gen ifade verileri, hasta sagkalim bilgilerini gosteren grafikler ve gizimler,
miRNA kodlayan genlerle arastirma, metilasyon verilerine ulasma, pan-kanser
analizi yapabilme ve GTEXx ile baglanti veri analizi yababilmeye olanak tanir (Das T
vd., 2020; Chandrashekar DS vd., 2017).
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Sekil 2.21. UALCAN veri portali web sitesi ana sayfasindan kesit (http://ualcan.path.uab.edu./).

LinkedOmics, TCGA’ dan c¢oklu-omik verileri ve klinik verileri analiz etmeyi
sgalyan goreceli daha yeni bir veri portalidir (http://www.linkedomics.org./). 32
kanser tlriinde, gen ve miRNA ifadeleri, SNV’ ler, metilasyon, klinik veriler ve
mutasyonlar dahil olmak Uzere gesitli veri tirlerini ile analizlere imkan sunar. Bu
portal ile sagkalim verileri ve analiz edilen parametrelerle klinikopatolojik bilgiler
arasindaki iliskinin belirlenmesi de gerceklestirilebilir. Ayrica hedef gen ifadesi ile
pozitif ve negatif korelasyon gosteren genlerin gen 1s1 haritalarmi ortaya koymak da
mumkundir (Zeng J vd., 2021; Vasaikar SV vd., 2018).

LinkedOmics «

Analyzing multi-omics data within and acr cancer types

ABOUT
i About
@ Login LinkedOmics is publicly available portal that includes multi-omics data from all 32 TCGA Cancer types
and 10 Clinical Proteomics Tumor Analysis Consortium (CPTAC) cancer cohorts.
@ Citation
The web application has three analytical modules: LinkFinder, Linkinterpreter and LinkCompare.
@& OMICS Datatype LinkFinder allows users to search for attributes that are associated with a query attribute, such as mRNA
or protein expression signatures of genomic alterations, candidate biomarkers of clinical attributes, and
@ Data Source candidate target genes of transcriptional factors, microRNAs, or protein kinases. Analysis results can be
visualized by scatter plots, box plots, or Kaplan-Meier plots. To derive biological insights from the
@ Manual and tutorial association results, the Linkinterpreter module performs enrichment analysis based on Gene Ontology,
biological pathways, network modules, among other functional categories. The LinkCompare module
@ News/Update uses visualization functions (interactive venn diagram, s r plot, and sortable heat map) and meta-
analysis to compare and integrate association results generated by the LinkFinder module, which
@ Share Your Data supports multi-omics analysis in a cancer type or pan-cancer analysis.
@ Browser Compatibility

LinkedOmics provides a unigue platform for biologists and clinicians to access, analyze and
compare cancer multi-omics data within and across tumor types.

Sekil 2.22. LinkedOmics veri portal web sitesi ana sayfasindan kesit (http://www.linkedomics.org./).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 KULLANILAN MATERYALLER

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Ekler boliimiinde Tablo 1’ de verilmistir.

3.1.2 Hicre Hatlar ve Hiicre Kultlird Donanimlan

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan donanimlar Ekler boliimiinde Tablo 2¢ de verilmistir.

3.1.3 Kullamilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar Ekler boliimiinde Tablo 3’ te verilmistir.

3.1.4 Kullanilan Tamponlar

Calismada kullanilan tamponlarin igerigi Ekler boliimiinde Tablo 4’ de verilmistir.

3.2 YONTEMLER

3.2.1 TCGA Veri Tabaninda Yer Alan BHRHK Hastalarmda AMPK ve miR-
33a Ifadeleri ile Klinikopatolojik Ozellikler Arasindaki Iliskinin Belirlenmesi.

TCGA verilerine, Kasim 2023’ te berrak hiicreli renal karsinoma (Kidney Renal
Clear Cell Carcinoma, KIRC) kohortu (TCGA-KIRC) olarak adlandirilan BHRHK”
li hastalar i¢in acik erisimli cBioPortal, UCSC Xena, UALCAN ve LinkedOmics
veritabanlar1 araciligiyla erigildi. Bu web portallar1 lizerinden TCGA verilerine
erisilmis ve analiz igin 6n veri setleri kullanilmistir. Bu veri setlerindeki tiim

analizler her bir portalin igerisinde yerlesik ¢evirim i¢i istatistiksel araglar
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kullanilarak uygulandi. Kullanilan istatistiksel yontemler asagida her bir veri portali

igin verilen detayl agiklamalarda belirtildi.

3.2.1.1 cBioPortal Uzerinden Yapilan TCGA Veri Analizleri

Bu portal iizerinden, baslangigta, AMPK 1 ve AMPK 2 mRNA ifadelerinde (RNA-
seq V2, RSEM, log2) normal dokuya oranla ifade diizeylerinde degisim olup
olmadiginin yiizdesel olarak belirlenmesi amaglandi. Takiben, kanserli dokularda
AMPK 1 ve AMPK 2 mRNA ifadeleri ¢evirim i¢i ki-kare testi ile patolojik tumaor
derecesine, tiimor ¢apma dayali patolojik timor T evresine (pT evresi), lenf nodu
tutulumuna dayali patolojik N evresine (pN evresi) ve timor yayilimma dayali
patolojik M evresine (pM evresi) gore karsilastirildi. Son olarak, bu gen
ekpresyonlarinda degisim olan ve olmayan hasta gruplarinda ¢evirim i¢i Kaplan-
Meier egrisi ve Log-rank test degerlendirmeleriyle sag kalim analizleri uygulandi.
Sekil 3.1° de web portalina ait AMPK 1 analizi (Bu veri portalinda AMPK 1 geni,
diger bir isimlendirmesi olan PRKAA 1 adiyla kodlandigindan, bu isim ile veri girisi
saglanmistir) icin ilk giris sayfas1 gdsterilmektedir. Ifade seviyelerindeki degisiklik
icin medyandan standart sapmalar1 temsil eden Z skor esik degeri £+ 2.0 olarak kabul
edildi.
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Sekil 3.1. cBioPortal veri portali iizerinden AMPK 1 mRNA ifadesi analizi i¢in veri giris
asamasinin ekran goriintiisii gorseli. (Bu veri portalinda AMPK 1 geni, diger bir isimlendirmesi

olan PRKAA 1 adiyla kodlandigindan, bu isim ile veri girisi saglanmistir.)

3.2.1.2 UCSC Xena Uzerinden Yapilan TCGA Veri Analizleri

Bu portal {izerinden, TCGA veri setinde kayithh BHRHK hastalarina ait primer timor
dokusu ve normal doku Orneklerindeki AMPK 1 ve AMPK 2 mRNA ifadeleri
[RNA-Seq, log2 (norm count+1)] Karsilastirildi. Karsilastrmada c¢evirim ici
bagimsiz t- test kullanildi ve box-plot grafik elde edildi. Takiben, kanserli dokularda
AMPK 1 ve AMPK 2 mRNA ifadeleri patolojik timor derecesine, pT evresi, pN
evresi ve pM evrelerine gore karsilastirildi. Bu karsilastirmalarda ise ¢evirim igi
One-way Anova testi kullanildi ve box-plot grafikler elde edildi. Son olarak, kanserli
doku AMPK 1 ve AMPK 2 mRNA ifadelerinin BHRHK hastalarinda toplam
sagkalim (Overall survival, OS) ve hastaliga Ozgii sagkalim (Disease specific
survival, DSS) (zerine etkileri gevirim i¢i Kaplan-Meier egrisi ve Log-rank test
degerlendirmeleriyle irdelendi. Sekil 3.2° de web portalina ait AMPK 1 analizi (Bu
veri portalinda AMPK 1 geni, diger bir isimlendirmesi olan PRKAA 1 adiyla
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kodlandigindan, bu isim ile veri girisi saglanmistir) icin ilk giris sayfasi

gosterilmektedir.
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Sekil 3.2. UCSC Xena veri portah iizerinden AMPK 1 mRNA ifadesi analizi icin veri giris
asamasinin ekran goriintiisii gorseli. (Bu veri portalinda AMPK 1 geni, diger bir isimlendirmesi

olan PRKAA 1 adiyla kodlandigindan, bu isim ile veri girisi saglanmistir.)

3.2.1.3 UALCAN Uzerinden Yapilan TCGA Veri Analizleri

Bu portal {izerinden, TCGA veri setinde kayitlh BHRHK hastalarina ait primer tiimor
dokusu ve normal doku orneklerindeki CPTAC veri tabani kokenli AMPK 1 ve
AMPK 2 protein ifadeleri karsilastirildi Bu asamada protein ifadelerine ait
medyandan standart sapmalar1 temsil eden medyan Z skor degerleri (Bu veri
portalinda, CPTAC’ den almman log2 spektral sayim orani degerleri dnce her bir
numune profili icinde normallestirilmis, ardindan numuneler arasinda
normallestirilmistir) gevirim i¢i bagimsiz t- test ile kiyaslandi ve box-plot grafik elde
edildi. Takiben, kanserli dokularda AMPK 1 ve AMPK 2 protein ifadeleri patolojik
timor derecesine gore karsilastirildi. Bu karsilastirmalarda ise ¢evirim igi One-way
Anova testi kullanildi ve box-plot grafikler elde edildi. Sekil 3.3’ de web portalina ait
AMPK 1 analizi (Bu veri portalinda AMPK 1 geni, diger bir isimlendirmesi olan
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PRKAA 1 adiyla kodlandigindan, bu isim ile veri girisi saglanmistir) icin ilk giris

sayfasi gosterilmektedir.

Welcome to UALCAN analysis page.

Yes! You All Can
The University of ALabama at Birmingham CANcer data analysis Portal

TCGA Gene TCGAmIRNA TCGAIncRNA  Prognostic markers

Scan by gene(s)

Enter gene symboil(s)

PREKAA1

TCGA dataset Kidney renal clear cell carcinoma b

Explore Clear form

Sekil 3.3. UALCAN veri portali iizerinden AMPK 1 protein ifadesi analizi icin veri giris
asamasinin ekran goriintiisii gorseli. (Bu veri portalinda AMPK 1 geni, diger bir isimlendirmesi

olan PRKAA 1 adiyla kodlandigindan, bu isim ile veri girisi saglanmistir.)

Takiben, yine bu portal Gzerinden, TCGA veri setinde BHRHK olgularinda miR33-a
ifadesinin (miRNA-seq, RPM) primer timoér dokusu ve normal dokudaki ifade
diizeyleri degerlendirilip bagimsiz t testi ile karsilastirildi. Primer tiimor dokularinda
ise patolojik timdr derecesine gore miR-33a ifadelerinin karsilastiriimas: da One-
way Anova testi kullanilarak yapildi. Son olarak, TCGA-KIRC kohortundaki
BHRHK olgularinda mir-33a ifadesi ile sag kalim arasindaki iliski Kaplan-Meier
egrisi ve Log-rank test degerlendirmeleriyle irdelendi. Sekil 3.4’ de web portalina ait

miR-33a analizi i¢in ilk giris sayfasi gosterilmektedir.
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Welcome to UALCAN analysis page.

Yes! You All Can
The University of ALabama at Birmingham CANcer data analysis Portal

TCGA Gene TCGA mMIRNA TCGAIncRNA  Prognostic markers

Scan by miRNA(s)

Enter miRNA identifier(s)

hsa-mir-333|

TCGA dataset Kidney renal clear cell carcinoma A

Explore Clear form

Sekil 3.4. UALCAN veri portali iizerinden mir-33a ifadesi analizi icin veri giris asamasinin

ekran gorintisi gorseli.

3.2.1.4 LinkedOmics Uzerinden Yapilan TCGA Veri Analizleri

Bu portal lizerinden, TCGA veri setinde kayith BHRHK hastalarina ait kanserli doku
orneklerindeki miR-33a (miRNA-seq, RPKM, log2) ifade degerleri ile AMPK 1 ve
AMPK 2 gen ifade diizeyleri arasindaki korelasyonu belirlemek i¢in ¢evirim igi
Spearman korelasyon analizi kullanildi. Sekil 3.5’ de web portalina ait miR-33a

korelasyon analizi igin ilk giris sayfasi gosterilmektedir.
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LinkedOmics

Analyzing multi-omics data within and across 32 cancer types
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(optional)
o Select Search attribute, f
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ex. mRNA Expre
= '";q“ S 5::" Acute Mysloid Leukemia (LAML) ) TCGA LAML
o select statistical Method Adrenosorticsl carcinoms (ACC) O ToGAACC
o Click 'SUBMIT' button -
Blsdder urothelisl carcinoma (BLGA) ) ToGABLCA
Analyzed Results Brain Lower Grade Glioma {LGG) ) TCGALGG
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Select A Samplecohort {3 Institwte  Damtype &  Platom  $ Date O institwe $ ARV o Pipeline &
@  TCRAKIRC BDGSC MiRNASEY HS MR E Gene Firehose_RPKM_log2
. TCEA_KIRG BDGSC miRNASEq GAmR 8 Gene Firehose_RPKM_log2
TCEA_KIRC 806sC miRNASeq GamR E Isoform Firehose_RPKN_log2
TCEA_KIRC E T BN E Focsl Firehose_GISTIC2
O TCEAKRC E scnA EXCEN 01282018 E Focsl Firehose_GISTICZ_fhreshold
\ ] | ~] ] | ~] ] \ ~] v
Showing 1 105 of 16 entries Previous | 1 | 2 4 Next
SAMPLE DATASET (Optional)@
STEP-3 - SELECT SEARCH DATASETATTRIBUTE@
hsa-mir-33a ‘
STEP-4 - SELECT TaRGET DATASETO)
Show[5__ v |entries ECa
Select &3 Samplecohort 5 Institste £} Datatype 25  Plaiorm {3 Date  {institwie  AfEYSS o Pipeline ~
TCEA_KIRC une RNaseq GARNA E Gene Firehose_RSEM_log2
®  TCBAKRC UNG Ribseq Hiseq RNA 8 Gene Firehose_RSEM_log2
TCEA_KIRC MDA RPPA MDARPPA E Anslyte Firehose_RPPA
TCEA_KIRC MDA "PPA MDARPPA E Gene Firehose_RPPA
O TCEAKRC 80GSC miRNASeq GamR 01282018 E Gene Firehose_RPKN_log2
= Gy g) &l G —] G
Showing 1 o5 of 16 entries Previous | 1 | 2 4 Next

STEP-5 : SELECT STATISTICAL METHOD @

| Spearman Correlation test v

Sekil 3.5. LinkedOmics veri portal iizerinden miR-33a ve AMPK 1/2 korelasyon analizi igin

veri giris asamasinin ekran goriintiisii gorseli.

