EPIDERMAL BUYUME FAKTORU AKTIiVASYONUNA NEDEN OLAN
EGFR vlll, E746-A750 del ve L858R MUTASYONLARININ BiYOLOJIK
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Onur TOKGUN

Temmuz 2011
DENIZLi






EPIDERMAL BUYUME FAKTORU AKTIVASYONUNA NEDEN OLAN
EGFR VIII, E746-A750 del ve L858R MUTASYONLARININ BiYOLOJIK
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Pamukkale Universitesi
Saglhik Bilimleri Enstitiisi
Yiiksek Lisan Tezi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dal

Onur TOKGUN

Damisman: Do¢. Dr. Hakan AKCA

TEMMUZ 2011
DENIZLi



YUKSEK LiSANS TEZI ONAY FORMU

Onur TOKGUN tarafindan, Dog. Dr. Hakan AKCA yonetiminde hazirlanan “EGFR
Aktivasyonuna Sebep Olan EGFRIII, E476-A750 Del ve L858R Mutasyonlarmm
Biyolojik Etkilerinin Arastirilmast” baslikli tez tarafimizdan okunmus kap$&mi ve niteligt
agisindan bir Yiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

rof. Dr. Giilseren BAGCI
Juri Bagkant

e

Doc. Dr. Hakan AKCA Yrd. Dog. Dr. Gamze GOKOZ DOGU
Jiiri Yyesi(Danisman) Juri Uyesi .
C /

Pamukkale Universitesi Saghk Bilimleri Enstitisi Yénetim Kurulu' nun 4‘ /‘F . /, |. tarih
ve ”/ =2 saytl karanyla onaylanmistir,

Doc. Dr. A. Ce)ily TUFAN
Migdlir



TESEKKUR

Tez ¢aligmam siiresince her tiirlii bilgi ve becerilerini benden esirgemeden paylasan
degerli tez danigsman hocam Dog¢.Dr. Hakan AKCA”’ ya tesekkiir ederim. Yiiksek lisans
egitimim boyunca bilimsel alt yapimin gelismesinde katkida bulunan basta bdliim
baskanimiz Prof.Dr. Giilseren Bagci olmak iizere tiim boliim hocalarima tesekkiirii de
bir bor¢ bilmekteyim. Hayatimin her evresinde yanimda olan maddi ve manevi

desteklerini higbir sekilde benden esirgemeyen aileme sonsuz minnetlerimi sunarim.



Bu tezin tasarimi, yiriitilmesi, arastirmalarinin yapilmast ve bulgularinin
analizlerinde bilimsel etige ve akademik kurallara 6zenle riayet edildigini; bu
calismanin dogrudan birincil {irlinii olmayan bulgularin, verilerin ve materyallerin
bilimsel etige uygun olarak kaynak gosterildigini ve alinti yapilan c¢aligmalara

atfedildigini beyan ederim.

Imza

Ogrenci Adi Soyadi :  Onur TOKGUN



OZET

EPIDERMAL BUYUME FAKTORU AKTIVASYONUNA NEDEN
OLAN EGFR vlll, E746-A750 del ve L858R MUTASYONLARININ
BiYOLOJIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Tokgiin, Onur
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji ABD
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Hakan AKCA

Temmuz 2011, 67 sayfa

Kanser gelisiminde hiicre siklusu kontrolii ve hiicre metabolizmasinin 6nemli
basamaklarinda rol alan genlerde meydana gelebilecek olasi genetik degisimler aktif
rol oynamaktadirlar. Normal bir hiicrenin siklusunun ve metabolizmasinin
diizenlenmesinde biiyiime faktorleri ve reseptorleri 6nemli derecede rol almaktadirlar.
Bu biiyiime faktorleri ve reseptorlerini kodlayan genlerde meydana gelebilecek
mutasyonlar hiicrenin anormal ¢ogalmasiyla sonuclanmaktadir. Bu biiyiime faktorleri
ve reseptorleri arasinda en Onemli yeri epidermal biiylime faktorlii ve reseptorleri
almaktadir. Deri, oral kavite, 6zofagus ve akcigerin skuamoz hiicreli karsinomlarini da
igeren ¢esitli insan tiimor hiicre hatlarinda EGFR diizeylerinin artmis oldugu literatiirde
yapilan g¢aligmalar tarafindan gosterilmistir. Literatiirde yapilan bu caligmalarinda
gosterdigi gibi EGFR kanser gelisiminde dnemli rol oynamaktadir. Bu nedenle EGFR’
i kanser hiicrelerinde davranigini, ekspresyonunu ve hiicre iizerinde olan diger
etkilerini tamimlamak amaciyla yapilacak ¢alismalar kanser tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi acisindan biiyiikk 6nem arz etmektedir. Bizde bu caligmalardan yola
cikarak calismamizda EGFRVIII, E746-A750 del ve L858R EGFR mutasyonlarinin
biyolojik etkilerini arastirmayi amacgladik. Calismamizda elde ettigimiz sonuglar bize
mutant EGFR eksprese eden hiicrelerin invazyon, metastaz ve sag kalim orani gibi
ozelliklerinde kontrole oranla farkliliklar oldugunu gosterdi. Mutant EGFR eksprese
eden hiicrelerin invazyon yapabilme yetenegi kazandigi ve anti-EGFR ilaglara karsi
daha duyarli hale geldigi yaptigimiz ¢alismalar sonucunda gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Metastaz, EGFR, invazyon



ABSTRACT

A RESEARCH OF BIOLOGICAL EFFECTS OF EGFR vllII, E746-A750 del and
L858R MUTATIONS THAT CAUSED EPIDERMAL GROWTH FACTOR
ACTIVATION

Tokgtin, Onur
M. Sc. Thesis in medical biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hakan AKCA

July 2011, 67 page

Possible changes on the genes which play essential roles through out the steps of
cellular cycles and matebolizm also play a significant role in cancer development. In
regulation of a normal cellular cycle and metabolizm growth factors and receptors have
a fundamental role. Mutations on the genes which are encoding growth factors and
receptors might result an abnormal cell proliferation. Among these growth factors and
receptors epidermal growth factors and receptors occupy the most important place.
Through out the literature many studies note down that in several tumor cell lines
involving carsinomas of skin, oral cavity, esophagus and squamosa cells in the lungs
EGFR levels were significantly increased. As these studies appoint, EGFR has a
cardinal role in cancer development. Therefore studying EGFR’s behaviour and
expression in cancer cells and elucidating other effects on cells have a vital part in
developing new treatments for cancer. By following previous studies, we have aimed
to reveal the biological effects of EGFRvIIl, E746-A750 del and L858R EGFR
mutations. The results of our study have yielded differences in invasion, metastasis and
survival ratios between mutant EGFR expressing and control cell groups, such as
mutant EGFR expressing cells gaining invasion ability and developing sensitivity
against anti-EGFR drugs.

Key Words: Metastasis, EGFR, Invasion
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1. GIRIS ve AMAC

Kanser, hiicrelerin yasam sikluslarini diizenleyen mekanizmalarda meydana gelen
olas1 degisimler sonucunda hiicrenin kontrolsiiz ve asir1 c¢ogalmasiyla ilerleyen,

cagimizin en 6nemli saglik sorunlarindan birisidir.

Kanser gelisiminde hiicre siklusu kontrolii ve hiicre metabolizmasinin 6nemli
basamaklarinda rol alan genlerde meydana gelebilecek olasi genetik degisimler aktif rol
oynamaktadirlar. Bu genetik degisimler sonucunda ilgili genin amplifikasyonu ya da
baskilanmas1 sonucu karsinogenez siireci baslayabilmektedir. Ornegin, EGFR geninde
meydana gelebilecek bir delesyon mutasyonunun sonucu olarak EGFR tirozin kinaz
aktivasyonunun artisinin  sonucu olarak da hiicrenin asir1 derecede ¢ogalmasi

goriilebilmektedir.

Hiicre ici faktorlerin yaninda kanser gelisiminde rol oynayan ¢evresel etmenlerde
mevcuttur. Bunlara 6rnek olarak akciger kanseri gelisiminde sigaranin, deri kanseri
gelisiminde UV 151810, beyin tiimorii gelisiminde pestisitlerin rol oynadiklar1 yapilan

caligmalarla gosterilmistir.

Gilinlimiizde insanin hemen her organina 6zgii kanser tiirli saptanmistir. Ancak bu
kanser tiirleri cografik bolgelere, insan irklarina ve yasam kosullarina gore farklh
oranlarda gozlenmektedir. Genetik faktorlerin yaninda onceden de belirtildigi gibi
cevresel etmenlerde kanser gelisiminde rol oynamaktadir ve bu cevresel etmenler
insanlarm yasadiklar1 gevre kosullarma gore farklilk gdstermektedir. Ornegin hava
kirliliginin ¢ok oldugu bolgelerde yasayan insanlarda akciger kanseri riski daha

yiiksektir.

Akciger kanseri, Saglik Bakanligina bildirimi zorunlu bir hastalik olmasina ragmen
hala iilkemizde gercek kanser insidans bilinmemektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’
niin 2007 yilina ait kanser raporunda, diinya ¢apinda kanser oraninin hizla arttigi ve
2030 yilinda bu oranin daha da artarak 12 milyon kisinin kanserden dolay1 lebilecegi

bildirilmistir (webl).



Hastalik nedenli dliimler arasinda kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra 2.
sirada yer almaktadir. Tiim diinya ortalamasina bakildiginda akciger kanseri erkeklerde
birinci, kadilarda ise meme kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Ulkemizde
akciger kanserleri siklikla erkeklerde goriilmektedir. Fakat son yillarda kadinlarda
sigara tiryakiliginin artmasi bu oranin hizla degismesine neden olmustur ve kadinlarda
meme kanserinden sonra en sik goriilen kanser tipi haline gelmistir (Kligerman vd

2011).

Akciger kanseri gelisiminde tiitiin aligkanligi, genetik faktorler, yas, hava kirliligi,
cinsiyet ve diyete bagl faktorler rol almaktadir. Ancak akciger kanserinin bilinen en
Oonemli nedeni sigara i¢imidir. Aktif sigara kullanimi birinci risk faktoriiyken, pasif

sigara igiciligi ikinci risk faktortidiir.