3.2.2 BHRHK Hiicre Hatlarinda AMPK ve miR-33a ifade Seviyelerinin
Belirlenmesi icin Hicre Kaltard Yéntemleri

Bu arastirmada BHRHK hiicre hatlar1 olan A-498 (BHRHK alt tipi bazi

arastirmacilar tarafindan celiskili kabul edilse de, literatiirde BHRHK olarak kabul
edilir [Brodaczewska KK vd., 2016]) ve Caki-1 hicreleri kullanildi. A-498 hiicreleri
icin %10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve 100 pg/ml penisilin/streptomisin eklenmis
EMEM (Eagle’ s Minimum Essential Medium) besiyeri kullanilirken, Caki-1

hicreleri icin %10 FBS ve 100 pg/ml penisilin/streptomisin iceren McCoys’ 5A
besiyeri kullanildi. TUm hiicreler 37 °C’ de, %5 CO2 ve %20 O2 iceren inkiibatorde

kiltire edildi.
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Hiicrelerin pasaji icin, besiyeri mediyumu uzaklastirilarak arindirilmig hucre
tabakalar1 pH= 7.4 fosfat tamponlu salin (PBS, Thermo fisher, USA) ile yikanip 37
°C inkubatorde 5 dakika boyunca 2 mM PBS iceren solusyonda tripsin (0.5 g/L) ile
muamele edildi. Tripsin aktivitesini bloke etmek igin hucreler, eklenen tripsin
hacminin iki kat1 hacimde %10 FBS iginde toplandi ve 300 x g’ de 5 dakika santrifij
edildi.

Takiben, hiicre sayimi degerlendirmesi igin, Slipernatant atildi ve pellet yeniden
Complet mediya ile suspanse edilerek yeterli seyreltme saglandi ve slispansiyonun
10 pl’ lik alikotlar1 hemositometreye yerlestirildi. Alanin dort kosesindeki
karelerdeki hticreler inverted mikroskop kullanilarak sayildi ve ardindan ortalama
hiicre sayis1 hesaplandi. Mililitre basina hiicre sayist “’(sayilan hiicre sayisinin
ortalamasi x seyreltme faktorii) / (1 kare alan x hazne derinligi)’” formuliine gore

belirlendi.

3.2.3 BHRHK Hiicre Hatlarinda AMPK 1 Proteini a Katalitik Alt Birim
(AMPK 1 a) Ifadelerinin Belirlenmesi icin Protein izolasyonu

3.2.3.1 BHRHK Hiicrelerinden Protein izolasyonu

Hiicreler 60 mm hiicre kiiltiir kaplarinda biiyiitiildiikten sonra 1X PBS ile yikanip ve
1X PBS eklenerek hiicre kaziyict yardimiyla kazmarak toplandi. Eppendorf tiiplerine
toplanan hiicreler, 1X Proteaz inhibitor kokteyli iceren Hucre Lizis Cozeltisi (M-
PER Mammalian Protein Extraction Reagent) ile 20 dk. inkiibasyon sonras1 16.000 x
g’ de 20 dakika +4 °C’ de santriflij edilerek siipernatant total protein lizat1 olarak

temiz tiiplere alind1 ve -20 °C’ de saklandu.

3.2.3.2 Izole Edilen Proteinlerin Bradford Yontemi ile Miktar Tayini

Elde edilen proteinlerin miktarlar1 Bradford yontemi uygulanarak saptandi. Bu
amagla, total protein lizat1 6rneginden 1 pl alinip 1,5 pg, 3 pg, 4,5 pug, 6 ug ve 7,5 pug
gibi artan oranlarda Bovine Serum Albumin (BSA) eklendikten sonra 96- kuyucuklu
plakanin kuyucuklarina eklendi. Akabinde, kuyucuklara 200 pl Bradford Soliisyonu
ilave edilip 5 dakika oda sicakliginda 1g1k almayan ortamda inkiibasyona birakildi.

Daha sonra, mikroplaka okuyucuda 595 nm’ de absorbans dl¢iimii yapildi. Olglim
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sonrast, Ornek miktarklar1 konsantrasyon ve absorbans degerlerine dayanan

konsantrasyon- absorbans grafigi ve standart egrisi denklemine gore hesaplandi.

3.2.3.3 immunoblotlama

« Sodyum Dodesil Sulfat (SDS)- Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi

Bradford yontemi ile protein miktarlar1 tespit edildikten sonra immunoblotlamanin
ilk asamas1 i¢in %12’ lik poliakrilamid jelde protein agirliklarna gore ayristirma
uygulandi. Bu asamada hazirlanan jelin igerigi Ekler bolimiinde Tablo 5’ de
verilmistir. 11k olarak %12’ lik yiiriitme jeli igerigi hazirlanip, bu jel 1 mm bosluga
sahip camlar arasma dokiilmiis ve iizerlerine izopropanol eklenmistir. Dokiilen jel
polimerlestikten sonra izopropanol uzaklastirilmis ve fazla izopropanol filtre kagidi
ile temizlenmistir. Daha sonra %4’ likk yiikleme jeli igcerigi hazirlanmis ve yiiriitme
jelinin iizerine dokiilmiistiir. 1 mm bosluklu cama uygun taraklar camlar arasina

yerlestirilerek yiikleme jeli polimerlesmeye birakilmistir.

+  Protein Orneklerinin Hazirlanmasi ve SDS-Poliakrilamid Jele Yuiklenmesi

Bradford yontemiyle tayin edilen 40 pg protein 6rnegi 5X Laemmli yUkleme
tamponu ile 4:1 oraninda karistiriliktan sonra 95 °C’ de 5 dakika inkube edildi. Daha
onceden hazirlanmis olan jellerdeki taraklar ¢ikarilarak dikey elektroforez sistemine
yerlestirildi ve camlar arasina ve tankin i¢ine SDS-PAGE yirtutme tamponu ilave
edildi. Hazirlanan 6rnekler 10000 x g’ de 30 saniye +4 °C’ de santrifilj edildikten
sonra ilk kuyucuga protein marker ve diger kuyucuklara Ornekler yiiklendi.
Yiiklemenin ardindan 70-80 V’ ta yaklasik 3 saat yiiriitme gerceklestirildi. Bu islem
tamamlandiktan sonra, jelde ayrilan proteinler poliviniliden florir (PVDF)

membrana transfer edildi.

« Proteinlerin Membrana Transfer Edilmesi ve Bloklama

Yiiritme islemi sonrasi yiikkleme jeli ayristirildiktan sonra yUritme jeli ele alinip
once distile suya sonra transfer tamponuna alindi. Metanol icerisinde aktiflestirilmis
PVDF membran da distile suyla muamele sonras: filtre kagitlar1 ve siingerler ile
birlikte transfer tamponuna alindi. Takiben, stnger-filtre kagidi- membran-jel-filtre
kagidi-siinger sirastyla hazirlamis oldugumuz transfer sandvi¢ aparati transfer
tankina almip tankin transfer tamponu ile doldurulmasiyla bir sonraki asamaya

gecildi. Bu asamada, 220 A akimda protein biiyiikliiklerine gore 20 dakika-1 saat
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aras1 sUre igerisinde membrana transfer gergeklestirildi. Transfer sonras1 membran

%5’ lik yagsiz bloklama sttiine ¢ozeltisinde oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

*  Membrana Antikor Uygulamasi ve Goriintii Allnmasi

Yagsiz siit ¢ozeltisinde bloklanan membranlar, sirasiyla 1:500-1:1000 ve 1:1000-
1:3000 araliginda kullanilan primer ve sekonder AMPK antikorlar1 ile +4 °C’ de bir
gece inklbe edildikten sonra 1X TBS-Tween ile ¢ defa 15° er dakika yikandi.
Takiben, bu membran HRP-bagli sekonder antikora alinarak +4°C’ de yine gece
boyu inkiibe edildi. Gece sonunda, inklbasyon bitimiyle membranlar ti¢ defa 10 ar
dakika TBS-T ve bir defa 5 dakika TBS ile yikandi. Gorintilerin eldesi icin ECL
kemiluminesans kit soliisyonlar1 olan A ve B tampon ¢ozeltileri 1:1 oraninda
karistirilip 5 dakika inkiibe edildikten sonra membranlar bu ¢ozeltiye alinarak ii¢
dakika beklenilmesinin ardindan membran goriintileme karigimi hazirland.
Sonrasinda kemiluminesans goruntuleme sisteminde kemiliinesans 1simalar

ChemiDoc Goruntiileme Sistemi ile gorintulendi.

3.2.4 BHRHK Hiicre Hatlarinda miR-33a Ifade Seviyelerinin Kantatif Gergek
Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (q PCR) ile Gosterilmesi

3.2.4.1 miRNA izolasyonu

Hiicreler 60 mm hiicre kiiltiir kaplarinda buyiitiildiikten sonra QIAzol solusyonu ile
inkiibe edildikten sonra hiicrelerden miRNeasy Mini Kit protokoliine uygun olarak
MIRNA izolasyonu gergeklestirildi. Bu asamada, hiicrelerin besiyeri uzaklastirilarak
QIAzol solusyonu eklenmesini takiben kiiltiir kabinin yiizeyi yikanarak hiicrelerin
kalkmast ve parcalanmasi saglandi. Akabinde, parcalanmis hiicrelerde
niikleoproteinlerin optimal pargalanmasi i¢in kaldirilan hiicreler 1,5 ml santrifij
tiplnde toplanarak oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Bu hiicre lizatinin {izerine
Kloroform eklenerek 15 sn vorteks yardimiyla ¢alkalanmasindan sonra, lizat oda
sicakliginda 5 dk inklbe edildi. Takiben tipler 12.000 x g’ de 15 dk +4 °C’ de
santrifij edildikten sonra st seffaf faz temiz bir 1,5 ml santrifiij tiipiine alinarak
uzerine %70 etanol eklenip vorteks elle karistirildi ve sonra oda sicakliginda 5 dk
inkube edildi. Bu karigim daha sonra RNeasy MinElute Spin Kolonuna aktarildi ve
oda sicakliginda 8000 x g’ de 15 saniye boyunca santrifiij edildi. Sonrasinda spin
kolonlara RWT tamponu eklenerek, 8000g° de 15 saniye santrifiij edilmek suretiyle
kolonlar yikandi. Akabinde, kolonlara iki kez {ist iiste RPE tamponu eklenerek
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santrifiij islemi tekrarland1 ve kolonlar maksimum hizda 1 dakika santrifiij edilmek
suretiyle kurutuldu. Buna muteakip, 0rnek 1.5 mL’ lik steril tuplere aktarildiktan
sonra, 50 pL RNaz icermeyen saf su eklenerek 8000 x g’ de 1 dakika santriftj edilip
mIiRNA’ larca zengin 200 nt’ ten kisa RNA’ lar toplandi ve RNA’ larin varligi ve
kalitesi % 1.5 agaroz jelde 150V’ da elektroforez edilerek kontrol edildi ve
NanoDrop spektofotometre ile dlgiimleri yapildi. Sonug olarak, miRNA’ lar cDNA

sentez reaksiyonu i¢in hazir hale getirildi ve 6rnek -80 °C’ de saklandi.

3.2.4.2 izole Edilen miRNA’ larin ¢cDNA’ lara Cevrimi

Izolasyonu yapilan total miRNA érnekleri miScript II RT kiti kullanilarak cDNA” ya
cevrildi. Kit dretici protokoline gore kullanildi. Buna gore, 2 pl 10x miScript
Nukleik karisimi, 4 pl 5x miScript Hispect solusyonu, 2 ul miScript Revers
Transkriptaz Karisimi1 ve 2 pl RNAaz igermeyen su’ dan olusan 10 pl’ lik soliisyon
olusturilarak buna daha 6nceden elde ettigimiz total miRNA soliisyonundan 10 pl
eklenerek 20 pl’ lik 6rnekler olusturuldu. Akabinde, transkriptaz inhibisyonu igin 95
°C’ de 5 dk inkiibasyon gerceklestirildi ve 6rnekler buz Uzerinede sogutulduktan

sonra -20 °C’ de sakland..

3.2.4.3 Kantatif Gercek Zamanh Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (Quantative Reverse Transcriptase Polimerase Chain
Reaction, RT-qPCR)

Hiicre hatlarimizda miR-33a ifadeleri tek basamakli RT-qPCR ile kantatif olarak
degerlendirildi. RT-gPCR icin kosullar su sekilde ayarlandi: 94 °C’ de 15 sn
denatlrasyon, 55 °C’ de 30 sn baglanma, 70 °C’ de 30 sn uzama dongusu 40 defa
tekrarlandi. Reaksiyon en az iki tekrarl olarak gergeklestirilmis olup, elde edilen Ct
degerleri endojen kontrol U6 kiigiik niikleer RNA (U6 small nuclear RNA, RNU6B)’
ye gore normalize edilerek analiz edildi. Bu baglamda, hem hedeflenen miRNA’ ya
0zgli primer ve problar kullanilmis hem de referans olarak se¢ilen RNU6B’ ye 6zgu
primer ve prob kullamilarak ifade seviyeleri belirlendi. Oncelikle iki ayri tiipte
RNUG6B ve miR-33a primerleri i¢in ayr1 ayr1 10 ul 2X SYBR Green Karigimi, 2 pl
10X miScript Universal Primer, 2 pl 10X miScript Primer Assay, 2 ul Kalip cDNA
ve 4 ul RNaz igermeyen su kullanilarak 20 pl’ lik karigim hazirlandi. Karigim, 96’
lik plakalara her bir kalip i¢in ikiser dl¢lim yapilmak {izere yerlestirildi. Bu sekilde
elde edilen plakalar CFX Connect RT- PCR cihazina yerlestirilerek yukarida da
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belirtildigi gibi 94 °C’ de 15 sn denatirasyon, 55 °C’ de 30 sn baglanma, 70 °C’ de
30 sn uzama dongustiyle 40 defa tekrarlanarak RT-qPCR gergeklestirildi. Reaksiyon
sonras1 elde edilen Ct degerleri kullanilarak ACt Uzerinden hiicrelerdeki miRNA
ekspreyonlarindaki kat degisimi (fold change, FC) hesaplanmistir. miR-33a igin 5'-
TGGATATCCACACCAGGGTCCGAGGTATTCGGTGTGGATATCCATGCAATG  primer
dizisi, RNU6B icin i 5 CACGGAAGCCCTCACACCGTGTCGTTC primer dizisi

kullanilmastir.

3.2.5 BHRHK Hiicrelerine miR-33a-mimik ve Anti-miR-33a Transfeksiyonu

3.2.5.1 miR-33a Mimik Transfeksiyonu

Hucreler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarma 3x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde bir giin
onceden ekilip, tutunarak gogalmalar1 saglandi. Ertesi gin 2,5 pl 20 nM miR-33a-
mimik sollsyonu ile 122,5 ul serum icermeyen besiyeri (OptiPRO SFM) bir tupte
karistirtlarak 125 ul’ lik karisim elde edildi. Es zamanl olarak, baska bir tiipte 2,5 pl
Lipofectamine RNAIMAX reaktifi, 122,5 pl serum icermeyen besiyeri (OptiPRO
SFM) ile karigtirilarak ikinci bir 125 pl’ lik karisim elde edildi ve her ikisi de 5
dakika oda sicakhiginda inkiibe edildi. miR-25-mimik negatif kontrolii i¢in de ayni
islemler yapildi. Takiben, miR-33a-mimik iceren besi yeri ile Lipofectamine
RNAIMAX reaktifi igeren besi yerleri birbiri ile karigtirilarak 250 pl’ lik karisim
olusturuldu. Yine benzer sekilde, miR-25-mimik negatif kontrolil iceren besi yeri ile
Lipofectamine RNAIMAX reaktifi iceren besi yerleri birbiri ile karigtirilarak 250 pl’
lik bir karisim daha elde edildi. Hazirlanan her iki karisim da 20 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Bu siire sonunda hicrelerin tUzerinden mevcut besiyeri
[A-498 hicrelerinde EMEM ve Caki-1 hicrelerinde McCoys’ 5A uzaklastirilarak
yerine 2250 pl serum igermeyen besiyeri (OptiPRO SFM) eklendi. Daha sonra, miR-
33a-mimik + Lipofectamine RNAIMAX reaktifi karigimindan 250 pl her bir
kuyucuga eklendi. Negatif kontrol olarak kullanilacak kuyucuga ise 250 pl miR-33a-
mimik negatif kontrol + Lipofectamine RNAIMAX reaktifi karigimi eklendi. Bu
uygulamalardan sekiz saat sonra serum icermeyen besiyeri (OptiPRO SFM)
uzaklastirilarak, kuyucuklara yeniden eski besiyerleri (A-498 hicreleri igcin EMEM
ve Caki-1 hucreleri icin McCoys’ 5A) eklendi. Besi yeri degisiminden 24 ve 48 saat
sonra miRNA izolasyonlar1 i¢in QIAzol solisyonu eklenmesiyle yukarida daha dnce

tanimladigimiz sekilde miRNA izolasyonu yapildi. Sonrasinda ise, yine yukarida
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belirtilen sekilde elde edilen mIRNA’ lar cDNA’ lara cevirilerek, RT-qPCR ile
kantatif 6l¢timleri yapildi.

3.2.5.2 Anti-miR-33a Transfeksiyonu

Hiicreler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarma 3x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde bir giin
onceden ekilip, tutunarak ¢ogalmalari1 saglandi. Ertesi gin 15 pl 10 uM anti-miR-
33a solisyonu ile 110 pl serum icermeyen besiyeri (OptiPRO SFM) bir tlpte
karstirilarak 125 pl” lik karisim elde edildi. Es zamanli olarak, baska bir tiipte 2,5 pl
Lipofectamine RNAIMAX reaktifi, 122,5 pl serum icermeyen besiyeri (OptiPRO
SFM) ile karistirilarak ikinci bir 125 pl” lik karisim elde edildi ve her ikisi de 5
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Anti-miR-33a negatif kontrolii i¢in de ayni
islemler yapildi. Takiben, anti-miR-33a iceren besi yeri ile Lipofectamine
RNAIMAX reaktifi igeren besi yerleri birbiri ile karigtirilarak 250 pl” lik karisim
olusturuldu. Yine benzer sekilde, anti-miR-33a negatif kontrolii iceren besi yeri ile
Lipofectamine RNAIMAX reaktifi iceren besi yerleri birbiri ile karistirilarak 250 pl’
lik bir karisim daha elde edildi. Hazirlanan her iki karisim da 20 dakika oda
sicakhiginda inkiibe edildi. Bu slre sonunda hdcrelerin zerinden mevcut besiyeri
(A-498 hiicrelerinde EMEM ve Caki-1 hucrelerinde McCoys’ 5A) uzaklastirilarak
yerine 2250 pl serum igermeyen besiyeri (OptiPRO SFM) eklendi. Akabinde, bir
onceki asamada elde edilen karigimlar serum icermeyen besiyeri (OptiPRO SFM)’
ne sahip hiicrelerin oldugu sirasiyla deney ve negatif kontrol kuyucuklarina eklendi.
Bu uygulamalardan sekiz saat sonra serum icermeyen besiyeri (OptiPRO SFM)
uzaklastirilarak, kuyucuklara yeniden eski besiyerleri (A-498 hcreleri icin EMEM
ve Caki-1 hicreleri icin McCoys’ 5A) ile birlikte baicalein eklendi. Bu islemden 24
ve 48 saat sonra miRNA izolasyonlar1 i¢in QIAzol soliisyonu eklenmesiyle yukarida
daha 6nce tanimladigimiz sekilde miRNA izolasyonu yapildi. Sonrasinda ise, yine
yukarida belirtilen sekilde elde edilen miRNA’ lar cDNA’ lara cevirilerek, RT-qPCR
ile kantatif dl¢timleri yapildi.

3.2.6 AMPK ve miR-33a ifade Seviyesi ile iliskili Olarak Diizenlenen Yag Asidi
Metabolizmasmin Hiicre ici Lipid Boyamayla incelenmesi

BODIPY boyama yontemi ile hucre ici notral lipid taneciklerinin dagilimi
degerlendirildi. Bu amacgla, miR-33a mimik ve anti-miR-33a transfeksiyonlar1
basariyla tamamlanan hiicreler 2 uyM BODIPY 493/503 ile oda sicakliginda 15 dk
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boyandi. Boyanan hiicreler, daha sonra, floresan mikroskobunda (493/503 nm) analiz
edildi.

3.2.6.1 BODIPY ile Floresan Boyama

miR-33a mimik ve anti-miR-33a transfeksiyonlar1 basariyla tamamlanan hiicreler, 6
kuyucuklu petride kuyu basma 3x10° hiicre/mL olacak sekilde yag asidi icermeyen
besiyeri (fatty acid free BSA) icinde 0,5 er mL ekilerek, 37 °C 48 saat inkiibe edildi.
Silre sonunda, hiicreler % 4 paraformaldehit ile oda isisinda 30 dk. fikse edildi ve
ardindan, % 0,1 Triton X-100 ile 15 dk. inkibe edilerek permeabilizasyon islemi
yapildi. Es zamanl olarak, 1 mL dimetilsilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziilmiis 1,3 mg
BODIPY 493/503 ¢6zeltisi hazirland1. Bu ¢ozelti 1:2,500 oraninda diliie edilerek 2
uM BODIPY 493/503 soliisyonu elde edildi. Takiben bu soliisyon ve yag asidi
icermeyen besiyeri (fatty acid free BSA) karisimindan olusan 0,5 mL hacminde 2X
Invitrogen BODIPY 493/503 boya ¢0zeltisi hazirlandi. Hemen sonrasinda, bu
karisim elle kuvvetlice galkalayip karistirildiktan sonra, hazirlik sonrasi lam Uzerine
alinmig hicrelere eklendi ve hafifge karistirildi. Ardindan, oda sicakliginda 15 dk.
karanlik ortamda inklbe edilerek boyama saglandi ve mikroskopla gdrintiileme
asamasina gecildi. Hiicreler floresan atagmanli mikroskopta aqua filtre ile 493 nm

excitation / 503 nm emission dalga boylarinda goriintiilenerek fotograflar ¢ekildi.

3.2.7 istatistiksel Analiz

TCGA veri setleri lizerinden yapilan istatistiksel analizler, kullanilan web portallari
Uzerinden ¢evirim ici araglar kullanilarak yapildi ve kullanilan istatistiksel yontemler
yukarida her bolim altinda belirtildi. Deneyler en az ii¢ kez tekrarlanmis ve
ortalamalar1 alinmistir. RT-gPCR cihazinda kaydedilen Ct degerleri kullanilarak 2-
ACt yontemi (kat degisimi, Fold change-FC) ile miRNA ifadesi analizleri yapild:.
Elde edilen verilerden GraphPad Prism6 programinda istatistiksel analizler yapildi
Kontrol grubundaki ve miR-33a mimik ve anti-miR-33a trasnfeksiyonlar1 sonrasi
deney gruplarindaki miR-33a seviyelerinin ¢oklu karsilastirmalar1 igin non-
parametrik Kruskall-Wallis testi kullanildi. Bitlin sonuglar icin p< 0,05 istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Protein ekspresyonlarindaki degisiklikler, membran
goriintiilerinin Image J programi ile analiz edilerek, sonuglar, B-aktin protein

ekspresyon oranlar kullanilarak normalize edildi.

74



4 SONUCLAR

4.1 TCGA Veri Setinde BHRHK Hastalarinda AMPK ve miR-33a ifadeleri ile
Klinikopatolojik Ozellikler Arasindaki iliskiler

4.1.1 cBioPortal Uzerinden Yapilan TCGA Veri Analizleri

cBioPortal web portalinda TCGA-KIRC verilerine AMPK 1 ve AMPK 2 ifadelerini
degerlendirmek tizere erisildiginde; median mRNA ifadeleri log2 RNA-seq V2,
RSEM olarak ulasilabilir 512 hasta 6rnegi saptandi. Bu 512 hasta 6rneginin tiimiinde
mRNA ifade wverileri, normal ve kanserli doku &rnekleri, klinikopatolojik
Ozelliklerden pT, Pn, OS ve DSS bilgileri mevcuttu. Patolojik timdor derecesi verileri

olgularin %99,4’ inde, pM verileri ise olgularin %99,6’ sinda ulasilabilirdi.