Sigara i¢iciliginin yaninda ailesel yatkinlikta onemli bir akciger kanseri risk
faktoridiir. Hi¢ sigara kullanmamis ve ailesinde akciger kanseri oykiisii bulunan bir
kadinda akciger kanserine yakalanma riski aile dykiisii olmayanlara gore 2,8 kat daha

fazla oldugu yapilan galismalarla gosterilmistir (Williams ve Cummings 2000).

Normal bir hiicrenin siklusunun ve metabolizmasinin diizenlenmesinde biiylime
faktorleri ve reseptorleri 6onemli derecede rol almaktadirlar. Bu biiyiime faktorleri ve
reseptoOrlerini kodlayan genlerde meydana gelebilecek mutasyonlar hiicrenin anormal
cogalmasiyla sonuglanmaktadir. Bu biliylime faktorleri ve reseptorleri arasinda en

onemli yeri epidermal biiylime faktorii ve reseptorleri almaktadir.

Epidermal biiyiime faktor reseptor (EGFR) ailesi, sinyal yolaklarinin aktivasyonunu
saglayan ligand baglanmasmin ardindan aktive olduklarinda hiicre proliferasyonunu,
diferansiyasyonunu ve programli hiicre 6liimiinii gerceklestiren; normal hiicre gelisim
stirecinde rol almakla birlikte pek ¢ok kanser tiirlinde aktivasyonlari veya asiri
ekspresyonlar1 gosterilmis, tirozin kinaz reseptorleri ailesine iiye transmembran bir
reseptor ailesidir (Krause vd 2005). Bu reseptor ailesi tiyelerinde meydana gelen genetik

degisimler pek ¢ok kanser tiiriinde gosterilmistir.



Kiigiik hiicre dis1 akciger kanserlerinde (KHDAK) EGFR’nin tirozin kinaz
aktivasyonunun artis1 yaygin olarak gozlenen bir genetik degisimdir. EGFR’nin asiri
aktivitesine neden olan genetik degisimler arasinda goériilen EGFR VIII ve E746-A750
delesyon mutasyonlar1 ile L858R nokta mutasyonlar1 sik goriilen EGFR mutasyonlari

olup yapilan ¢alismamizda kullanilan mutasyonlardir.

EGFR’ 1n iki delesyon mutasyonu EGFR vlll ve E746-A750 ile nokta mutasyonu
L858R EGFR geninde yaygin olarak goriilen mutasyonlardir Bu mutasyonlar1 tagiyan
pzip EGFRVIII ekspresyon vektorii ile pc DNA 3.1 EGFR E746-A750 ve pc DNA 3.1
EGFR L858R ekspresyon vektorleri ¢alismamizda kullanilmistir.



2. KURAMSAL BiLGILER ve LITERATUR TARAMASI

2.1. Kanserin Tanim

Hiicre ¢ogalmasi, hiicre 6liimii gibi hiicrenin yasamsal aktivitelerinin diizenli bir
sekilde devam etmesi hiicrelerin ve dokularin devamliligini saglayan en 6nemli etkendir.
Canli organizmadaki tiim hiicreler belirli bir yasam siiresine sahip olup bu siirenin
dolmasmin ardindan o6lmeye programlanmislardir. Canli sistemlerde hiicrelerin
Omiirlerini tamamlamalarinin ardindan 6lmelerini kontrol eden mekanizmalar mevcuttur.
Ancak canlhida gerceklesebilecek bir molekiiler kargasa sonucunda bu sistemin
bozulmasi ortaya cikabilmektedir. Bu durumun sonucu olarak hiicrelerin kontrolsiiz ve
asirt cogalmasini takiben timor olusumu ve devam eden siirecte ise ilerleyen tiimoriin
¢evre dokulara zarar vermesi sonucu kanserlesme siireci baslamaktadir. Kisacasi kanser,
hiicrelerin asir1 ve zamansiz ¢ogalmalarina, immiin sistemden kagmalarina ve sonug
olarak daha uzak dokulara metastazlar olusturmalarina yol agan metabolik degisiklikler

gecirdikleri ¢cok adimli bir siiregtir (Merlo vd 2006).

2.1.1 Cok Asamah Kanser Gelisim Siireci

Kanserin gelisim siireci “karsinogenez” olarak adlandirilir. Karsinogenez,
homeostatik feedback mekanizmalara yanit veren normal hiicrelerin bu mekanizmalarin
kontroliinden ¢ikip, kontrolsiiz ve spontan olarak biiyiiyebilen ve komsu dokulara
invazyon yapabilen hiicre sekillerine doniismeleridir. Karsinogenez ¢ok agamali bir olay
olup baslangicinda bir genetik hasar yatmaktadir. Bu genetik hasar kansere yol agan
ajanlara ya da karsinojenlere maruz kalinmasiyla ortaya ¢ikabilir. Kimyasal madde,
radyasyon gibi karsinojenlerin veya viriislerin etkisiyle hasara ugrayan tek bir hiicre, bir
dizi olay zinciri sonrasinda timor gelisimine sebep olur (Williams ve Cummings 2000,
Cooper ve Goeffrey 2006, Kumar vd 2000).

Kanser olusumuna sebep olan genetik degisiklikler, kromozomal diizeyde ya da tek
bir niikleotid diizeyinde (tek ya da c¢oklu niikleotid degisimleri) olabilecegi gibi higbir

baz degisimi gerceklesmeksizin metilasyon ya da asetilasyon mekanizmalari ile de



olusabilmektedir (Williams ve Cummings 2000, Cooper ve Goeffrey 2006, Kumar vd
2000).

Proto-onkogen aktivasyonu ya da tiimor baskilayict gen inaktivasyonu, viral
onkogenler, epigenetik degisimler ve immiin sistemdeki bozukluklardan kaynakli olarak

ortaya ¢ikabilecek karsinogenez siireci ¢esitli basamaklardan olugsmaktadir (Sekil 2.1).

Acquired (environmental)| — | NORMAL CELL
DNA damaging agents:
* chemicals ) Successful
» radiation DNA repair
* viruses A
DNA Damage

Failure of | |nherited mutations in:
y DNA repair * Genes affecting DNA repair
= Genes affecting cell
p— growth or apoptosis

y

Mutations in the
genome of
somatic cells

el B

Activation of Alterations: of Inactivation of
growth-promoting genes that cancer suppressor
oncogenas regulate apoptosis genes

— [

Y

Expression of altered gene products
and loss of regulatory gene products

Clonal expansion
Additional mutations {progression)

Heterogeneity

Malignant neoplasm

Sekil 2.1 Cok asamali kanser gelisim siireci (web3)

Kanser gelisim basamaklarindan ilki tiimor olusumudur. Tiimér olusumu, bir tek
hiicrenin asir1 ¢ogalmasina neden olan genetik degisimlerin sonucudur. Hiicrenin asiri
cogalmasina paralel olarak klonal tiimor hiicrelerinden olusan hiicre toplulugu giderek
bliylir. Tiimoriin bliylimesi ve ilerlemesi ¢ogalan hiicrelerde yeni mutasyonlarin

gelisimiyle ortaya c¢ikmaktadir. Bunun sonucu olarakta hiicre hizli ¢ogalma gibi



yetenekler kazanmaktadir. ilerleyen tiimoriin ortam sartlar1 degisip, oksijen ve besin
miktar1 azalabilir ve biiyiimesi ¢evresindeki normal doku hiicreleri tarafindan
engellenebilir. Buna ragmen gecirdigi mutasyonlar sayesinde ortama iyi adapte olabilen
kanser hiicreleri boliinmeye devam eder ve gelismis lezyon baskin hale gecer. Boylece

timor artik biiylimeye baslar (Cooper ve Goeffrey 2006, Alberts vd 2002).

Timor, olusumunu takiben devam etmekte olan mutasyonlar ve diger genetik
degisimler nedeniyle biiyiiyen tiimor invazyon yapma gibi yetenekler kazanir. Ilerleyen
asamada bdliinen kanser hiicreleri immiin sistemden kagabilme ve metastaz yapabilme

Ozellikleri kazanir. Bunun sonucu olarakta kanser daha agresif bir nitelige sahip olur.

2.1.2 Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Kanser hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi, hiicre ¢ogalmasimi diizenleyen
mekanizmalar1 etkileyen degisikliklerin  birikmesinin  bir sonucudur. Kanser
hiicrelerinde, hiicrenin normal ¢ogalmasini, farklilagsmasini ve sag kalimini diizenleyen
mekanizmalarda anormallikler goriiliir. Tim bunlar bir araya geldiginde, kanser
hiicresinin karakteristik 6zellikleri malignitenin hiicresel diizeyde tanimlanmasini saglar.
Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi, kontakt inhibisyondan etkilenmez. Normal hiicrelerin
cogalmasin1 durduran sinyallere uymasi yerine, kanser hiicreleri kontrolsiiz ¢ogalma
davranigi sergileyerek hiicre yogunlugunun artmasina ragmen ¢ogalmaya devam ederler

ve kontakt inhibisyondan etkilenmezler.

Kanser hiicreleri, normal hiicrelerimizden farkli olarak daha diisiik miktarda biiylime
faktoriine ihtiya¢ duymaktadirlar. Ancak bazi durumlarda kanser hiicreleri ¢ogalabilmek
icin gerekli biiylime faktorlerini kendileri de salgilayabilmektedirler. Kanser hiicreleri,
normal hiicrelerden farkli olarak hiicre dis1 matriks bilesenlerini parcalayan ve komsu
dokunun igerisine yayilmasina olanak veren proteazlar ile anjiyogenezi hizlandiran
biiyiime faktorleri de salgilarlar. Kanser hiicrelerinin bir bagka genel 6zelligi ise normal
farklilagsma siirecinden ge¢mek yerine, siirekli aktif bicimde ¢ogalmalar1 ile uyumlu
olarak, farklilasmanin erken asamalarinda kalmalaridir. Kanser hiicrelerinin ¢ogunda
apoptoz goriilmediginden bu hiicreler normal hiicrelerden ¢ok daha uzun siire yasarlar.