Olgularin ne kadarmda AMPK 1 ve AMPK 2 mRNA ifadelerinde etkilenme oldugu
irdelendiginde, 510 hastaya ait veriyi iceren sonucglara ulasildi. Buna goére olgularin
%23,53” tinde AMPK 1 ifadesinde etkilenme (8 olguda artis, 112 olguda ise azalma),
olgularin %54,12’ sinde ise AMPK 2 ifadesinde etkilenme (4 olguda ar1s, 272 olguda
azalma) oldugu saptandi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. TCGA-KIRC olgularinda primer tiimér dokularinda AMPK 1 ve AMPK 2 mRNA

ifadelerinde etkilenme oranlari.

Bir sonraki analizde, patolojik AMPK 1 mRNA ifadesinde degisiklik olan grupta
patolojik tiimor derecesi grade 3 ve grade 4 hastalik orani, degisiklik olmayan gruba
gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek saptandi. Benzer sekilde,
metastatik hastalik orani da mRNA ifadesinde degisiklik olan grupta anlamli
derecede daha yiiksekti. Ote yandan, pT ve pN hastalik oranlar1 her iki grupta
benzerdi (Sekil 4.2). Bu bulgulara gore, biliylik ¢ogunlugunda AMPK 1 mRNA
ifadesinde azalma seklinde degisiklik olan etkilenmis grupta patolojik olarak daha
kotl tumor parametreleri mevcuttu. Yani, sonug olarak, AMPK 1 mRNA ifadesinde
azalma kotii patoloji ile iliskili olabilir. AMPK 2 mRNA ifadesinde degisiklik olan
grupta da patolojik tiimor derecesi grade 3 ve grade 4 hastalik orani, degisiklik
olmayan gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek saptandi. Buna
ek olarak, pT3 ve pT4 hastalik oranlar1 ile metastatik hastalik oranlar1 da AMPK 2
mRNA ifadesinde degisiklik olan grupta anlamli derecede daha yiiksekti. pN hastalik
oranlar1 ise her iki grupta benzerdi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. TCGA-KIRC olgularinda AMPK 1 ve AMPK 2 mRNA ifadelerinde etkilenme olan

grup ile olmayan grup arasindaki klinikopatolojik 6zelliklerin karsilastirilma sonuclari.

Son olarak, AMPK 1 ve AMPK 2 gen ifadelerinde degisim olan ve olmayan hasta
gruplarinda ¢evirim i¢i Kaplan-Meier egrisi ve Log-rank test degerlendirmeleriyle
sag kalim analizleri uyguland:1 ve her iki genin de ifadeleri degismis olgularda

istatiksel olarak anlamli derecede azalmig OS ve DSS degerleri saptandi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. TCGA-KIRC olgularinda AMPK 1 ve AMPK 2 mRNA ifadelerinde etkilenme olan

grup ile olmayan grup arasindaki sag kalim parametreleri karsilastirilmasi.

Biiyliik c¢ogunlugunu mRNA ifadesinde azalma olarak izledigimiz AMPK 1 ve
AMPK 2 gen ifadesi degismis olgu gruplarinda sag kalimlarin daha az olmasi,
dolayli olarak bu gen ifadelerinde azalmanin daha kotii sag kalim ile iliskili

olabilecegine isaret etmektedir.

4.1.2 UCSC Xena Uzerinden Yapilan TCGA Veri Analizleri

Bu kisimdaki analiz sonuglarimizda, TCGA veri setinde kayitli BHRHK hastalarina
ait primer timaér dokusu (n= 533) ve normal doku (n= 72) drneklerindeki AMPK 1
MRNA ifade diizeyleri sirasiyla; median 11,0 (10,0-11,8) ve 11,2 (10,6-11,7) log2
(norm_count+1) olarak belirlendi (p= 1,175e°, Sekil 4.4). AMPK 2 mRNA ifade
diizeyleri ise swrasiyla 10,3 (8,27-11,9) ve 11,1 (10,2-12,0) log2 (norm_count+1)
saptand1 (p= 9,894¢°, Sekil 4.4).
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cohort: TCGA Kidney Clear Cell Carcinoma (KIRC)
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Sekil 4.4. TCGA-KIRC olgularinda primer timoér dokusu ve normal dokudaki AMPK 1 ve

AMPK 2 mRNA ifadelerinin karsilastirilmasi.

Kanserli dokularda AMPK 1 ve AMPK 2 mRNA ifadeleri patolojik timdr derecesine

kiyaslandiginda, her ikisi de yliksek dereceli olgularda anlamli derecede daha az

ifade edilmekteydi (sirasiyla; p <0,001 ve p= 1,993e38, Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. TCGA-KIRC olgularinda primer tiimér dokularinda patolojik timor derecesine gore
AMPK 1 ve AMPK 2 mRNA ifadelerinin karsilastirilmasi.

pT evresine gore kiyaslama yapildiginda AMPK 1 ifadesi anlamli farklilik

gostermezken, AMPK 2 ifadesi yiiksek T evreli olgularda anlamli derecede daha
diisiik saptandi (sirastyla; p= 0,23 ve p= 8,334e”, Sekil 4.6).

79



= T4
cohort: TCGA Kidney Clear Cell Carcinoma (KIRC) E ® C =

15 upper [11.2
- upper |11.0)
H 3 |2 [P
2 —_ 3 |oa
z median|11.2| |2
S 52 median|9.58]
£ Q1 i
2 (I - E
= ower [111] [
o lower |7.24)
g
£ One-way Anova
.

= T T3 .

5L T2 AMPK 1
25 ., b 24 E 5 T4 p=0.2372 (f=1.280)
£g 1 n 52 E 12 .
ZE upper |11.7 upper [11.5 AMPK 2
w3 @3 |11g |ueeer 121 = s | 11.3] o) p=833de-7 (T= 4.839)
]
- median11 2| [ £ ['14 mediannal |2 112 b 24
o median|11.1 i
4 a1 10.9] 3 08 median|11.1 upper 119 o pathologic_T
e - o |21 |0 a1 |os T
& 5 lower [10.3 | =7 lower |10.4 Q3 11.3 n 68 T
- ower 0. e
= fer |2 median|10.8 Lpper [12.4 o2
b3
E Q1 o0 3 |11 B
Z - T4

7 lower |8.79) median|10.6

Q1 [10.0
lower |8.41
6
AMPK 1 AMPK 2
pathologic_T

Sekil 4.6. TCGA-KIRC olgularinda pT evresine gore AMPK 1 ve AMPK 2 mRNA ifadelerinin

karsilastirilmasi.

pN evresi ve pM evrelerine gore yapilan kiyaslamalarda ise her iki gen ifadesinde de
N+ ve M+ olgularda anlamli derecede diisiikliik saptand1 (sirasiyla; p= 0,02 ve p=
0,004, Sekil 4.7, ve p <0,001 ve p <0,001, Sekil 4.8)
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Sekil 4.7. TCGA-KIRC olgularinda pN evresine gore AMPK 1 ve AMPK 2 mRNA ifadelerinin

karsilastirilmasi.
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Sekil 4.8. TCGA-KIRC olgularinda pM evresine gore AMPK 1 ve AMPK 2 mRNA ifadelerinin

karsilastirilmasi.

Ayrica, primer tumér dokularinda AMPK 1 ve AMPK 2 mRNA ifadeleri diisiik olan

BHRHK hastalarinda, bu genlerin ifadeleri normal olan olgulara gore anlamli

derecede daha diisiik OS ve DSS oranlar1 saptandi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. TCGA-KIRC olgularinda AMPK 1 ve AMPK 2 mRNA ifadelerine gore OS ve DSS

grafikleri.
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4.1.3 UALCAN Uzerinden Yapilan TCGA Veri Analizleri
UALCAN web portalinda TCGA-KIRC verilerine AMPK 1 ve AMPK 2 protein
ifadelerini degerlendirmek tizere erisildiginde; median Z skorlar olarak ulasilabilir

388 hasta 6rnegi (219 primer tumdr dokusu, 169 normal doku) saptandi.

BHRHK hastalarina ait primer tiimor dokusu ve normal doku 6rneklerindeki CPTAC
veri tabant kokenli AMPK 1 ve AMPK 2 protein ifadelerinin karsilastirlmast
sonucunda; transkripsiyon diizeyindeki bulgularin tam tersine primer timor
dokularinda AMPK 1 protein ifadesinin normal dokuya kiyasla istatistiksel olarak
anlamli derecede daha yiiksek oldugu saptandi [sirasiyla, median Z skorlar=-0,381 (-
0,659 - -0,15) vs. -0,009 (-1,704 - 0,464), p= 1,160e*°, Sekil 4.10]. Diger yandan,
AMPK 2 protein ifadesi ise primer timor dokularinda anlamli derecede azalmis
izlendi [sirasiyla, median Z skorlar= 0,166 (-0,497 - 0,647) vs. -0,27 (0,084 - 0,978),
p=1,13972, Sekil 4.11].

Protein expression of AMPK 1 in Clear cell RCC

Maximum: 1.772
Upper quartile: 0.464
Median: 0.009
Lower quartile: -0.38

Maximum: 0.406
Upper quartile: -0.13

19 Median: -0.381 -
Lower quartile: -0.659 Minimum: -1.704
Minimum: -1.445

Z-value
o
|

Normal Primary tumaor
(n=189) (n=219)

CPTAC samples

Z-values represent standard deviations from the median across samples for the given cancer type. Log2
Spectral count ratio values from CPTAC were first normalized within each sample profile, then
normalized across samples.

Comparison Statistical significance

Normal-vs-Primary | 1.16046258787272E-10

Sekil 4.10. TCGA-KIRC olgularinda primer tiimér ve normal doku 6rneklerinde AMPK 1

protein ifadeleri.
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Protein expression of AMPK 2 in Clear cell RCC

53—
Maximum: 0.978
2~ Upper quartile: 0.438
Median: 0.27
Lower quartile: 0.084
14 Minimum: -0.551
!
3 =
=2
g 07 '
1 1
N —_—
14 Maximum: 1.916
Upper quartile: 0.647
Median: 0.166
_ Lower quartile: -0.497
2 Minimum: -2 256
-3
Normal Primary tumor
n=16%) n=219)

CPTAC samples

Z-values represent standard deviations from the median across samples for the given cancer type. Log2
Spectral count ratio values from CPTAC were first normalized within each sample profile, then

normalized across samples.

Comparison Statistical significance

Normal-vs-Primary 1.304537E-02

Sekil 4.11. TCGA-KIRC olgularinda primer tiimér dokusu ve normal doku drneklerinde
AMPK 2 protein ifadeleri.

Kanserli dokularda AMPK 1 ve AMPK 2 protein ifadeleri patolojik tlimér derecesine
gore karsilastirildiginda; AMPK 1 protein ifadesinin artan patolojik timoér derecesi
ile birlike anlaml1 derecede artma egiliminde oldugu, AMPK 2 protein ifadesinin ise

anlamli derecede azalma egilimi gosterdigi izlendi (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13).
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Z7-values represent standard deviations from the median across samples for the given cancer type Log2
Spectral count ratio values from CPTAC were first normalized within each sample profile, then
normalized across samples.

Comparison

Statistical significance

Normal-vs-Grade1

2.190646E-01

Grade1-vs-Grade3

2.413646E-01

Normal-vs-Grade2

1.12530560626528E-06

Grade1-vs-Graded

7.976402E-02

Normal-vs-Grade3

1.835840E-04

Grade2-vs-Grade3

9.956481E-01

Normal-vs-Graded

3.087704E-03

Grade2vs-Graded

2.926267E-01

Grade1-vs-Grade2

2.121728E-01

Graded-vs-Graded

3.180100E-01

Sekil 4.12. TCGA-KIRC olgularinda patolojik tiimor derecesine gore primer tumor
dokularinda AMPK 1 protein ifadeleri.
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Protein expression of AMPK 2 in Clear cell RCC
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-4
Normal Cradel Crade2 Crade3 Crade4
(n=169) (n=19) (n=113) (n=67) (n=20)

CPTAC samples

Z-values represent standard deviations from the median across samples for the given cancer type. Log2
Spectral count ratio values from CPTAC were first normalized within each sample profile, then
normalized across samples

Comparison Statistical significance
Normal-vs-Grade1 3.283936E-01 Grade1-vs-Graded 1.017566E-02
MNormal-vs-Grade2 3.321147E-01 Grade1-vs-Grade4 1.360447E-01
Normal-vs-Graded 5.479384E-03 Grade2-vs-Grade3 5.889930E-02
Normal-vs-Grade4 2.438995E-01 Grade2-vs-Grade4 3.794939E-01
Grade1-vs-Grade2 1.732026E-01 Grade3-vs-Grade4 9.595695E-01

Sekil 4.13. TCGA-KIRC olgularinda patolojik tiimor derecesine gore primer tumor
dokularinda AMPK 2 protein ifadeleri.

UALCAN web portalinda TCGA-KIRC verilerine miR-33a ifadelerini
degerlendirmek tizere erisildiginde; miR-33a ifadelerine (MiRNA-seq, RPM)
ulagilabilir 308 hasta 6rnegi (239 primer tiimor dokusu, 69 normal doku) saptandi.
Primer timor dokusunda miR-33a ifadeleri belirlenmis 239 olgunun, 232’ sinde

patolojik tumadr derecesi bilimekteyken, 7’ sinde ise bilinmemekteydi.

TCGA veri setinde kayith BHRHK hastalarina ait primer tiimdr dokusu ve normal
doku orneklerindeki miR-33a ifadelerinin karsilastirlmasi sonucunda; primer timor
dokularinda miR-33a ifadesinin normal dokuya kiyasla istatistiksel olarak anlamli
derecede daha diisiik oldugu saptandi [sirasiyla, median ifadeler = 3,833 (2,813 -
5,339) vs. 12,891 (7,194 - 22,533) miRNA-seq, RPM, p = 1,395e”, Sekil 4.14].
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Expression of hsa-mir-33a in KIRC dataset
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Normal Primary tumor
(n=59) (n=239)
TCGA samples
Comparison Statistical significance

Normal-vs-Primary

1.3950999999679F-07

Sekil 4.14. TCGA-KIRC olgularinda primer tiimér dokusu ve normal doku érneklerinde miR-

33a ifadeleri.

Kanserli doku 6rneklerinde miR-33a ifadeleri pT evresine gore karsilastirildiginda

ise; miR-33a ifadesinin degisen pT evrelerinde istatiksel olarak anlamli degisiklik

gosterdigi saptand1 ve ifade seviyelerinin pT evresi ilerledik¢e artma egiliminde

oldugu goézlendi (Sekil 4.15).
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Expression of hsa-mir-33a in KIRC based on tumor grade
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(n=68) (n=8) (=93} (n=49T) (n=34)
TCGA samples
Comparison Statistical significance
Normal-vs-Primary | 1.3950099990679E-07
Normal-vs-Grade 1 1.62659996583159E-09 Grade 1-vs-Grade 3 2.580000E-02
Normal-vs-Grade 2 1.77559999999799E-05 Grade 1-vs-Grade 4 1.365950E-02
Normal-vs-Grade 3 2.16450000145585E-08 Grade 2-vs-Grade 3 3.341400E-01
Normal-vs-Grade 4 6.65800000021477E-07 Grade 2-vs-Grade 4 8.416200E-01
Grade 1-vs-Grade 2 7.576100E-02 Grade 3-vs-Grade 4 2.250400E-01

Sekil 4.15. TCGA-KIRC olgularinda farkh pT evrelerinde miR-33a ifadeleri.

TCGA veri setinde kayith BHRHK olgularinda miR-33a ifadelerinin sag kalimla
iliskisi irdelendiginde elde edilen sonuglar ikisi arasinda anlamli bir iligskinin

olmadigini gosterdi (Sekil 4.16).
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Effect of hsa-mir-33a expression level on KIRC patient survival
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Sekil 4.16. TCGA-KIRC olgularinda miR-33a ifadeleri ile sag kalim (overall survival, OS)

arasindaki iliski.

4.1.4 LinkedOmics Uzerinden Yapilan TCGA Veri Analizleri

LinkedOmics web portalinda TCGA-KIRC verilerine miR-33a ve AMPK 1/2
ifadelerinin korelasyonunu degerlendirmek tizere erisildiginde; toplam 537 BHRHK
olgusunda (pT1=275, pT2=69, pT3=182 ve pT4=11 olgu), miRNA ifade bilgileri
(miRNA-seq log2, RPKM) olan 254 hasta ve mMRNA ifade bilgileri (RNA-seq log2,
RSEM) olan 533 hasta 6rnegi saptandi.

miR-33a ifadesi ile AMPK 1 ve AMPK 2 gen ifade diizeyleri arasindaki iliski genel
BHRHK populasyonunda degerlendirildiginde, miR-33a ifadesinin her iki genin de
ifadesiyle negatif yonde zayif korelasyon gosterdigi belirlendi (sirastyla, p= 1,312¢
ve p=1,517e?, Sekil 4.17). Ilgili Spearman Korelasyon egrileri Sekil 4.18” de

gosterilmektedir.
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1o 1D-149371

Institute Datatype Platform  Date Institute ;:’\',:'I“"S
BDESC miRNASeq HSmiR  D1/282016 EI Gene
UNC  RNAssq  Hood 01/28/2016 B Gene

Speaman Cormrelation test

Pipeline Sample size

Attributechsa-mir-33a.

Firehese_RPKM_log2 Patients 254

" Adtributes: 20155,
Firehose RSEM_log2 Patients-533

CQwerlap of Samples = (254) 302540533

Target Gene/Attribute C Spearman Correlation “ P-value /~ FDR (BH)

AMPK 2 -1.568e-01 1.235e-02 &275e-02

AMPK 1 -1.226e-01 5.084e-02

1.925e-01

Sekil 4.17. TCGA-KIRC olgularinda miR-33a ve AMPK 1/2 gen ifadeleri iliskisi.

[Human TCGA KIRC BDGSC miRNASeq HS miR 01/28/2016 BI Gene Firehose RPKM log2fhsa-mir-33a [Expression (RPM, Log2(Val+1))

|Human TCGA KIRC UNC RNAseq HiSeq RNA 01282016 BI Gene Firchose RSEM log? |AMPK 12 [Expression (RSEM. Log2(Val=1))|

Spearman-Correlation:-0.1226

P-value:5.094e-02
Sample Size:(N=254)

Spearman-Correlation:-0.1568
P-value:1.235e-02
Sample Size:(N=254)

Sample

Dataset cohort
Search
datasat: TCGA_KIRC
Targat
dataset: TCGA_KIRC
Statistical Method:

<
AMPK 1

AMPK 2

hsa-mir-33a

hsa-mir-33a

Sekil 4.18. TCGA-KIRC olgularinda miR-33a ve AMPK 1/2 gen ifadeleri iliskilerine ait

Spearman korelasyon grafikleri.

Ancak, BHRHK olgular1 pT1 ve pT2 evre olgular ile pT3 ve pT4 olgular seklinde iki
alt gruba ayrilarak miR-33a ifadesi ile AMPK 1 ve AMPK 2 gen ifade dizeyleri

arasidaki iliski degerlendirildiginde ise, sadece pT1 ve pT2 evreli olgularda miR-

33a ifadesiyle AMPK protein ifadeleri arasinda negatif yonde zayif korelasyon

saptanirken (sirastyla, p= 4,190e? ve p=2,593e7?, Sekil 4. 19); ileri evre pT3 ve pT4

olgularda herhangi anlamli korelasyon saptanmadi (swrasiyla, p= 8,302e ve

p=2,896e, Sekil 4.19).
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D 1D-152879

Sample 2 = Analysis oo .

Dataset eiiort Institute Datatype Platform Date Institute level Pipeline Sample size
Search oA G ¢ N 2 Attribute 3a
datasal: TCGA_KIRC BDGSC miRNASeq HS miR 01/28/2016 BI Gene Firehose_RPKM_log2 Patients-254
Target G HiSeq m2mn . Attributes: 20159,
dataset: TCGA_KIRC  UNC NAseq RNA 01/2872016 BI Gene Firehose_RSEM_log2 Patients 533
Subset (Selected patients): I pathology_T_stage t1 [N:275] pathology_T_stage t2 [N:69] I
Statistical Method: Spearman Correlation test

Target Gene/Attribute { Spearman Correlation ™ P-value ~ FDR (BH)

AMPK 2 -1.725e-01 2.593e-02 1.793e-01

AMPK 1 -1.576e-01 4.190e-02 2.270e-01
D 1D-152878

Sample o a Analysis . ;

Dataset cohodt Institute Data type Platform Date Institute level Pipeline Sample size
Saorch, TCGA KIRC BDGSC miRNASeq HSmR 0172872016 BI Gene Firehose_RPKM _log2 Ainoutensa-mir-33a
Target N RNAsEq HiSeq 1282018 8 - Aftributes 20159
dataset: TCGA_KIRC  UNC RNAseq RNA 01/28/2016 BI Gene Firehose_RSEM_log2 Patients:533
Subset (Selected patients): I pathology_T_stage t4 [N:11] pathology_T_stage t3 [N:182] I
Statistical Method: Spearman Correlation test

Target Gene/Attribute { Spearman Correlation v P-value A FOR (BH) {

AMPK 2 -1.148e-01 2.896e-01 6.978e-01

AMPK 1 -2.333e-02 8.302e-01 9.55%¢-01

Sekil 4.19. TCGA-KIRC olgularinda PT evresine gore alt gruplardaki miR-33a ve AMPK 1/2

gen ifadeleri iliskisi.

4.2 BHRHK Hiicre Hatlarinda Molekiiler Analizler

4.2.1 BHRHK Hiicre Hatlarinda AMPK 1o Protein Ifadeleri

AMPK 1o ifadesi metastatik olmayan primer BHRHK hiicresi kaynakli A-498 hiicre
hattinda kontrol hiicre hattina gore anlamli derecede azalmis izlendi. Bu ifade diizeyi
metastatik BHRHK hiicresi kaynakli Caki-1 hiicre hattna gore de daha disiik
seviyedeydi. Bununla birlikte, metastatik Caki-1 hiicre hatti AMPK 1o protein
ifadesi, kontrol hucre ve A-498 hicre hatlarina gére oldukga artmus izlendi (Sekil
4.20).
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Sekil 4.20. A-498 ve Caki-1 hiicre hatlarinda AMPK 1a protein ifadeleri. A-498, Caki-1 ve HEK-
293 hiicrelerine ait 30 pg’ lik protein lizatlar1 %10’ luk SDS-PAGE jelde yiiriitiilmiistiir.

Normalizasyon B-Aktin’e gore yapilmistir.

4.2.2 BHRHK Hiicre Hatlarinda Bazal ve miR-33a-mimik ve anti-miR-33a
Transfeksiyonlar1 Sonras1 miR-33a ifade Seviyeleri

gRT-PCR sonuglarma gore miR-33a ifadesinin Caki-1 hicrelerinde A-498
hiicrelerine kiyasla daha yiiksek ifade edildigi gézlendi. miR-33a mimik ve anti-miR-
33a trasnfeksiyonlar1 sonrast miR-33a seviyelerinde iki hiicre hattinda da
kontrollerine kiyasla en az iki kat degisim farki gergeklesti. Veriler kontrollere gére
normalize edilip miRNA’ larin kat degisimi kontrol miRNA olan U6 snRNA ile
normalize edildiginde, A-498 hicrelerinde kontrol grubunda miR-33a ifadesi 0,4
iken, miR-33a mimik transfeksiyonu sonrasi 1,2 ve anti-miR-33a transfeksiyonu
sonrasi ise 0,18 olarak belirlendi. Caki-1 hicrelerinde ise; kontrol grubundaki 0,6
oranindaki miR-33a ifadesi, miR-33a mimik ve anti-miR-33a transfeksiyonlari
sonrast swrastyla 2,3 ve 0,3 olarak saptandi (Sekil 4.21). Bu durumda hedeflenen

miR33-a ifadelerindeki en az iki kat degisim basariyla saglandi.
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Sekil 4.21. A-498 ve Caki-1 hiicre hatlarinda bazal ve mir-33a-mimik ve anti-mir-33a
transfeksiyonlari sonrasi mir-33a ifade seviyeleri.
miR-33a ifadeleri qRT-PCR ile incelenmistir. ifade diizeyleri ortalama ve ortalamanm standart
hatasi (SEM) degerleri ile gosterilmistir (Hata cubuklart SEM” i gostermektedir). ****,
P<0.001.

423 BHRHK Hiicre Hatlarnnda miR-33a  ifade  Seviyelerindeki
Modiilasyonlarla Hiicre I¢i Lipid Birikimi Degisiklikleri

Yag damlaciklarinin goézlemlenmesi ve hiicre i¢i lipid igerigine miR-33a
modiilasyonlarmm etkisinin gdzlenmesi icin BODIPY floresan boyasi ile hiicre
cekirdeginin boyanmasmi saglayan DAPI boyasi es zamanli olacak sekilde
uygulandi. Daha 6nce AMPK 1la protein ifadesinin Caki-1 hiicre hattina nazaran
daha az oldugu gosterilen A-498 hiicre hattinda, beklenildigi gibi, hiicre i¢i lipid
birikimi daha fazla izlendi. A-498 ve Caki-1 hicrelerinde kontrol gruplarina goére
miR-33a mimik transfeksiyonlarina bagli olarak lipid iceriginde belirgin degisim
olmadig1 gozlemlendi. Anti-miR-33a transfeksiyonlarinin ise, A-498 ve Caki-1
hiicrelerinde dogal lipid oraninda azalmaya sebep oldugu izlendi (Sekil 4.22). Ote
yandan, hiicre i¢i lipid oranlarindaki azalma Caki-1 hiicre hatlarinda daha belirgin

olarak g6zlemlendi.
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Sekil 4.22. A-498 ve Caki-1 berrak htcreli renal hicreli karsinoma hiicrelerinde mimik

miR-33a veya anti-miR-33a uygulamalarina bagh olarak hiicre ici lipid degisiklikleri.

BODIPY (orta panel) ve DAPI (ust panel) ve DAPI ile BODIPY (alt panel). DAPI, nukleus

boyamasi i¢in kullanilmistir. BODIPY, dogal lipidlerin boyanmasini saglamistir.