Bu durumun da sonucu olarak tiimor gelisimi 6nemli Slgiide hizlanmaktadir. Bazi



kanser hiicreleri programli hiicre oliimiinden kagmalarina ek olarak, telomeraz
enziminin ekspresyonu sayesinde, sinirsiz replikasyon yetenegine de sahiptir. Boylece
anormal sag kalim ve cogalma yetenedi sayesinde kanser hiicrelerinin sinirsiz

¢ogalmalar1 miimkiin olur (Cooper ve Goeffrey 2006).

2.2 Kanser ve Genetik

Neoplastik hiicrelerde genetik aberasyonlar ilk kez 1914 yilinda ortaya atilan
“neoplazinin tek bir hiicre kazanilmig genetik degisimlerle olustugu” kavrami g¢ok
sayida deneysel veri ile desteklenmis olup, kanser formlariyla hiicresel boliinmeyi
kontrol eden normal genetik mekanizmanin bozulmasiyla karakterize edilmektedir.
Kanser hiicrelerindeki genetik degisimler hiicresel genomun fakli organizasyon
diizeylerinde gerceklesmektedir (Koktirk vd 2003). Hiicrenin boliinme, biiyiime ve
6limii gibi temel fonksiyonlar1 genler tarafindan kontrol edilir. Kanserin baslangict ve
gelisiminde farkli kanser tiirlerinde farkli genlerin rol oynadig: bilinmektedir. Bu grupta

yer alan genler;

Timor baskilayict ya da onkogen tiriinlerini kodlayan genler
Mitotik siklus diizenleyicilerini kodlayan genler
Kontakt inhibisyon olusumunda rol oynayan elemanlar1 kodlayan genler

Apoptoziste rol oynayan kompotentleri kodlayan genler

vV V V V V

Mutasyonlarin tanimlanmast ve DNA hasarinin onarilmasinda gorev alan

kompotentleri kodlayan genler

Farkli kanser tiirlerinin gelisiminde bu genlerde meydana gelebilecek olasi
degisimlerin rol oynadigi literatiir tarafindan da desteklenmektedir. Bu veriler bir
kanserin sporadik olaylardan dolayr bireyde gozlenmesine ya da herediter bir 6zellik
gostererek ailede bazi bireylerde tekrar etmesine bakilmaksizin kanser genetik orjini
olan bir hastaliktir varsayimmi da dogrulamaktadir (Cooper ve Goeffrey 2006,
Nussbaum vd 2006).

Kanser ile diger genetik hastaliklar arasinda iki temel farklilik bulunmaktadir.

Bunlarda ilki kanserin genellikle somatik hiicrelerde meydana gelen olasi genetik



degisimlerin sonucu ortaya ¢ikmasidir. Buna karsin diger genetik hastaliklar germ
hiicrelerini de etkileyen bir genetik degisim sonucu ortaya cikarak nesilden nesile
aktarilabilinirler. ikinci temel farklilik ise kanserin tek bir mutasyon sonucu ortaya
citkmamasidir. Kanser olusumu i¢in kanserin tipine bagli olarak birden fazla

mutasyonun birikimi gerekmektedir (Lodish vd 2000).

Kanser her ne kadar somatik hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar ile meydana
gelsede germ hiicrelerinde meydana gelen bazi mutasyonlar kanser gelisme olasiligini
arttirabilmektedir. Bu mutasyonlar neoplastik kanser gelisiminin baslangicin
olusturular. Germline neoplastik tasiyicis1 bireylerde kansere yatkinlik artar ve kanser

daha erken yaslarda ortaya ¢ikar (Vert vd 2006).

Kanser gelisimi bir kez basladiginda, sitogenetik yapinin korunmasindan ve DNA’
da olusabilecek hasari tamirden sorumlu hiicresel mekanizmalar1 kodlayan DNA tamir
genlerindeki mutasyonlarda giderek bir artis gostererek kanser gelisimine katkida
bulunurlar (Pateras vd 2006).

2.3 Kanser Gelisiminde Rol oynayan Genler ve Fonksiyonlari

Giiniimiizde karsinogenez asamasinda rol oynayan 100’ {in {izerinde gen
tanimlanmistir. Buna ragmen kesfedilmeyi bekleyen pek ¢ok genin oldugu da on

goriilmektedir.

Hiicrenin boliinme, biiyiime ve olimii gibi fonksiyonlarini denetleyen genlerde
meydana gelen degisimler kanser gelisimine neden olmaktadir. Kanser gelisiminde rol
oynayan genler; timor baskilayict genler, onkogenler ve DNA tamirinde rol oynayan
genler olarak tanimlanmiglardir (Vert vd 2006).

Kanser hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalma istegi ve invaze olabilme yetenegi kanser
gelisiminde rol oynayan genlerde ve onlarin rol oynadigi mekanizmalarda ortaya ¢ikan
sorunlardan dolayidir. Bu genler normal bir hiicrenin programlanmis hiicre 6liimiiniin
ve hiicre siklusunun kontroliinde rol oynamaktadirlar. Kanser gelisimine neden olan

mutasyonlar siklikla hiicrelerin apoptozis ve hiicre siklusunun kontroliinde rol oynayan



genleri etkileyebilmektedir. Karsinojenik mutasyonlar sonucunda hiicre anormal
cogalmakta ve biriken mutasyonlarin ardindan invazyon ve metastaz yapabilme

yetenekleri kazanmaktadir (Strachan ve Andrew 1999).

2.3.1 Tiimér Baskilayic1 Genler

Timor baskilayict genlerin kontrolsiiz hiicre proliferasyonunu kontrol etme ve
inhibe etme yetenegi vardir. Bu yetenegi ancak ilgili genin iki alelinde de degisim
olmast durumunda kaybolur. Bu durumu ifade eden hipotez, “Knudson hipotezi” olarak
adlandirilmigtir. Glinltimiizde bu goriis tek bir tiimor baskilayici genin iki kopyasinin da
fonksiyon kaybina neden olan hem herediter hem sporadik kanserler i¢in kabul edilen

bir model olusturur.

Retinoblastoma yatkinlik, dominant bir karakter olarak tasindigi halde, yatkinlik
geninin varligl retinoblastom gelismesi i¢in yeterli degildir. Duyarlilik geni hastanin
tiim retina hiicrelerinde bulundugu halde, bunlarin sadece bir kisminda ortaya ¢ikiyor
olmast Knudson hipotezini dogrular niteliktedir. Bu duruma gore retinoblastom
gelismesi i¢cin Rb tiimoér baskilayict geninin iki saglam kopyasmin da ortadan
kaybolmas1 gerekmektedir. Iki alelden birinin varligi bile retinoblastom gelisimini
engellemektedir. Bu sekilde Rb geninin tiimor baskilayici bir gen oldugu ortaya
¢ikmistir. Rb’ nin tiimo6r baskilayict bir gen olarak tanimlanmasindan sonra pek ¢ok

kanser tiiriiyle iliskili yeni tlimor baskilayict genler tanimlanmustir.

Rb’ nin ardindan tanimlanan tiimor baskilayict genlerin kodladigi proteinler,
hiicrenin ¢ogalmasini ve sagkalimini baskilayabilmektedir. Bu yilizden tiimor baskilayici
genlerin inaktivasyonu, negatif diizenleyici olarak gbrev yapan bu proteinleri ortadan
kaldirarak tiimor gelisimine neden olur. Pek c¢ok kanser tiiriinde bu tiimor baskilayici

genlerin rol oynadig1 yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Tablo2.1)
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Tablo 2.1 Bazi timdr baskilayici genler ve rol aldigi kanser tiirleri

Gen

Kanser Tiirt

APC (Adenomatous polyposis coli)

Kolon/rektum karsinomu

BRCAL (Breast cancer 1)

Meme ve over karsinomlari

BRCA2 (Breast cancer 2)

Meme karsinomu

INK4 (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A)

Melanom, akciger karsinomu, beyin
tiimorleri, 16semiler, lenfomalar

NF1 (Neurofibromin 1)

Norofibrosarkom

NF2 (Neurofibromin 2)

Meningiom

p53

Beyin tiimorleri, meme, kolon/rektum,
0zofagus, karaciger ve akciger
karsinomlari, sarkomlar, 16semi ve
lenfomalar

PTC (Patched gene)

Bazal hiicreli karsinom

PTEN (Phosphatase and tensin homolog
deleted on chromosome ten)

Beyin tiimorleri, melanom,
prostat,endometrium, bobrek ve akciger
karsinomlari

Rb (Retinoblastoma)

Retinoblastom, sarkom, mesane, meme
ve akciger karsinomlari

Smad2 (Sma- and Mad- related gene 2)

Kolon/rektum karsinomu

Smad4 (Sma- and Mad- related gene 4)

Kolon/rektum karsinomu, pankreas
karsinomu

T AR 1l (TGF-B type II receptor)

Kolon/rektum karsinomu, mide
karsinomu

VHL (von Hippel-Lindau)

Renal hiicreli karsinom

WT1 (Wilm tumor 1)

Wilms timori

2.3.2 Onkogenler

Onkogenlerin kdkeni hakkinda ilk ipucu, yiiksek derecede onkojenik viriislerin

izolasyonu sonucu elde edilmistir. Retroviral onkogenlerin olusmasina Onciiliilk eden

genlere protoonkogen adi verilmistir. Bunlar hiicrede énemli rol oynayan, genellikle

hiicrenin normal ¢ogalmasin1 denetleyen sinyal yollarinda gdrev yapan genlerdir.

Onkogenler ise protoonkogenlerin anormal ya da mutant eksprese olan sekilleridir.
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Protoonkogenler sinyal iletimini, hiicresel farklilasmay1 ve hiicre proliferasyonunu
kontrol eder. Sinyal iletimi karmasik ve ¢ok asamali bir sekilde hiicre membranindan
baslayip, sitoplazmaya ve niikleusa kadar gider. Normal hiicre farklilasmasi ve
proliferasyonu i¢in pozitif ve negatif feed back mekanizmalariyla protoonkogen

tiplerinin ¢esitliligi onemlidir.

Protoonkogenler, protein {lriinleri, temel biyolojik olaylar1 diizenleyen ve evrim
boyunca yiiksek oranda korunmus genlerdir. Protoonkogenler sinyal iletiminde 3 temel

noktada gorev yapar:

1. ATP’nin fosfat grubunun transferi ile proteinlerin serin, treonin ve tirozin
aminoasitlerinin fosforilasyonunu saglar. Bdylece protein konfigiirasyonunda degisiklik
yaparak proteinin kinaz 6zelligini aktive eder ve sinyal iletimini saglayan proteinler igin
bir baglanma boélgesi olustururlar. Bu durum EGFR (Epidermal biiylime faktor reseptor)
ailesi protoonkogenleri i¢in bir 6rnektir.