5 TARTISMA

Hucresel enerji dengesinin ana molekillerinden olan AMPK, hicresel enerji
homeostazinin siirdiiriilmesinde kilit bir metabolik sensor olmasinin yani sira cesitli
metabolik ve fizyolojik etkilere de katkida bulunur (Qu YY vd., 2020; Zhu M vd.,
2022). AMPK sinyalizasyonundaki anormallik obezite, enflamasyon, diyabet ve
kanser gibi kronik hastaliklarin gelisimine yol acan belirleyici faktorlerden biridir
(Keerthana CK vd., 2023). Yapisal olarak AMPK, B ve v diizenleyici alt birimleriyle
birlikte katalitik bir o alt biriminden olusan ve evrimsel olarak korunmus bir
serin/treonin kinazdir (Yan Y vd., 2018; Yan Y vd., 2023). ATP iiretiminin azalmasi
ve ylksek hiicre ici AMP seviyeleri nedeniyle ortaya ¢ikan AMP/ATP oranindaki
artisin bir sonucu olarak hiicrelerde indiiklenen metabolik stres, sonug olarak AMPK”’
nin aktivasyonuna yol agar. AMPK ayrica hiicre i¢i Ca2™ artislari, glukoz aghgi ve
DNA hasar1 ile AMP/ATP’ den bagimsiz mekanizmalar yoluyla da aktive olabilir
(Hawley SA vd., 2005; Woods A vd., 2005; Hurley RL vd., 2005; Zhang CS wvd.,
2017; Vara-Ciruelos D vd., 2018; Fu X vd., 2008; Sanli T vd., 2010). Bu sireglerde
ortaya c¢ikan allosterik degisiklikler, AMPK katalitik o alt biriminin aktivasyon
dongiisti icinde treonin 172’ nin (Thr172) fosforilasyonunu tesvik eder ve AMPK
aktivasyonu tamamlanir (Xiao B vd., 2011). AMPK’ nin lipid metabolizmasi {izerine
etkileri kuskusuz hiicre enerji dengesindeki dnemli roliinlin temel bir bilesenidir.
AMPK vyag asitlerinin de novo sentezinde hiz siirlayict adimi bloke ederek yag asidi
sentezini azaltir. Bu etkisini asetil-CoA’ nin malonil-CoA’ ya doniisiimiinde rol
oynayan ACC’ yi fosforilleyerek saglar (Steinberg GR ve Kemp BE, 2009). AMPK
aktivasyonu ayni zamanda SREBP inhibisyonu ile de yag asidi iiretiminin
azaltilmasmi saglayabilir (Wolfgang MJ vd., 2006). AMPK’ nin lipid

katabolizmasini hizlandirmadaki rolii de aymi derecede Onemlidir. AMPK yag
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asitlerinin  mitokondriye tasmmasmi kolaylastirir ve CPT lenzimi aktivitesini
artirarak yag asidlerinin oksidasyonunu hizlandirir (Wolfgang MJ vd., 2006). AMPK
aktivasyonu, ayni zamanda, c¢oklu hiicre O6liim mekanizmalar1 ile de iligkili
bulunmustur. Hiicre ici AMPK ifadesi, hiicre dongiisii kontrol noktalarini, otofajiyi,
mitofajiyi ve apoptozu etkiler. AMPK, otofaji ve mitofajiyi tesvik eder ve p53, p21
ve p27’ nin aktivasyonu yoluyla apoptotik programi baslatabilir (Naik PP vd., 2021;
Sinha RA vd.; 2015). Buna uygun olarak, bircok ¢alisma AMPK aktivatorleri ile
tiimor hiicrelerinde azalmis sag kalim ortaya ¢iktigini rapor etmistir. Ornegin, meme
kanseri hiicre hatlarinda metformin aracili AMPK aktivasyonu ile antikanser etkilerin
ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (Li X vd., 2015; Zou YF vd.; 2017). AMPK
aktivasyonunun ayrica meme kanseri hiicrelerinde p53° e bagli apoptotik etkileri
indiikledigi de bildirilmistir. Baska bir aragtirma ise, AMPK aktivatorii olan MT 63-
78’ in mTORC 1 blokaji ve de novo lipogenezin baskilanmasi yoluyla androjene
duyarli ve kastrasyona direncli prostat kanserinde mitotik durmay1 ve apoptozu
indiikledigini ortaya koymustur (Zadra G vd., 2014). Yine benzer sekilde, AMPK
aktivatorleri olan AICAR ve metformin’ in hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde
azalmig proliferasyona ve hiicre dongiisiinde duraksamaya yol actiklar1 gésterilmistir
(Cheng J vd., 2014). Vara-Ciruelos ve ark. (Vara-Ciruelos D vd., 2019), AMPK1 a’
y1 kodlayan PRKAA1 geninin delesyonunda farelerde daha erken ve daha agresif
I6semi/lenfoma gelisimini gostererek AMPK’ nin tiimor baskilayict etkisini rapor
etmiglerdir. Hiicre i¢i lipid birikiminin oldukg¢a karakterize oldugu bobrek kanserinde
de AMPK’ nin patofizyolojide rol oynayabilecegi teorik olarak olduk¢a miimkiindiir
(Qi X vd., 2021). AMPK’ nin antitimoral etkileri bobrek kanserinde de gosterilmistir
ve AMPK’ nin mTOR bagimli apoptoz mekanizmasi ile RHK hiicrelerinde tiimor
biiylimesini baskiladigi rapor edilmistir (Pan Z vd., 2023). Bir bagka ¢alisma ise,
AICAR veya metformin aracih AMPK aktivasyonunun, RHK hicrelerinde
blyimenin baskilanmas1 ve apoptozunun indiikklenmesi ile sonug¢landigini
bildirmistir (Woodard J vd., 2010). Ote yandan, AMPK’ nin, hipoksi ve besin aglig1
gibi kosullardan kaynaklanan hiicresel enerji seviyelerindeki azalmaya yanit olarak
aktive olmasi, tiimor ilerlemesiyle iligkili metabolik ve enerjik streslerin
hafifletilmesinde kritik 6neme sahiptir (Keerthana CK vd., 2023). Strese yanit veren
bir molekil olarak, AMPK tiim6r olusumuna katkida bulunan kritik bir faktor
olabilir. Metabolik stres altinda, AMPK aktivasyonu ATP tiiketen siiregleri inhibe
ederken ATP iireten katabolik yollar1 tesvik eder. Boylece, AMPK tetiklenmesi ile
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lipidlerin, RNA’ larin ve proteinlerin sentezi gibi ¢ogu anabolik biyoaktivite
yavaslayarak akut hucresel programlar icin enerji korunur ve hiicre buyimesinin
engellenmesiyle DNA hasar1 onarimi igin bir siire saglanir (Steinberg GR ve Kemp
BE, 2009; Wang Z vd., 2018; Luo Z, Zang M ve Guo W, 2010). Sonu¢ olarak,
AMPK, stres altindaki hiicrelerde hiicresel bir yakit sensorii olarak ATP {iretiminin
devamliligin1 saglayabilir. ATP’ nin kanser hiicrelerinde biiyiime, hayatta kalma ve
apoptoz gibi siireglerde rol aldig1 diisiiniildiigiinde, AMPK’ nin stres altinda ATP
seviyesinin modiilasyonu i¢in kanser hiicrelerine olumlu sag kalim etkileri
saglayabilecegi akla uzak gelmemektedir (Ke R vd., 2018). Gerg¢ekten de, AMPK’
nin tiimdr baskilayici oldugunu rapor eden ¢aligmalarin yani sira, literatiirde, AMPK’
nin tiimor hiicreleri iizerine koruyucu etkilerinin ve timor olusumunu tesvik edici
etkilerinin oldugunu bildiren ¢aligmalar da mevcuttur (Vara-Ciruelos, Russell FM ve
Hardie DG, 2019). Bunlardan en 6nemlisi, T hicreli akut lenfoblastik 16semi (T-
ALL) modeli olusturulan farelerde tiimor gelisimini takiben AMPK 1a baskilanmasi
ile dalak, lenf diigiimleri ve kemik iligindeki tiimoér hiicrelerinin gelisiminin
engellendigi ve farelerin sag kaliminm arttigini gosteren ¢alismadir (Luo Z, Zang M
ve Guo W, 2010). Bu arastirmada, akut 16semi hiicrelerinde AMPK’ nin metabolik
stresi ve apoptozu azaltan mitokondriyal yollar1 tesvik ettigi vurgulanmistir. Bu
caligmadan birkag yi1l sonra yapilan baska bir ¢alisma ise, tam aksine, T-ALL modeli
olugturulan farelerde tiimoér gelisimi henliz tamamlanmamisken AMPK la
baskilanmasi ile daha erken ve agresif bir akut losemi gelisimini bildirmislerdir
(Vara-Ciruelos D vd., 2019). Bu iki ¢alisma birlikte ele alindiginda, AMPK la’ nin,
T-ALL gelisimi sirasinda bir tiimor baskilayict olarak hareket ettigi, tumor
olustuktan sonra ise paradoksal olarak bunun yerine bir timor destekleyicisine
dontistiigii goriilmektedir (Kishton RJ vd., 2016; Vara-Ciruelos D, Dandapani M ve
Hardie DG, 2020). Akut miyeloid 16semi (AML) fare modelinin kullanildigi bir
baska calismada da AMPK’ nin tiimdr promotdrii olarak hareket ettigi gdsterilmistir
(Saito Y vd. 2015). Bu ¢aligmada, AMPK eksikliginin kemik iliginden alinan 6nciil
timor hicrelerinde reaktif oksijen tiirlerini (ROS) artirarak DNA hasarina sebep
oldugunu ve bu durumun AMPK yoklugunda hiicrelerin kemik iliginde strese kars1
ozellikle savunmasiz kalmasina neden oldugu bildirilmistir (Saito Y vd. 2015).
Benzer sekilde, AMPK eksikligi olan tiimor hiicrelerinin strese maruz kaldiklarinda
sag kalmlarmm azaldigi goézlenmisti. AMPK 1o’ nin baskilandigr timor

hiicrelerinin, glukoz ac¢lhigi veya hiicre dis1 matrisin ayrilmasiyla olusturulan stres
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nedenli hiicre 6liimiine karsi daha hassas oldugunun gdsterilmesi bunun en iyi
ornegidir (Jeon SM, Chandel NS ve Hay N, 2012). Buna gore, AMPK, ATP
homeostazindaki islevine ek olarak, glukoz smirlamalari, bagimsiz biiylime ve in
vivo solid tiimor olusumu gibi enerji stresi kosullar1 altinda kanser hiicresinin hayatta
kalmasi i¢in kritik bir igleve sahiptir (Jeon SM, Chandel NS ve Hay N, 2012). Bu
bulgulart destekleyen, iistelik RHK hiicrelerinde Liu ve ark. (Liu M vd., 2019)
tarafindan 2019’ da yayimlanan bir arastirmada; yazarlar RHK hiicrelerinde
metformin tedavisinin AMPK aktivasyonuna yol actigini, bunun da normal
kosullarda hiicre proliferasyonunu baskiladigini, ancak glikoz yoksunlugu
kosullarinda hiicre proliferasyonunu artirdigii gostermislerdir. Benzer sekilde,
AMPK’ nm papiller ve berrak hiicreli RHK hiicrelerinde, AMPK aracil1 otofaji
aktivasyonu sonrasi p53 degredasyonuna neden olarak bobrek kanseri hiicrelerinde
bliylimeyi c¢ogaltici ve migrasyona olumlu etkileri olabilecegi de bildirilmistir
(Patergnani S vd., 2020). Biz, bu tez ¢alismamizda, TCGA veri setinde yer alan
BHRHK olgularinda, AMPK 1 ve 2’ nin normal dokulara oranla tiimor hiicrelerinde
mRNA seviyesinde azaldigini ve bu azalmanin genellikle artmis tiimér derecesi, ileri
timor evresi ve azalmis sag kalim gibi kétii klinikopatolojik parametrelerle iliskili
oldugunu belirledik. Protein seviyesinde AMPK ifadelerini inceledigimizde ise,
BHRHK olgularma ait tiimér dokularnda AMPK 2’ in yine azalmis olmasina
ragmen AMPK 1’ in artmis oldugunu belirledik. Dahasi, AMPK 1 protein ifadesinin
artan patolojik tiimor derecesi ile birlikte artma egiliminde oldugunu gézlemledik.
Bildigimiz kadariyla, giiniimiizde, herhangi bir deneysel ¢calisma birincil amag olarak
BHRHK hiicre hatlarinda modiilasyon yapilmaksizin bazal AMPK protein ifadelerini
incelememistir. Bu amagla gerceklestirdigimiz hiicre hatlar1 analizlerimizde, AMPK
la ifadesi primer BHRHK hiicresi kaynakli A-498 hiicre hattinda kontrol hiicre
hattina gore anlamli derecede azalmigsken, metastatik Caki-1 hiicre hattinda kontrol
hiicre ve A-498 hiicre hatlarina gore olduk¢a artmis izlendi. Elde ettigimiz bu
bulgular, daha 6énce T-ALL hiicrelerinde gosterilmis oldugu gibi, daha erken evre
BHRHK’de AMPK 1o’ nin timor baskilayici, ileri evre BHRHK’ de ise timor
promotorii etkilere sahip olabilecegine isaret edebilir. Bizim primer tiimoér kaynakli
A-498 hiicrelerimizde AMPK la protein ifadesinin azalmasi, AMPK 1la’ nin bu
evrede tiimor baskilayici olarak hizmet edebilecegi diisiiniildiigiinde, bu hiicrelerde
timoregenezise katkida bulundugu hipotezini destekleyebilir. Benzer sekilde,

metastatik BHRHK hiicre hatlarinda saptamis oldugumuz artmig AMPK la ifadesi
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ise, artan timor saldirganligi ile birlikte artmis hiicre ¢ogalmasi sonucunda artan
enerji ihtiyact ve metabolik strese karst AMPK 1o’ nin tiimdr hiicrelerini korudugu
ve hayatta kalmasimi sagladigi hipotezine olduk¢a uygun goriinmektedir. AMPK’ nin
timor olusumunda Onemli bir rol oynadigini1 gosteren kanitlarla birlikte, kanser
metastazinda da diizenleyici rolii olduguna dair, az sayida ¢aligmayla da olsa, kanitlar
olmasi yine bu hipotezin destekleyicisi sayilabilir (Dong Y vd., 2023; Cai Z vd.,
2020). Ornegin, niikleer AMPK’ nm paradoksal olarak metabolik stres altindaki
malign RHK hiicrelerinin hayatta kalmasmi, ¢ogalmasin1 ve metastatik kapasitesini
desteklediginin ortaya konulmus olmast (Jung M vd., 2019), bizim (metastatik Caki-
1 hicrelerinde artmis AMPK 1o protein ifadesini ortaya koydugumuz) hiicre hatti
analiz sonuglarimizi ve buna bagh yukaridaki hipotezimizi agikca dogrular
niteliktedir. Sonug¢ olarak, AMPK’ nin kanser patofizyolojisinde c¢ifte rol
oynayabilecegi gercegi (Wang Z vd., 2018; Konieczny P vd., 2023; Hardie DG,
2015), bizim bulgularimizla da BHRHK i¢in desteklenmis bulunmaktadir. Bununla
birlikte, AMPK 1o’ nin modiilasyonlar1 ile BHRHK hiicrelerindeki sag kalim
degisiklikleri ve yayilim yeteneklerinin hiicresel diizeyde irdelenmesi muhakkak Ki

hipotez diizeyinden daha kesin sonuglar elde edilmesine olanak saglayacaktir.

Gen ifadesinin transkripsiyon sonrasi baskilayicilar1 olarak hareket eden kisa,
ortalama 21-23 niikleotid uzunlugunda, evrimsel olarak korunmus, protein
kodlamayan diizenleyici RNA’ lar olan miRNA’ larin hiicresel farklilagsma, ¢ogalma,
apoptoz ve gelisim gibi ¢ok sayida biyolojik siireclerde kritik diizenleyiciler oldugu
ve ¢esitli hastaliklar ile iliskili olduklar1 gésterilmistir (Dexheimer PJ ve Cochella L,
2020; Annese T vd., 2020). miRNA’ larm insanlarda metabolik homeostazin 6nemli
dizenleyicileri olarak da islev gorebilecegi bildirilmistir. Bu baglamda, lipid ve
lipoprotein metabolizmasini diizenlenmesinde rol alabilecekleri irdelendiginde, lipid
metabolizmasini diizenleyen en iyi karakterize edilmis miRNA’ nin miR-33a oldugu
tespit edilmistir (Desgagné V, Bouchard L ve Guérin R, 2017). Insanlarda miR-33a,
lipid metabolizmasinda 6nemli rol alan SREBP genleri SREBP 1 ve SREBP 2’ nin
intronik bolgelerinde kodlanir (Ferndndez-Hernando C vd., 2011). miR-33a, temel
olarak, hiicre i¢i kolesterol biyosentezini ve alimini artirirken kolesterol ¢ikisini ve
atilmmi azaltir. Ayrica, yag asidi oksidasyonuna katkida bulunan birgok geni
baskilayarak hiicresel yag asidi metabolizmasini diizenler. Bdylece, yag asidi

oksidasyon mekanizmasmin ifadesini degistirip oksidasyonu azaltici etki gdsterir
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(Desgagné V, Bouchard L ve Guérin R, 2017; Ferndndez-Hernando C vd., 2011).
Sonug olarak, miR-33a hiicre i¢i lipid metabolizmasinda anabolizan etki
gosterdiginden, hiicre i¢i lipid birikiminin karakterize oldugu BHRHK patofizyolojisi
ile teorik olarak iligkili olabilir. Ger¢ekten de mMIRNA duzensizliklerinin tumor
baslangici ve ilerlemesinde rol oynayabilecegi literatiirde kapsamlica gosterilmistir.
miRNA’lar timorlerde, farkli hiicresel yolaklara katilan onko-miRNA’ lar veya
onkosupresor-miRNA”’ lar olarak hareket edebilirler (Annese T vd., 2020; Tan W
vd., 2018; Otmani K ve Lewalle P, 2021). Ornegin miR-33a ve kanser ile iliskisi gz
Oniine alinacak olursa, literatiirde, miR-33a’ nin prostat kanseri, safra kesesi kanseri,
melanom, osteosarkom ve meme kanseri dahil olmak {izere cesitli kanserlerde bir
tiimor baskilayict miRNA olarak rol oynadigi tanimlanmigtir (Gao C, Wei J, Tang T
ve Huang Z, 2020). miR-33a’ nin bu etkileri farkli kanser tiirlerinin her birinde ¢ok
sayida arastirma yapilarak irdelenirken, miR-33a’ nin RHK’ deki klinik 6nemi ve
etkisi tam olarak anlagilamamis ve sadece Jiang ve ark. (Jiang K vd., 2019)
tarafindan yapilan tek bir calisma ile degerlendirilmeye calisilmistir. Bu c¢alismada,
literatlre uygun olarak, miR-33a asir1 ifadesinin RHK hiicrelerinin biiyiimesini
kontrol grubuna goére onemli Olgiide engelledigi gosterilmistir. Bununla birlikte,
hiicre i¢i lipid metabolizmasinin en 6nemli diizenleyici miRNA’s1 olan miR33a’ nin,
lipid metabolizmas1 degisiklikleri ile karakterize RHK’ de hiicre i¢i lipid
metabolizmasima olan etkilerinin arastirilmasi oldukga gerekli goriinmektedir. Hal
buki, su ana dek, bu konu iizerinde heniiz herhangi bir biyoinformatik veya deneysel
calisma bulunmamaktadir. Bu tez calismamizda, dnce TCGA veri setindeki BHRHK
olgularmda miR-33a ifadesi ile klinikopatolojik parametreler arasindaki iligkiyi,
takiben de, BHRHK hiicre hatlarinda miR-33a modiilasyonlarinin hiicre igi lipid
birikimine etkilerini arastirarak literatiirdeki bu eksikligi gidermeye c¢alistik. Elde
ettigimiz sonuglara gore, TCGA veri setinde kayith BHRHK olgularina ait primer
tiimor dokularinda miR-33a ifadesinin normal dokuya kiyasla istatistiksel olarak
anlamli derecede daha diisiik oldugu saptandi. Ancak, kanserli doku o6rneklerinde
miR-33a ifadeleri pT evresine gore karsilastirildiginda ise; miR-33a ifadesinin
degisen pT evrelerinde istatiksel olarak anlamli degisiklik gosterdigi saptandi ve
ifade seviyelerinin pT evresi ilerledik¢e artma egiliminde oldugu goézlendi. Bu
sonuglarimiz, AMPK’ da oldugu gibi, miR-33a’ nin da BHRHK’ da karmasik etkileri
olabilecegini ve ileri evre BHRHK hiicrelerinde artmis olan miR-33a ifadesinin

baskilanmasi ile kanser hiicrelerine kars1 gelisimi ve c¢ogalmayr durdurucu
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miidaheleye imkan saglanabilecegini isaret etmektedir. Bu baglamda, ¢calismamizin
hiicre hatlarini igeren analiz kisminda, lipid metabolizmasi iizerine etki gosteren bu
miRNA’ nin modulasyonlarinin, BHRHK’ de lipid metabolizmasma katalizan etki
gostererek dolayli yoldan antikanser etki gosterip gosteremeyecegini irdeledik.
Sonug olarak, A-498 ve Caki-1 hiicrelerinde kontrol gruplarina gore anti-miR-33a
transfeksiyonlarina bagl olarak azalmig hiicre i¢i lipid birikimi oldugunu saptadik.
Ote yandan, bu azalma, ileri evre metastatik BHRHK hiicrelerinden olusan Caki-1
hiicre hatlarinda daha belirgin olarak gézlemlendi. Bu bulgularimiz, yukarida soz
ettigimiz hipotezi destekler nitelikteydi. Literatiirde, anti-miR-33 ile tedavinin kanser
dist hiicrelerde lipid metabolizmasma etkilerini deneysel olarak arastiran birgok
calisma var iken, kanser hiicreleri iizerine etkilerinin irdelendigi sonuglara ait yeterli
veri bulunmamaktadir. S6z konusu kanser dis1 hiicre arastirmalarinda, miR-33a
blokaji ile aterosklerozda gerileme ve mIiR-33b blokaji ile alkolik karaciger
hastaliginda iyilesme gibi hiicre i¢i lipid birikiminde azalmayla karakterize sonuglar
elde edilmistir (Karunakaran D vd., 2015; Miyagawa S vd., 2023). Bu sonuglar,
kanser hiicreleri tizerinde ilk defa elde ettigimiz giincel sonuglarimiz ile uyumlu
goriinmektedir. Ayrica, literatiirde, yag asidi metabolizmasinda 6nemli rolleri olan
miR33-a ve AMPK iliskisi irdelendiginde, anti-miR-33 tedavisi ile adipoz dokuda
yag asidi metabolizmasinda katabolizan etki gosteren AMPK ifadesinin arttigi
gosterilmistir (Karunakaran D vd., 2015). Benzer sekilde, analizi yapilan TCGA veri
setine gore de, BHRHK olgularinda miR-33a ile AMPK ifadeleri arasinda negatif
yonde anlamli, ancak, zayif korelasyon mevcuttu. Ancak, olgular tumér patolojik T
evresi alt gruplarma gore detayll irdelendiginde, pT1 ve pT2 evreli BHRHK
olgularinda bu korelasyon yine izlenirken; pT3 ve pT4 evreli BHRHK olgularinda
miR33-a ve¢ AMPK arasinda anlamli herhangi korelasyon saptanmadi. Bu agidan
bakildiginda, ileri evreli BHRHK hiicrelerinde, artmis AMPK seviyesine azalmis
miR-33a yanit1 eslik etmeyerek lipid katabolizmasindan korunabilme olanagi
olacaktir. Gergekten de, bu hipotezle uyumlu olarak, hiicre hatti analizlerimizle;
primer tiimor hiicrelerine kiyasla daha yiiksek AMPK 1o ifadesi sergileyen ileri evre
metastatik Caki-1 hdcrelerinin, yine primer timor hicrelerine oranla daha yiksek
miR33-a ifadesine sahip oldugunu gostermis bulunmaktayiz. Bu durum, belki de,
metastatik BHRHK hiicresinde, zaten AMPK ifadesine bagl artabilecek hiicre ici
lipid katabolizmasina kars1 koruyucu bir 6nlem olarak lipid anabolizan1 miR33-a’ y1

tilketmemek adina bir savunma mekanizmasi olabilir. TUm bu hipotezler birlikte
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degerlendirildiginde; anti-miR-33 blokaji ile lipid katabolizmasmi hizlandirarak
agresif BHRHK hiicrelerinde dolayli antikanser etki olusturulabilecegi sonucuna
varilabilir ve dahasi, ileri evre BHRHK olgularinda miR-33a tedaviye yonelik etkin
bir hedef olabilir.