2. RAS ailesi protoonkogenleri GDP/GTP dongiisiinde araci olarak rol
almaktadirlar

3. Niikleus icine yerlesmis olan proteinleri kapsar. Bunlar gen ekspresyonu, DNA

replikasyonu ve hiicre dongiisiiniin kontroliinde rol almaktadirlar (Peter ve Sian 2005).

2.3.2.1 Onkogenlerin Aktivasyon Mekanizmalari

Protoonkogenlerde meydana gelen olast genetik degisimler onkogenlerin
aktivasyonunu etkiler. Bu genetik degisimler hiicre i¢in bir biiyiime avantaji
saglamaktadir. Insan neoplazmilerinde yer alan onkogenler ii¢ genetik mekanizma ile
aktive olmaktadir. Bunlar; kromozom yeniden diizenlemeleri, delesyonlar ve nokta

mutasyonlar1 ve gen amplifikasyonlar1 olarak tanimlanmigtir.

Bu mekanizmalar protoonkogen yapisinda farkliliklara neden olabilecegi gibi
ifadelerinde de bir atisa neden olabilir. Ciinkii neoplazi ¢ok asamali bir siirectir.
Mekanizmalardaki bir ya da birden fazla degisiklik, kanserle ilgili genlerin sayisindaki

degisimlere ve bu sekilde tiimor gelisimine neden olmaktadir. Neoplastik fenotipin
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tamamen aktarimi metastaz kapasitesiyle iliskilidir. Genellikle bu tablo protoonkogen

aktivasyonu ve tiimdr baskilayict genlerin inaktivasyonu ile birlikte gerceklesmesiyle

olusur (Kufe vd 2003).

2.4 Akciger Kanserleri

WHO’ un 2008 yilina ait kanser raporunda global kanser oraninin hizla arttig1 ve
2030 yilinda, bu oranmn daha da artarak 15 milyon kisiyi etkileyebilecegi
ongoriilmektedir. Bu rapora gore 2030 yilinda yaklasik olarak yillik 26,4 milyon yeni

kanser vakasi beklenmektedir.

Akciger kanseri, tim diinyada mortalitesi en yiiksek kanser tiiriidir ve
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra 6liim nedenleri arasinda 2. sirada yer almaktadir.
Tiim diinya ortalamasina bakildiginda Akciger kanseri erkeklerde birinci, kadinlarda da

meme kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir (Grenle vd 2000).

2.4.1 Histolojik Siniflandirma

Patolojik olarak akciger kanserinde 4 ana histolojik grup bilinmektedir: Skuamoz
hiicreli (epidermoid) karsinom, adenokarsinom, biiyiik hiicreli karsinom ve KHAK
(kiigtik hiicreli akciger kanseri). Hiicre tipi hem tedavi hem de prognoz ile yakin
iliskilidir. KHAK diger tiplerle karsilagtirildiginda belirgin olarak farkli davrandigi igin,
klinisyenler akciger kanserini KHAK ve kiigiik hiicre dist akciger kanseri (KHDAK)

olarak iki grupta siniflandirmaktadirlar.

Akciger karsinomlart histopatolojik o6zellikleri agisindan heterojen bir grup
olusturmaktadirlar ~ (Sekil ~ 2.2). Histopatolojik  siniflamanin  temeli  hiicre
diferansiyasyonuna dayanmaktadir. Ancak son yillarda immiinohistokimyasal,
ultrastriiktiirel ve genetik c¢alismalarin yardimiyla pek c¢ok tiimoriin ¢ikis hiicresi
lizerinde farkli goriisler olusmustur. lyi diferansiye tiimérler disinda, az diferansiye

tiimorlerde % 40’a varan tanisal uyusmazlik goriilmektedir (web2).



'KUGUK HUCRELI
KARSINOM

Sekil 2.2 Akciger kanseri histolojik alt t1pler1n1n Hemotoksilen-Eozin boyama

goriintiileri

2.4.2 Etyoloji

Primer akciger kanserinde rol oynadigi diisiiniilen ve biiyiik oranda kabul edilen
faktorler:
Tiitlin aligkanligt
Genetik faktorler
Yas
Cinsiyet
Irk ve cografik dagilim
Diyete bagl faktorler

V V.V V V V VY

Hava kirliligi basliklar1 altinda toplanabilmektedir

Bu faktorler arasinda tiitiin aliskanligi ve ozellikle sigara belirgin bir sekilde 6ne
cikmaktadir. Sigaranin kansere yol agabilecegi cesitli ¢aligmalarda kesin olarak

gosterilmistir (Kaneko vd 1986, Newcomb vd 1992). Bu ¢alismalar, klinik gozlemlerin
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ve olusturulan istatistiksel verilerin 15181nda sigara dumani ve katrandaki, toksik ve
karsinojen maddelerin varligini ortaya koyan, bu maddeler ile akciger kanseri arasinda

dogrudan iliski bulmus ¢alismalardir (Gozii 2001).

Sigara dumani, partikiil ve gaz fazindan olusur. Her iki fazda 4000’den fazla
kimyasal ve yaklasik 40 karsinojen madde saptanmistir. Sigara dumanindaki en belirgin
karsinojenler; nitrozaminler, aseton, akrolein, mekloretamin, benzen, biitan, siyanid,
sebest radikaller, hidrazin vb. karsinojenik maddelerdir. Nikotin karsinojen olmamakla
beraber bagimlilik yapmasi ve toksik oOzellikte olmasi ile sigaradaki en etkin

maddelerden biridir ve akciger kanseri gelisimini dolayli olarak desteklemektedir.

Sigara igenlerde akciger kanseri goriilme orani, hi¢ igmeyenlerden 10-15 kat daha
yiikksek bulunmus olup giinde bir paket sigara tiikketimi bu oran1 20-25 kata kadar
cikarmaktadir (Atalay vd 1999). Akciger kanserlerinin histolojik alt gruplart iginde
sigara i¢imi ile en giiclii iliski skuamoz hiicreli karsinom ve kii¢lik hiicreli akciger

karsinomu arasindadir (Morabia vd 1970).

2.4.3 Evreleme

Evreleme; analitik, terapdtik ve prognostik amaclarla bir hastaligin  benzer
seviyelerdeki hastalarin1 gruplandirmak icin bir kisideki hastaligin yaygmliginin
belirlenmesidir. Akciger kanserinde en 6nemli prognostik faktor tiimoriin evresi olup
ikinci  swrada  histopatolojik  hiicre  tipi  gelmektedir. ~ Akciger kanserinin
evrelendirilmesinde kullanilan TNM ( T: Primer timor; N: Bolgesel lenf bezleri; M:
Metastaz durumu) evreleme sistemi hastaligin anatomik yaygmligini gosteren 6enmli
bir rehber olup, elde edilen rdlatif derecelendirme primer akciger malignitesi olan tiim

hastalara uygulanabilmektedir.
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Tablo 2.2 Akciger kanserlerinin DSO’niin siniflandirilmasi

Akciger Kanseri Insidans
Kiigiik hiicreli akciger kanserleri %20
Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserler %75
e adeno kanser %35
e skuamoz hiicreli kanserler %30
e Dbiiyiik hiicreli kanser %10
Digerleri %5

e karsinoid tiimorler

e pulmoner lenfoma

e mukoepidermoid karsinoma
e adenoid kistik karsinoma

e Sarkomlar

Akciger kanserleri uluslar arasi kabul gérmiis tiimor, nodiil ve metastaz (TNM)

sistemine gore siiflandirilmaktadir. Buna gore;

PRIMER TUMOR (T) Tx: Primer tiimériin belirlenememesi veya balgam ya
da brons lavajinda maling hiicrelerin tespit edilip goriintiileme teknikleri ya da
bronskopi ile tiimoriin gosterilmemesi

TO: Primer tiimor belirtisi yok

Tis: Korsinoma in situ

T1: En genis ¢api< 3 cm, akciger veya visseral plevra ile ¢evrili, bronskopik
olarak lop bronsundan daha proksimale (ana bronsa) invazyon gdstermeyen tiimor.
(6rnegin: ana bronsda olmayan)

T2: Tiimoriin asagidaki 6zelliklerden en az birine sahip olmast:

- En genis ¢apr> 3 cm,

- Ana brons invaze ancak ana karinaya uzaklik>2 cm,

- Visseral plevra invazyonu

- Hiler bolgeye ulasan ancak tiim akcigeri kapsamayan atelektazi yada obstriiktif
pndémoni

T3: Timoriin herhangi bir biyiikliikte olup gogiis duvart (stiperior sulkus
timorleri dahil), diyagrafma, mediastinal plevra, perikard gibi yapilardan herhangi
birine direkt invazyon gdstermesi; veya karinaya 2 cm den daha yakin ancak karinayi
tutmayan ana bronstaki tiimor; veya biitiin bir akcigeri kapsayan atelektazi veya

obstriiktif pndmoni ile birlikte olan timor
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T4: Timoriin herhangi bir biiylikliikte olup mediasten, kalp, biiyiik damarlar,
trakea 6zofagus, vertebral kolon, karina gibi yapilardan herhangi birini invaze etmesi,
veya malign plevral veya perikardiyal siv1 ile birlikte olan tiimor; veya tiimorle ayni lob
i¢inde satellit tiimor nodiil ve nodiilleri

BOLGESEL LENF NODU (N)

Nx: Bolgesel lenf bezlerinin degerlendirilememesi

NO: Bolgesel lenf bezi metastazi yok

N1: Ayni taraf peribronsiyal ve/veya ayni taraf hiler lenf bezlerine metastaz ve
primer tlimoriin direkt yayilmasi ile intrapulmoner bezlerin tutulmasi

N2: Ayni taraf mediastinal ve/veya subkarinal lenf bezlerine metastaz.

N3: Kars1 taraf mediastinal, hiler, ayn1 veya kars1 taraf supraklavikular veya
skalen lenf bezi metastazi

UZAK METAZTAZ (M)

Mx: Uzak metastaz varliginin degerlendirememesi

MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var

EVRE TNM ALT GRUBU

Occult karsinom TXNOMO
0 (karsinoma in situ) TisNOMO
1A TINOMO
IB T2NOMO
A TINIMO
1B T2N1MO
T3NOMO
A T3N1MO
TIN2MO
T2N2MO
T3N2MO
1B TANOMO
T4N1IMO
T4N2MO
TIN3MO
T2N3MO0
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T3N3MO
T4N3MO
v Herhangi T Herhangi N M1

2.5 Invazyon ve Metastaz

Invazyon, neoplazm gosteren hiicre ya da hiicre grubunun proliferasyon veya hiicre
gocli yoluyla bulundugu bolgeye komsu olan dokuya penetre olarak isgal etmesi olarak
tanimlanirken, metastaz; uzak dokularda, timor ile devamliligi olmayan sekonder
implantlarin gelismesi olarak tanimlanir. Genel olarak daha anaplastik ve daha biiyiik
primer neoplazm daha ¢ok metastatik yayilim oOzelligindedir, ancak istisnalar
bulunmaktadir (Kumar vd 2003).

Kanser hiicrelerinin kontrolsiiz biiylimeleri devam ederken bulunduklar1 dokuda
diger dokular1 itmeye baglarlar. Bu siirecte mutasyonlar da devam etmektedir. Kanser
gelisiminin ilk asamalarinda anormal derecede ¢ogalan hiicrelerin arasindaki baglanti
yapilari da bozulmaktadir. Ornegin, kanser hiicrelerinde bir yapilan arastirma da
kadherin ailesinden E kadherinin ifadesinin azaldigi ve N kadherinin ifadesinin arttig1
gosterilmistir (Bogenrieder ve Herlyn 2003). E kadherin ifadesini kaybetmis olan kanser
hiicresi, bazal laminaya aS5(B3 integrin proteini ile fibronektin araciligiyla tutunmaktadir
(Demuth ve Berens 2003). Bu tutunma hareketi sabit olmayip, E kadherin ifade kaybi
nedeni ile zayiflayan hiicre-bazal lamina baglantisinin sonucu olarak hiicre hareketliligi
kazanmis olan kanser hiicresi amoboid hareket yapmaktadir. Bu harekeliligi aktin
proteinin yeniden organize olmasi sonucu olusan yalanci ayak, fillipoda ve lamellipoda
olusumlari ile saglamaktadir. Sitoplazmada ise miyozin kasilmalari ile hiicre hareketini

gerceklestirmektedir (Sahai 2005).

Bu hareketlilikten sonra hiicre ekstraseliiler matrikse ulasir. Buradaki bariyeri ise
matriks metalloproteaz ve plazmin gibi proteazlarin yardimiyla asar (Bogenrieder ve
Herlyn 2003). Kanser hiicrelerinde matriks metalloproteaz inhibitoriiniin  ifade
edilmedigi dolayisiyla matriks metalloproteazlarin asir1 ifadesinin oldugunu gosteren
yayinlar mevcuttur (Bogenrieder ve Herlyn 2003). Ayrica iirokinaz reseptoriine bagl

olarak hiicrede plazmin artis1 olmaktadir (Bogenrieder ve Herlyn 2003). Bu iki proteaz



18

ekstraseliiler makriksin par¢alanmasina dolayisiyla kanser hiicrelerinin ekstraseliiler

matrikste ilerlemesine neden olmaktadir (Sekil 2.3).

Karsinoma in situ

Tumor invazyonu

(o R e Integrinler |—
° TR -
R0 38 Bazal
Anjiogenez *| membran

ECM

Damar icine gecis

Trombosit ve 16kositlerle
birlesme

Damar disina ¢cikis ve
yerlesme

Metastaz

Sekil 2.3 Invazyon ve Metastaz asamalari ( Jin ve Varner 2004)

Ekstraseliiler matrikste bulunan kanser hiicresi damar endoteline ulastiginda tiimér
iligkili makrofaj (tumor assosoiated macrophage) ile arasinda parakrin bir ilmik olusur.
Timor iliskili makrofaj epidermal biiyiime faktorii salgilarken bunu epidermal biiyiime
faktor reseptorii ile alan tiimor hiicresi hepatosit bliylime faktorii salgilar ve makrofaj
bunu C-met (hepatosit biiyiime faktor reseptorii) ile alir (Sahai 2005). Bu da kemokinin
12 ya da SDF-1 olarak bilinen proteininin ifade edilmesine neden olur. SDF-1, invazyon
indiikleyicisidir (Sahai 2005). Bu parakrin ilmik olusumu ile hiicre endotelden damar

icine ekstravaze olur.

Damar igine ekstravasyon yapan tiimor hiicresi, alt ana toplardamarda ise karacigere,
ist ana toplar damar veya lenf damarlarinda ise akcigere metastaz yapar. Damar i¢inde
savunma hiicresinden kagmak icin ise trombositler ile kendine bir 6rtli yapan timor

hiicresi emboli olusturur bu yap1 dar yatakli organlardan gecgerken kilcal damarlara
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takilir ve buradan tekrar invazyon yaparak tutundugu organa metastaz yapar (Sahai
2005).

Tim bu silireg tiimor hiicresinin ugradigt mutasyonlara baghh oldugu kadar
bulundugu ortamda var olan mikro ¢evre ile de iliskilidir (Bogenrieder ve Herlyn 2003).
Invazyon yetenegi kazanmis olan hiicreler bulunduklar1 doku ya da organa gore farkli

bolgelere metastaz yapabilme 6zelligindedirler (Sekil 2.4).

Melanoma siklikla Pl /i
akcigere metastaz

\ Meme kanseri siklikla
yapar R P

| lenf dagimd, kemik,
I— karaciger ve akcigere

Kolorektal kanser
siklikla karacigere
metastaz yapar

metastaz yapar

Yumurtalk
karsinomu siklikla
| peritoneal bosluga

\ \
\ L metastaz yapar

[

p Ny & | . |
“] e "l | VN
":M J' l ’ "IJ 'l .' [ '\.__\\ / ‘\i\ll
¥ |V [ | ‘
Prostat kanseri A H | " ' Mo Ssivikal kanser
rsr:iéltl:Isétlakzen:g:r ‘.. .,-" \ | " siklikla lenf
yap II lI |' ur,—,( ll dugumlerine

metastaz yapar

Sekil 2.4 Cesitli kanser tiirlerinin metastaz 6zellikleri

Akciger kanserinin multi-organ metastazinin mekanizmalarin1 belirlemek i¢in bazi
metastaz modelleri gelistirilmistir (Nugent ve lozzo 2000). Akciger kanseri siklikla
kemik, akciger (diger bolgeleri), beyin ve karaciger gibi cesitli organlara metastaz
gerceklestirir. Organ lokalizasyonlar1 géz oniine alindiginda beyin metaztaz1 en ciddi
problemlerden biridir. Ciinkii hastanin yasam kalitesini sinirlandirmaktadir ve ¢esitli

antikanser uygulamalar1 agisindan tedavi edilmesi ¢ok giigtiir (Seiji vd 2003).
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2.6 Hiicre Yiizey Reseptorleri ve Biiyiime Faktorleri

Hiicrelerin tiimii bulunduklar1 ortamdan sinyal alirlar ve bu sinyallere bir yanit
verirler. Hiicreler arasi sinyal iletimi, bir hiicrenin ylizeyinde eksprese edilen veya
saliman sinyal iletim molekiillerinin, bir diger hiicrede eksprese olan reseptorlere
baglanmasi ile gergeklestirilir. Birgok sinyal iletim molekiiliiniin kendine 6zgii reseptore
baglanmasi ile hiicre metabolizmasini, sag kalimini ve farklilasmasini iceren, hiicresel

fonksiyonlar1 diizenleyen bir reaksiyon zinciri bagslamaktadir.

Hiicreler arasindaki bilgi aktariminit pek ¢ok farkli tipte molekiil saglamaktadir.
Reseptorler hiicreler tarafindan eksprese edilsede yapt ve fonksiyon acgisindan
farkliliklar gostermektedirler. Sinyal iletim molekiillerinin hedef hiicrelerdeki etki
yollar1 birbirinden farklidir. Bazi sinyal iletim molekiilleri plazma zarindan kolaylikla
gecebilir ve sitoplazmadaki veya niikleustaki hiicre i¢i reseptorlerine baglanabilir iken

bazi reseptorler ise hedef hiicre yiizeyinde bulunmaktadir.

Hiicre sinyal iletimi, ya bir hiicrenin komsusu ile dogrudan etkilesimi ya da
salgilanan sinyal iletim molekiilleri ile ger¢eklesir. Bunlar disinda hiicrelerde komsu
hiicrelerin ylizeyindeki sinyal iletim molekiilleriyle etkilesime giren ¢esitli hiicre ylizey

reseptorlerine de sahiptirler

Biiylime faktorleri, afinite gosterdikleri hiicre membran reseptorlerine spesifik
olarak baglanan, normal hiicre proliferasyonunu uyaran, ¢ok az miktarlar1 dahi hiicresel
aktiviteleri etkileyebilen polipeptitlerdir. Polipeptit biiylime faktdrlerinin hiicre
proliferasyonu kontroliindeki kritik rollerinden dolayr biiyiime faktorii sinyal
iletimindeki anormallikler pek c¢ok kanser tipini de iceren c¢ok sayida hastaligin

nedenidir (Goustin vd 2006).

Biiylime faktoriiniin kendine 6zgiil reseptoriine baglanmasi ardindan hiicre iginde
0zgiin bir cevaba neden olan bir seri sinyal ortaya ¢ikar. Etki ¢cogunlukla tirozin kinaz
uyarilarak saglanir ve her hiicrenin farkli biiylime faktorleri icin farkli sayida

reseptorleri bulunmaktadir.
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endokrin veya parakrin

» Endokrin yolla etkileyen faktorler hedef hiicreye kan yoluyla gider ve uzak

dokulardaki hiicreleri de etkiler.

» Parakrin yol ile etkilesimde bir hiicreden salinan bir molekiiliin komsu hedef

hicreleri etkilemektedir.

» Bazi hiicreler ise kendi irettikleri sinyal iletim molekiillerine yanit

verebilmektedirler. Bu sekilde sinyal iletimine otokrin sinyal iletimi adi

verilmektedir.