Tiim c¢aligmalarda oldugu gibi mevcut tez calismamizda da bazi limitasyonlar
bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi artmis AMPK 1la ifadesinin modulasyonu ile
metastatik BHRHK hiicrelerindeki sag kalim ve yayilim karakteristiklerine ait
bulgularimizin olmamasi ve miR33-a modulasyonlar1 ile AMPK protein ifadeleri
arasindaki iligskinin hiicre hatlarmma ait sonuclarinin olmamasi gosterilebilir. Ancak,
yine de, ortaya koydugumuz hipotezlerin TCGA veri seti analizleriyle hiicre hatti
analizlerinin birlikte yorumlanmasi ve kapsamli literatiir esliginde degerlendirilmesi
calismamizin olumlu yonleri olarak ele almabilir. Sonug¢ olarak, bulgularimiz,
BHRHK patogenezinde yag asit metabolizmasi iliskili AMPK ve miR-33a’nin
karmagik rolii olabilecegini diistindiirecek kanitlar olarak ele almabilir. Hiicre
hatlarindan elde ettigimiz sonuclara gore, ileri evre BHRHK’ de AMPK ve miR-
33a’nin tiimor lehine olumlu etkiler gosterebilecegi hipotezinin, mevcut literatiirle
birlikte ele alindiginda, olas1 oldugu ve AMPK la protein seviyesi daha yiiksek olan
ileri evre metastatik hicrelerde anti-miR-33a ile midahelenin hicre ici lipid
birikimini 6nemli Ol¢iide azalttig1 saptandi. Bu sonug, miR-33a’ nin 6zellikle ileri
evre BHRHK tedavisinde potansiyel bir hedef olabilecegini desteklemekle birlikte,
bu konuda daha kapsamli ve net sonuclar i¢cin miR-33a’ nin hiicre sagkalimi ve

proliferasyonu lizerine etkilerinin de ayrintili irdelenmesi gerekmektedir.
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EKLER

Ek Tablo 1. Kullanilan cihazlarin listesi

Ad1 Uriin Kodu Firma

pH metre Alll Thermo Scientific

Manyetik karistiric1 / Is1 SB162 Stuart

Blogu

Hassas terazi LE6202S Sartorius

Distile su cihazi TANKPEO030 Millipore

Ultra Saf Su Cihaz1 Direct Q-5UV Millipore

Calkalamali inkiibator Excella E25 New Brunswick Scientific

Sogutmali Santrifiij 5430R Eppendorf

Sogutmali Santrifiij 5810R Eppendorf

Buz makinasi AF80 Scotsman

Sonikator Uw2070 Bandelin

Analog tlp roller SRTID Stuart Equipment

Manyetik stand DynaMag-2 Invitrogen

Tulp dondirucd SRT6D Stuart

Mikroplaka okuyucu iMark BioRad

Dikey jel elektroforez | Mini Protean Tetra Cell BioRad

sistemi 1658004

Gii¢ kaynag1 PowerPac Basic BioRad

Transfer sistemi TransBlot Turbo | BioRad
10016505C

Kemiluminesans ChemiDoc MP 1708280 | BioRad

Goriintiileme Cihaz1

Termal Donguleyici MyCycler BioRad

Su banyosu BM302 Nuve
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uv Transilliminator
Goruntileme Cihazi

GelDoc XR

BioRad

Laminar Flow

HeraSafe KS 12

Thermo Scientific

Mini Spin Cihazi

Mini-6k

MiulLab

Ek Tablo 2. Kullanilan hiicre kiiltiirii donanimlari

Ad Uriin Kodu Firma
6-kuyucuklu plaka 92006 TPP
12-kuyucuklu plaka 92012 TPP
96-kuyucuklu plaka 92096 TPP
25 cm? hiicre kiiltiir kab1 | 90026 TPP
75 cm? hiicre kiiltiir kabr | 90076 TPP
60 mm hiicre kiiltiir kabi1 | 93060 TPP
100 mm hiicre kiiltiir kab1 | 93100 TPP
Serolojik pipet (5ml) 94005 TPP
Serolojik pipet (10ml) 94010 TPP
0,22 um siringa filtresi 99722 TPP
Enjektor 6944425888871, Yesil ug | Astraject

1gneli 21G

COz inkibator

HeraCell 150i 51026280

Thermo Scientific

CO2 inkiibator HeraCell 150 Thermo Scientific
Hiicre kaziyici 280 mm Greiner Bio-One
15 ml falkon 91015 TPP

50 ml falkon 91050 TPP
Hemositometre 40441 Assistent Germany
Kriyovial tiip 5042000C CAPP

Pipet ucu (1000 pl) 5130130 CAPP

Pipet ucu (200 pl) 4130075 CAPP

Pipet ucu (10 pl) 5030010 CAPP
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Ek Tablo 3. Kullamilan kimyasallarin listesi

Ad Uriin Kodu Firma
Tris Baz 648310 Calbiochem
Tris-HCI 648317 Calbiochem
Triton-X-100 T8787-100ML Sigma
Sigr  Serum  Albumin | A2153 Sigma Aldrich
(BSA)
Akrilamid/Bisakrilamid A3699 Sigma Aldrich
%30 37,5:1
Sodyum Dodesil Silfat 1177GR100 Neofroxx
(SDS)
APS A2941 Applichem
TEMED Al1148 Applichem
[zopropanol 34863 Sigma Aldrich
Gliserol GB0232 BioBasic
Bromfenol mavisi A2331,0025 AppliChem
Glisin 3570 Calbiochem

Protein Marker

PageRuler Plus 26620

Thermo Scientific

PVDF membran 88518 Thermo
Yagsiz Siit Tozu 1172KG001 Biofroxx
Tween-20 822184 Merck
p-Kumarik Asit C9008 Sigma Aldrich
Luminol A2185 Applichem
Ponceau S Al1405 Applichem
Hidrojen Peroksit (H202) | 107209 Merck

FBS 10500-064 Gibco
Penisilin-Streptomisin P06-07350 PAN BioTech
RPMI Besiyeri P04-18047 PAN BioTech
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EMEM Besiyeri P04-03590 PAN BioTech
McCoys 5A Besiyeri BE12-688F Lonza
DMEM:F12 Besiyeri D8437-500ML Sigma
HEK293 CRL-1573 ATCC

A498 hicreleri CRL-1435 ATCC
CAKI-1 hucreleri HTB-38 ATCC
HEK-293 hiicreleri CRL-1740 ATCC
Tripsin-EDTA SH30042.01 Hyclone
DMSO D8418 Sigma Aldrich
DAPI 1322MG025 Biofroxx

10X PBS P04-53500 Pan Biotech
Absolute Etanol 100983.2511 Merck

Etanol CAS 64-17-5 Alko Med
Endojen Biyotin | E21390 Thermo Scientific
Bloklama Kiti

Streptavidin-FITC SA1001 Invitrogen
konjugat

FuGene HD | E2311 Promega
Transfeksiyon Ajani

Higromisin 1358MG250 Neofroxx
PureZol RNA izolasyon | 7326890 Bio-Rad
Ajani

Kloroform UN1888 Applichem
iScript cDNA Sentez Kiti | 1708891 Bio-Rad

iQ SYBR Green | 170-8880 Bio-Rad
Supermix

RNase free dH20 129112 Qiagen
Amicon falkon santrifugal | UFC900324 Merck

filtre
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M-PER Mammalian | 78501 Thermo Scientific
Protein Extraction

Reagent

Tripan mavisi EBT-001 NanoEnTek
Asetik asit 27225 Sigma Aldrich
Amonyum Asetat 101115.1000 Merck

Ek Tablo 4. Kullanilan tamponlarin icerigi

Bakteri Total Protein izolasyonu igin Lizis

Tamponu

20 mM Tris-HCI pH: 7,5, 300 mM
NaCl, 2M Ure, %2 Triton X-100,
Img/ml Lizozim ve 1X EDTA
icermeyen Proteaz Inhibitor Kokteyli

karistirilarak hazirlanir.

Memeli Hucre Lizis Tamponu (Cell lysis
buffer, CLB)

10 ml M-PER Memeli Protein
Ekstraksiyon ajanma 1 tablet Proteaz
inhibitor eklenerek hazirlanmistir.

+4°C’ de saklanmustir.

Bovine Serum Albumin (BSA, Protein
Standardi)

0,015 gram BSA tartilmig, 10 ml
distile suda ¢oziilmiis ve 0,22 um’ lik
filtreden gegirilerek  kullanilmistir.

+4°C’ de saklanmustir.

Amonyum Persilfat

0,1 gram amonyum persiilfat tartilmis
ve

1 ml distile suda
cozdurilerek kullanilmistir. -20°C’

de saklanmustir.

5X Laemmli Yikleme Tamponu

60 mM Tris-HCI pH:6,8, %2 SDS, %10
Gliserol, %5 3-merkaptoetanol, %0,01
karigtirilarak

Bromfenol mavisi

hazirlanir.
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SDS-PAGE Yiiritme Tamponu

10X konsantrasyonda Yduritme
tamponu hazirlamak i¢in 30,3 gram
Tris, 114 gram Glisin ve 1 gram SDS
tartilmig, 500 ml distile suda
¢Oozdirilmis ve pH> 1 83 e
ayarlandiktan sonra son hacmil

litreye  tamamlanmistir.  Bu
sekilde

hazirlanan tampon, kullanim Oncesi
1:10 seyreltilerek 1X konsantrasyona
doniistiiriilmiis  ve 1X olarak
kullanilmustir. +4°C’ de saklanmustir.

Transfer Tamponu

10X konsantrasyonda Transfer
tamponu hazirlamak icin 33,3 gram
Tris ve 144 gram Glisin tartilmis, 500
ml distile suda ¢ozdiiriilmiis ve pH’ 1
8.3’ e ayarlandiktan sonra son hacmi 1
litreye tamamlanmistir. Bu sekilde
hazirlanan tampon, kullanim Oncesi
100 ml 10X Transfer tamponu, 150 ml
metanol ve 750 ml distile su ile 1X’ e
doniistiiriilerek  kullanilmustir.  +4°C’

de saklanmustir.
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10X TBS

10X konsantrasyonda TBS tamponu
hazirlamak i¢in 86,6 gram NaCl ve
12,11 gram Tris tartidmig, 500 ml
distile suda ¢ozdiiriilmiis ve pH’ 18’ ¢
ayarlandiktan sonra son hacmi 1
litreye tamamlanmistir. Bu sekilde
hazirlanan tampon, kullanim Oncesi
1:10 seyreltilerek 1X konsantrasyonu
doniistiirilmiis  ve 1X  olarak
kullanilmistir. Oda sicakliginda

saklanmstir.

TBS-Tween (TBS-T)

500 ml 1X TBS ile 500 pl Tween™-
20 karstirilarak hazirlanmistir. Oda

sicakliginda saklanmistir.

%5 Bloklama Siitii

2,5 gram yagsiz slit tozu tartilmig ve 50

ml’ ye TBS-T ile tamamlanmuistir.

Kumarik Asit 0,15 gram P-kumarik asit 10
mlI DMSO’ da ¢ozdiiriilerek
hazirlanmstir.
+4°C’ de saklanmustir.
Luminol 0,44 gram Luminol 10 ml DMSO’ da

cozdirilerek hazirlanmis ve -20°C’ de

saklanmustir.

Membran Stripleme Tamponu

15 gram glisin, 1 gram SDS ve 10 ml
Tween-20 yaklasik 800 ml distile su
icerisinde ¢oziildiikten sonra pH’ 12,2’
ye ayarlanmis ve son hacmi 1 litreye
tamamlanmistir.  Oda  sicakliginda

saklanmustir.
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10X PBS

10X konsantrasyonda PBS tamponu
hazirlamak i¢in 80 gram NaCl, 2 gram
KCI, 14,4 gram Na:HPO4 ve 2,4 gram
KH2POs, 500 ml distile suda
¢Oozdirilmis ve pH 1 74 e
ayarlandiktan sonra son hacmi 1
litreye tamamlanmistir. Bu sekilde
hazirlanan tampon, kullanim Oncesi
1:10 seyreltilerek 1X konsantrasyonu
doniistiirilmiis  ve 1X  olarak
kullanilmistir. Oda sicaklhiginda

saklanmstir.

10X TBE

10X konsantrasyonda TBE tamponu
hazirlamak i¢in 108 gram Tris ve 55
gram Borik asit 500 ml distile suda
¢ozdurilmis, 40 ml 0,5 M EDTA

(pH:8) eklenmis ve son hacmi 1 litreye

tamamlanmuistir. Bu sekilde
hazirlanan

tampon, kullanim oncesi
1:10

seyreltilerek  1X  konsantrasyonu
doniistiirilmiis  ve 1X  olarak

kullanilmustir.

Dot Blot Baglanma Tamponu

15 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM
MgCl; karistirilarak hazirlanmustir.

PBB Tamponu

0,1 gram BSA tartilmis ve 20 ml 1X
PBS icerisinde ¢ozllerek PBB ¢ozeltisi

hazirlanmistir. +4°C” de saklanmustir.
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Permeabilizasyon Cozeltisi

10 pl Triton-X-100 10 ml 1X PBS ile
karistirilarak hazirlanmigtir. +4°C” de

saklanmstir.

Immunofloresan Bloklama Tamponu

0,1 gram BSA, 5 ml 1X PBS

icerisinde ¢Oziilerek hazirlanmistir.

+4°C’ de saklanmustir.

Hiicre Medyas1

Temin edilen EMEM, McCoy’ s 5a ve
RPMI besiyerleri,

%10 FBS

son
%1
Penisilin-Streptomisin olacak sekilde
lik filtreden

konsantrasyonlar1

karistiriip 0,22 pm’
gegirilerek hazirlanmistir. +4°C° de

saklanmstir.

Ek Tablo 5. %4-12’ lik SDS-Poliakrilamid Jel icerigi

%12 Ydritme Jeli (Alt Jel)

%4 Y ikleme Jeli (Ust

Jel)
dH20 1,7 ml 1,537 mi
Tris-HCI 1,25 ml (1,5 M, pH 8.8) 0,625 ml (0,5 M, pH 6.8)
% 10 SDS 50 pl 25 l
Akrilamid/Bisakrilamid | 2 ml 0,335 ml
%30 37,51
%10 APS 40 pl 12,5 pl
TEMED 5l 2,5 ul
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