Polipeptit yapisindaki biliyiime faktorleri organizmada farkli hiicre gruplar

tarafindan salgilamip birbirlerinden farkli islevlerde rol almaktadirlar. Ornegin; FGF

(Fibroblast Biiylime Faktorii) fibroblast ve endotel hiicrelerinin ¢ogalmasinda, NGF

(Sinir Biiyiime Faktorii) néron hiicrelerinin ¢ogalmasinda, TGF-f (Transforme edici

Biiyiime Faktorii) trombosit, makrofaj, kemik dokusu hiicreleri gibi hiicrelerin

cogalmasinda onemli rol oynamaktadirlar. Tablo 2.3’ te bu biiyiime faktorleri disinda

diger biliylime faktorlerinin kaynaklart ve gorevleri belirtilmistir.

Tablo 2.3 Cesitli bityiime faktorlerinin kaynaklart ve gorevleri

Biiyiime Faktorii

Kayna

Gorevleri

Trombosit-kaynakl bityiime faktorii

(Platalet-derived growth factor,
PDGF)

Trombositler, makrofajlar
endotel hiicreleri, diiz kas
hiicreleri

Fibroblast proliferasyonu
notrofil ve makrofaj
kemotaksisi ve proliferasyonu,
anjiogenez

Transforme edici biiylime faktorii
beta (Transforming growth factor 3,

Trombosit, n6trofil, lenfosit,
makrofaj, birgok doku ve hiicre

Fibroblast proliferasyonu,
kemotaksis indirekt

TGF-B) anjiogenez, diger bilyiime
faktorlerinin etkilerine yardim
Epidermal biiylime faktorii Trombositler, tikriik, idrar, Epitel hiicre ve fibroblast

(Epidermal growth factor, EGF)

anne siitli, plazma

proliferasyonu ve graniilasyon
dokusu olusumunun
uvarilmasi

Transforme edici biiyiime faktorii
alfa (Transforming growth factor o,

TGF-a)

Aktive makrofajlar , trombosit,
keratinosit, baz1 dokular

EGF'ye benzer
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Interlokinler
(Interleukins 1-2, IL-1,2)

Makrofaj, lenfosit, birgok doku
ve hiicre

Fibroblast proliferasyonu,
kollajenaz, notrofil
kemotaksisi

Tiimor nekroz faktorii (Tumor
necrosis factor, TNF)

Makrofaj, mast hiicresi, T
lenfositler

Fibroblast proliferasyonu

Lokosit kaynakli biiyiime faktorii Makrofaj, mast hiicresi T Bag dokusu hiicreleri i¢in
(Leucocyte derived growth factor, lenfositleri kemoatraktan ve mitojen
LDGF)

Bag dokusu biiyiime faktorii Endotel hiicreler, fibroblastlar  |Bag dokusu hiicreleri i¢in
(Connective tissue growth factor, kemoatraktan

CTGR) ve mitojen

Fibroblast biiyiime faktorleri
(Fibroblast growth factors, FGF)

Beyin, pitiiiter bez, makrofaj
diger doku ve hiicreler

Epitel hiicre ve fibroblast
proliferasyonu, matriks
depolanmasini uyarir,
anjiogenez, yara
kontraksiyonu

Keratinosit biiylime faktorleri
(Keratinocyte growth factors, KGF)

Fibroblastlar

Epitel hiicre proliferasyonu

Insiilin benzeri bityiime faktorii 1
(Insiilin-like growth factor-1, IGF-1)

Karaciger, plazma,
fibroblastlar

Siilfat proteoglikanlar ve
kollajen sentezini, fibroblast
prolifersyonunu uyanr

insan bilyiime hormonu (Human
growth hormone, HGH)

Pitiiiter bez, plazma

Anabolizma, IGF-1 'i uyarir

Interferonlar
(Interferons, IFN)

Lenfositler, fibroblastlar

Fibroblast proliferasyonu ve
kollajen sentezinin
inhibisvonii

2.6.1 Epidermal Biiyiime Faktorii ve Reseptor Ailesi

EGF ilk kez 1962 yilinda Dr. Stanley Cohen tarafindan erkek fare submandibular

tiikkiiriik bezinden izole edilmistir. Cohen erkek fare submandibular tiikiiriik bezinde

Sinir Biliylime Faktorii (NGF) izole etmeye calisirken bu bezlerden elde ettigi ekstrenin

yeni dogan farelere enjekte edildiginde erken dis slirmesi ve erken goz kapaginin

acilisima neden oldugunu gozleyerek etken maddeyi izole etmis ve bu maddeyi

epidermisin hizlandiric1 etkisinden dolayr Epidermal Growth Factor (EGF) adim

vermigstir (Cohen 1962).

EGF aminoasit dizisinde lizin, fenilalanin ve alanin bulundurmayan ve 53

aminoasitten olugmus tek zincirli bir polipeptittir. 6000 Da molekiil agirligina sahip,
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bir¢ok dokuda reseptdrleri olup, epitelyal ve mezotelyal kokenli hiicrelerde mitojenik
bir polipeptittir (Das 1982). Molekiiliin bir ucu NH2 grubu, diger ucu ise COOH grubu
ile sonlanmaktadir ve li¢ adet disiilfit bag1 icermektedir. Bu disiilfit baglar1 EGF’ in
biyolojik aktivitesi i¢in ¢cok gereklidir.

EGF, farklilasma ve biiylimeyi etkileyerek organizmanin gelisiminde rol oynar.
Ayrica EGF, etkili oldugu hiicrelerde iyon alinimi, glikolizis, DNA ve RNA ile protein
yapimint arttirict 6zellik gostermektedir (Nave vd 1985, Pratt vd 1987)

EGF gibi biiyiime faktorlerinin pek ¢ok kanser tiiriiniin patogenezinde rol oynadigi
onceki yillarda yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir (Sporn ve Roberts 1987). Farkli
biiyiime faktorii molekiilleri ve reseptorleri kanser hiicrelerinin otonom ¢ogalmasinda
rol almaktadir. EGF familyasina ait peptit biiylime faktorleri cesitli kanser tiplerinin
patogenez ve progresyonunda rol almaktadir. Ayrica EGF ligand/reseptor sistemi erken
embriyonik donemde deri, bobrek vb. dokularin yenilenmesinde rol oynamaktadir

(Salomon vd 1995, Normanno vd 2001).

Ligands

Receptor
damers

Adaptors
& enzymes

Cascades

Transcription
factors

Apoptosis Migration Growth Adhesion Differentiation

Sekil 2.5 Epidermal biiyiime faktor reseptor ailesi sinyal iletimleri ( Yarden 2001)

EGEFR proteini, 7p12 kromozom bdlgesinde lokalize olan ve 28 ekson igeren EGFR

geni tarafindan sentezlenen 1186 aminoasitten olusan 170 kDa biiytikliigiinde
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transmembran bir glikoproteindir (Sekil 2.6) . Ligandlarin taninmasi ve baglanmasini
saglayan bir ekstraseliiler altbirim, hidrofobik 6zellige sahip membran iginde diger
reseptorlerle iligkileri saglayan bir transmembran altbirim ve EGFR geninin 18. ve 24.
Eksonlarinca kodlanan protein tirozin kinaz aktivitesine sahip bir bir intraseliiler alt

birimden olusmaktadir (Miller 2008).

Tirozin kinaz bélges:

Ligand Ligand

baglama bolges baglama bélgesi
s 17 824 25.28
ekzonlan : i8S i =
2 s 7 13
Transmembran bélgesi Otofosforilasyon balges:

Sekil 2.6 EGFR ekzonlar1 ve spesifik bolgeleri

Reseptor tirozin kinaz (RTKs) iist ailesinin iiyesi olan epidermal biiyiime faktor
reseptor ailesi dort liyeden olusur, bunlar; epidermal biiylime faktor reseptorii (ErbB-
1/HER-1), ErbB-2/neu/HER-2, ErbB-3/HER-3 ve ErbB-4/HER-4 diir. Epidermal
bliylime faktorii reseptorii (EGFR, ErbB-1, HER-1) ilk kesfedilen reseptor tirozin
kinazdir. EGFR ailesi tiyesi 0zellikle ekstraseliiler ve transmembran alt birimlerinde
yapisal olarak yiiksek oranda homoloji gostermektedirler (Ferguson vd 2003, Yarden
2001, Burgess vd 2003, Capuzzo 2007).

EGFR ailesi, sinyal yolaklarinin aktivasyonunun kontroliinde gorev alan, normal
gelisim siirecinde rol oynamakla beraber, kanserde aktivasyonlarmin veya asiri
homodimerizasyon veya heterodimerizasyon ile baglanarak, onlarin aktivasyonunu
saglayan EGF, transforme edici biiylime faktorii (TGF-a), heparin baglayict EGF (HB-
EGF), amfiregulin (AR), betaselulin (BTC), epigulin (EPR) ve epigen gibi farkli

ligandlar1 vardr.

ErbB ailesi reseptorlerinin tirozin kinaz bolgesi aile igindeki reseptor bireyleri ile
homo ve heterodimerizasyonuna izin verebilecek yapidadir. Homo ve heterodimer

ciftleri olusunca reseptor karsilikli olarak birbirlerini fosforilleyerek aktive etmektedir.
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Diger ErbB ailesi liyelerinden farkli olarak ErbB-2 reseptoriine baglanabilen bir ligand
olmadigindan bu reseptor ErbB-2/ErbB-2 homodimeri olusturamaz sadece diger ErbB
ailesi reseptorleri ile heterodimer yapabilirler. ErbB-3’ iin ise tirozin kinaz bolgesi
fosforilasyon yapabilme yeteneginde degildir (death). Dolayis1 ile bu reseptor ligand
baglasa bile aktiflesmek icin heterodimer yapiya ihtiyac duyar. ErbB-3/ErbB-3
homodimeri aktif degildir (Ciardiello vd 2004, Gschwind vd 2004, Nakamura vd 2003,
Chang vd 1997). Diger ErbB ailesi dimerlesme olasiliklar1 su sekildedir; (ErbB-1/ErbB-
2, ErbB-1/ErbB-3, ErbB-1/ErbB-4, ErbB-2/ErbB-3, ErbB-2/ErbB-4, ErbB-3/ErbB-4).
Bu dimerler hiicre i¢inde farkli yolaklari aktive etmektedirler (Sekil 2.7).

L Aoy, Y. Yarden/FEBS Letters 410 (1997) 83-86
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Sekil 2.7 ErbB ailesi iiyelerinin farkli dimerlesmelerini indiikleyen biiyiime
faktorleri ve bu farkli dimer olusumlarinin aktiflestirdigi yolaklar (Alroy ve Yarden
1997)

Iki EGF molekiilii iki reseptdriin 1. ve 3. kolu arasina bagl kalir iken 2. kol 130°

donerek ortada bag olusturmaktadir. 4. kol ise dimer yapisinin membrana bagl
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kalmasini saglamaktadir. HER2 reseptoriiniin 2. kolu bu doniisiimii saglayamadig: igin

reseptoriine ligand baglanamamaktadir (Sekil 2.8).

< %2
Qg 1,

Membrane
Tethered Extended
monomer dimer

Sekil 2.8. ErbB familyast iiyeleri arasinda dimer yapisi olusumu

ErbB-3’ m tirozin kinaz aktivitesi yoktur dolayisi ile ErbB-3/3 homodimeri aktif
reseptor olusturamaz. ErbB-3, ErbB-2 ya da diger reseptorler ile heterodimer yaparak

onlar tarafindan fosforillenip aktiflesir.

Tablo 2.4. ErbB ligand ve substratlar1 (Alroy ve Yarden 1997)
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EGFR ii¢ 6nemli fonksiyonel domaine sahiptir. Hiicre diginda ligandlarin baglandig:
bir domain, hidrofobik transmembran bir domain ve hiicre iginde yer alan sitoplazmik
bir tirozin kinaz domaini igerir. Hiicre dis1 domain L1, CR1, L2 ve CR2 olmak {izere 4

farkli bolgeden olusur.

Domain [ (L1) N

165

Cysteine-rich

EC domain Domain [ (CR1)
{ligand binding site)

310

Domain [11(L2)

Extracellular domains:

Extracellular

Out

Domain IV (CR2) -/

1 Trancemembrane

In

Juxtamembrane ~

Intracellular matrix:
cell eytosol

Glycine rich loop

Tyrosine kinase Activation loop

Intracellular domains:

o [Cioc]

Cytoplasmic domain s
’ YIoF Regulatory region J
(includes autophosphorylated ’

tyrosine residues)

1186

(a) (<)

Sekil 2.9 EGFR temel yapis1 ve yapisindaki farkli bolgeleri

L bolgeleri 16sinden zengin iken, CR bdlgeleri sisteinden zengin yapidadir. Hiicre
dis1 domain L1 ve L2 bdlgeleri arasina ligand baglanirken, ErbB-2’de bu bdlgeler
arasinda giiclii bir etkilesim bulundugundan ErbB-2’nin ligand baglanma yeri
kaybolmustur. Bu nedenle ErbB-2’nin fonksiyonel olabilmesi i¢in ailenin diger
tiyeleriyle heterodimer olusturmasi gerekmektedir. CR1 ve CR2 domainleri ¢esitli

kiiclik molekiillerden meydana gelmistir. Her biri bir veya iki disiilfit bagiyla bir arada
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tutulur. Hiicre i¢i domain ise C-terminal diizenleyici bolge ve tirozin kinaz bdlgesine
sahiptir. Tirozin kinaz bolgesi N ve C olmak iizere iki lobtan olugur. N-terminal lob ve
daha biiyiik C-terminal lob’da ATP baglanma boélgeleri yer alir. EGFR’nin C-terminal
lobu tirozin aminoasitleri igerir. Reseptor lizerindeki bu alici tirozin aminoasitlerine
ATP’nin y-fosfat gruplarindan ATP transfer edilir. Bu sekilde EGFR araciligiyla sinyal
iletimi tirozin aminoasitlerinin fosforilasyonu ile reseptor aktivitesi gergeklestirilmis
olur ( Martin vd 2006, Nair 2005, Jorrisen 2003)

2.6.1.1 Epidermal Biiyiime Faktorii ve Kanser

Yapilan klinik ¢alismalarda artmigs EGFR ekspresyonu ile tiimor gelisimi arasinda
giicli bir korelasyon oldugu gosterilmistir. Bazi vakalarda tek basina EGFR
diizeylerinin degisimi bile kanser gelisimini indiiklemek icin yeterli olabilmektedir.
Deri, oral kavite, 6zofagus ve akcigerin skuamoz hiicreli karsinomlarini da igeren cesitli
insan timor hiicre hatlarinda artmis EGFR diizeyleri gosterilmistir (Salomon vd 1995).
Yine meme, serviks, mesane, renal, over, akciger ve c¢esitli skuamoz hiicreli
karsinomlarda da artmis EGFR ekspresyonu saptanmistir (Normanno vd 2005).
Skuamoz hiicreli karsinomlarda (SCC) EGFR asir1 ekspresyonuna yol agan ana
mekanizma EGFR gen amplifikasyonudur ve belli timdrlerde her hiicrede 15 den fazla
gen kopyasi rapor edilmistir. EGFR gen amplifikasyonu tim SCC’lerin %60’1nda
saptanirken, SCC’lerin %100’iinde ii¢ kattan fazla artmis EGFR saptanmistir (Herbst ve
Shin 2002). Tablo 2.4’ te farkli tiimor tiplerinde goriilen EGFR ekspresyon yiizdeleri
gosterilmistir.

Tablo 2.5. Farkli tiimor tiplerinde goriilen EGFR ekspresyon yiizdeleri

Tiimor Tipi EGFR Ekspresyon yiizdesi
Kolon 25-T7
Bas-Boyun tiimérler: 80-100
Akciger 40-80
Meme 14-91
Renal 50-90
Over 35-70
Prostat 3947
Gliom 40-63
Pankreas 30-50
Mesane 3148
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EGFR ekspresyonda artisa neden olan diger bir mekanizma ise mutasyonlar
aracilign ile EGFR aktivitesinde meydana gelen tiimorojenik degisimler sonucunda
ligand baglanmaksizin reseptoriin aktivasyonudur. /n vivo c¢alismalarda ligand
olmaksizin kendiliginden EGFR aktivasyonunun transgenik hayvanlarda timor
olusumuna yol actig1 gdsterilmistir. insan kanserlerinde ¢ok sayida EGFR delesyonu
gosterilmis olup, bu mutasyonlar reseptoriin ekstraseliiler ligand baglayan bolgesinin
yapisini degistirir. En yaygin delesyon mutasyonu genin yeniden diizenlenmesine veya
alternatif mRNA baglanmasma yol acan EGFRVIII mutasyonudur. Bu hem EGFR
ekspresyon diizeyini hem de reseptor fonksiyonunu etkiler ve sonug olarak reseptoriin
tirozin kinaz bolgesi ligand baglanmaksizin aktive olur. Bu 6zel EGFR mutasyonu
gliomalarin %350’den fazlasinda, over kanserlerinin %75’inde, meme kanserlerinin

%27’sinde ve KHDAK ’lerinin %15’inde gosterilmistir (Voldborg 1997).

Immiinohistokimyasal metotla arastirilmis hastalarda kiiciik hiicre dis1 akciger
kanserlerinde EGFR ekspresyonu artmis olup, bu artisin hayatta kalabilme,
tekrarlayabilirlik ve verilecek tedavinin belirlenmesine katki saglayabilmesi agisindan
prognostik 6nemi vurgulanmistir. Bununla birlikte HER-2 ‘nin de KHDAK’de %2 ila
%40 oraninda amplifiye oldugu ve kotli prognozla iliskilendirildigi yapilan ¢aligmalarca
ortaya konmustur. Yapilan pek cok ¢alismada ekspresyon artis1 olan hastalarin kiigiik
molekiillii tirozin kinaz inhibitorlerine duyarli oldugu bildirilmis olup KHDAK
hastalarinda bu EGFR inhibitorlerinin tedavide kullanilabilir ajanlar oldugu
gosterilmistir (Ciardiello vd 2004).

EGFR geninin asirt ekspresyonundan bagka KHDAK’ de EGFR’ nin tirozin kinaz
domaininde ¢esitli mutasyonlar saptanmis ve karsinogenez siirecinde ortaya ¢ikan belirli
mutasyonlar belirtilmistir (Sekil 2.10). EGFR geninin 21. ekzonunda, 858.
pozisyonunda yer alan lo6sin-arjinin aminoasit substitasyonu, 19. ekzonundaki
karakterize aminoasit 747-750 delesyonlari, 20. Ekzonunda yer alan 790. pozisyonda
yer alan treonin-metioninaminoasit substitasyonu ile ayni ekzondaki insersiyon tipi
delesyonlar ile ¢ok sik rastlanmamakla beraber 18. Ekzon mutasyonlari gen iizerinde

saptanmis mutasyonlardir (Pines vd 2010, Kosaka vd 2006, Tokumo vd 2005).
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Sekil 2.10 EGFR geninde goriilen mutasyonlar ve bélgeleri (Sharma 2007)

Kanser

tedavisinde

EGFR  monoklonal

antikorlar  kullanilarak EGFR

dimerizasyonunun Oniine gecilmek amaclanmaktadir. Normal bir hiicrede yaklasik on

bin EGFR mevcut iken kanser hiicrelerinde bu say1 iki milyona kadar ¢ikabilmektedir.

Kanser tedavisinde kullanilan monoklonal antikorlar yardimiyla bu sayr normal

diizeylere diisiiriilmeye calisilmaktair. Ayrica son yillarda yapilan caligmalar 1s18inda

EGFR’ nin ATP baglanma bolgesine spesifik olarak baglanabilen ilaglar kullanilarak

kanser tedavisi amaglanmaktadir.

2.6.1.2 Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorleri Sinyal Yolaklari

EGFR ile aktive olan 3 farkli sinyal yolagi tanimlanmigtir. Bu sinyal yolaklari;
Ras/Raf/Mitogen activated protein (MAP) kinase, Jak/STAT ve PI3K/Akt sinyal

yolaklaridir (Sekil 2.11). Bu sinyal yolaklarmin aktivasyonu hiicre proliferasyonu,

metastaz,

timor invazyonu,

antiapoptotik sinyal

iletimi, kemoterapiye direng,
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anjiyogenez ve hiicre-hiicre baglantilarinin kurulmasi ile iligkili hiicresel aktiviteleri

tetiklemektedir.
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Sekil 2.11 Epidermal biiylime faktorii reseptorii sinyal yolaklar:

2.6.1.3 PI3K/Akt Sinyal fletim Yolag:

Hiicre sinyalizasyonunu, biiylimesini, proliferasyonunu ve apoptozunu regiile eden
yollar pek ¢ok kanser tiiriinde temel olarak rol almaktadirlar. PI3K/Akt hiicre siklusu,
protein sentezi, metabolizma, motilite ve anjiyogenez gibi Onemli fizyolojik

fonksiyonlarin diizenlenmesinde gérev almaktadir (Castaneda vd 2010).

PI3K” ler bir lipid kinaz ailesidir 3 ayr tipi tanimlanmistir. Stif I PI3K” ler 2 ye
ayrilmaktadir. Siif TA PI3K’ ler hiicre bdliinmesi ve tiimdr gelisimi ile iligkili goriinen
tiptir ve bu grupta p110a ve onun regiilator alt iinitesi olan p85 bulunmaktadir. Sinif IB
PI3K, pl01 ve pl10y’ dan olugmaktadir. Sinif II PI3K’ ler monometrik katalitik

izoformlardir. Son olarak tek tanimlanmig sinif III {iyesi Vps 34’ tiir. Smf II ve III
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PI3K’ lerin tiimdr gelisiminde rol oynayip oynamadigi tam olarak bilinmemektedir

(Castaneda vd 2010).

PI3K, biiyiime faktoriiniin baglandig1 tirozin kinaz reseptorleri veya diger tirozin
kinazlar tarafindan aktiflesir (Jiang ve Liu 2008). Aktif PI3K, Fosfoinositol (4,5) di
fosfat’in (PI2P), inositol halkasini1 3’ ucundan fosfatlayarak fosfoinositol 3,4,5 tri fosfat
olusur (PI3P) (Engelman vd 2006). PI3 fosfat, fosfoinositol bagimli protein kinaz 1 ve
2’yi (PDK1 ve 2) aktiflestirerek, protein kinaz B/ Akt’yi treonin 308. ve serin 473.’den
fosfatlar. Bu sayede hiicrenin yasamsal olaylarini kontrol eden Akt’nin aktiflesmesinde
gorev amaktadir (Shukla vd 2007). Hiicreler, PI3K’1n diizenleyici alt iinitesinde asiri
ifade edilmesi durumunda diger diizenleyici alt {inite ile dimerizasyon yaparak, katalitik
alt iinite ile heterodimer yap1 olusturmasini inhibe eden kontrol mekanizmasina sahiptir
(Jing ve Liu 2008). Ancak kanser hiicrelerinde PI3K’1in katalitik alt Ginitesi asir1 ifade
edilmektedir. Bununla birlikte PI3K’1n diizenleyici alt iinitesi ise mutasyona ugrayarak
dimerizasyon olusturamamaktadir (Jing ve Liu 2008). Bunun sonucunda ise siirekli
olarak heterodimer yap1 olusmaktadir. Ayrica PI3K, bir¢ok kanser tiiriinde tirozin kinaz
resetorlerinin mutasyonuna da bagli olarak hiicrede siirekli aktif olarak bulunur (Jing ve

Liu 2008).

Akt bir serin/treonin kinazdir ve anahtar hiicresel siiregleri etkileyen ¢ok sayida
efektorleri ile PI3K sinyal iletim yolagimin ana molekiiliidiir. Hiicre igerisinde farkli
lokalizasyonlarda bulunur ve hiicresel isleyislerin diizenlenmesinde farkli rolleri vardir.
Akt hiicre membraninda bulundugu zaman PDK1 tarafindan treonin-308 ve serin-473
pozisyonunda fosforillenir. Fosforillenen Akt sitoplazma ve niikleusa giderek farkli
hiicresel olaylarda rol alan hedef proteinleri fosforiller ve aktive eder (Castaneda vd
2010)

Akt, ayn1 zamanda ERK tarafindan da module edilen bir kompleks olan mTORC-1’
I de aktive eder. mTORC-1 de ribozomal p70S6 (S6K) ve oOkaryotik translasyon
baslatici faktor 4R (elF4)’ yi diizenleyerek protein sentezi ve hiicre biiylimesini uyarir.
Akt ayrica hiicre siklusu uyarici proteinlerini ( c-myc ve siklinD1) arttirarak ve hiicre
siklusu inhibitorlerini (p27, p21 ve GSK3) inaktive ederek hiicre siklusu progresyonunu
ve proliferasyonunu arttirir. Bunun yani sira, Akt proapoptotik genleri (FasL ve Bim) ve

proteinleri (Bad ve Bax) inhibe ederek ve tiimdr baskilayici protein p53° iin
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degredasyonunu arttirarak programli hiicre 6liimiinii sinirlandirir ve hiicrenin hayatta

kalma kapasitesini arttirir.

PI3K/Akt sinyal iletim yolu aktivitesini diizenleyen c¢esitli feedback inhibitor
mekanizmalar tanimlanmistir. SHIP fosfatazlart PIP3’ in PI(3,4)P2’ ye doniisiimiini
saglayarak sinyal iletimini durdurabilir. Tkinci mekanizma ise bir tiimér baskilayici ve
dual fosfataz olan ve hem lipid hem de protein yapidaki substratlar1 defosforile eden
PTEN’ i igermektedir. PTEN, PIP3” den bir fosfat ¢ikarilmasini saglayarak PI(4,5)P2
formuna doniistiiriir, boylelikle PI3K fonksiyonlarini antagonize eder ve Akt aktivitesini

negatif yonde diizenler.

2.6.1.4 JAK/STAT Sinyal iletim Yolag

Sitokin doniistiiriicti sinyallerin en iyi bilinen sekli bir enzim olan janus kinazlar
(JAK) ve sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) olarak adlandirilan
transkripsiyon faktorleridir. Tip I ve Tip II sitokin reseptorleri tarafindan kullanilan bu
sinyal iletim yolagi hedef hiicre iizerindeki spesifik etkilerin ortaya ¢ikarilmasini
saglamaktadir. Bu sinyal yolagi iizerinde yapilan calismalar, sitokine baglanan

reseptOrler ve hedef genlerdeki transkripsiyon arasindaki direkt iligkiyi gdtermektedir

Memelilerde 4 tip JAK bulunmaktadir. Bunlar JAK1, JAK2, JAK3 ve Tirozin kinaz
2 (Tyk2) dir. Sitokinlerin iligkili reseptdre baglanmasi ile ilgili JAK aktive olur.
Ardindan aktivasyon uygun STAT molekiiliiniin uygun promotor bdlgeye baglanmasi
ile devam etmektedir. STAT molekiilleri 7 ¢esittir. Bunlar STAT1, STAT2, STAT3,
STAT4, STAT5a, STAT5b ve STAT6 olarak isimlendirilir. Sitokinler ve baplandiklar
lingandlar ve aktive ettikleri JAK ve STAT”’ lar tabloda gosterilmistir (Tablo 2.5)
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Tablo 2.6 JAK/STAT?’ lar ile etkilesim i¢inde olan sitokinler

LIGAND JAK STAT
yc AILESI
IL-2, IL-9, IL-21 JAK1, JAK3 STAT1, STAT3, STATS
IL-7,1L-9 JAK1, JAK3 STAT3, STATS
IL-4 JAK1, JAK3 STAT6
IL-13 JAK1, JAK2 JAK3, Tyk2 STAT6
Bc AILESI
IL-3, IL-5 JAK2 STATS
Gp130 AILESI
IL-6 JAK1, JAK2 STAT1, STAT3
IL-11 JAK1 STAT1, STAT3
OSM, LIF JAK1, JAK2, Tyk2 STAT3, STATS
IL-12 JAK2, Tyk2 STAT4
IL-23 Tanimlanamamistir STAT4
IFN AILESI
TIP1IFN JAK1, Tyk2 STAT1, STAT2
TIP Il IFN JAKT, JAK2 STAT1, STATS
IL-10 JAKT, Tyk2 STAT3
IL-22 Tanimlanamamistir STAT1, STAT3, STATS
IL-28A, 1L-28B Tanimlanamamistir STAT2, STAT3
IL-29 Tanimlanamamistir STAT2, STAT3

JAK/STAT sinyal iletim yolagindaki pek ¢ok olay giiniimiizde yapilan ¢aligmalarla
aydinlatilmistir. Inaktif JAK enzimleri Tip I ve Tip II sitokinlerin sitoplazmik uglarina
tutunmustur. Sitokin molekiiliiniin baglanmasi ile iki reseptor molekiilii bir araya gelir,
reseptor iligkili JAK fosforilasyon yoluyla aktive olur, sonrasinda reseptorlerin
sitoplazmik boélgelerindeki tirozin rezidiilerini fosforile ederler. Reseptorlerin bazi
fosfotirozin alanlar1 reseptoriine tutunan monomerik, sitozolik STAT proteinlerinin Src
homolog 2 (SH2) uglan tarafindan taninir. Daha sonra STAT proteinleri reseptorle
uyarilan JAK kinazlar tarafindan fosforile edilirler. STAT proteinlerinin SH2 ucu baska
bir STAT proteinin fosfotirozin rezidiisiine baglanma yetenegine sahiptir. Sonug olarak
iki STAT proteini birbirine baglanir ve reseptdrden ayrilirlar. STAT dimerleri niikleusa
g0¢ eder, sitokine cevap veren genin promotor alanlarindaki DNA sekanslarina baglanir

ve gen transkripsiyonunu aktive ederler. Her bir dongiiden sonra yeni STAT proteinleri
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sitokin reseptorlerine baglanabilir, fosforilize olabilir, dimerize olup tekrar nukleusa go¢

edebilir (Abbas ve Litctman 2003) (Sekil 2.12).

[ .
JAK
> °
Necepto-

Cytoplasm

Mucleus Y

e

Cylokine-
response element

Sekil 2.12 JAK/STAT sinyal iletim yolaginin sitokinlerce uyarimi

Birbirinden farkli pek ¢ok sitokinlerce aktive olan bu sinyal iletim yolagi, reseptore
baglanan sitokin molekiiliine ve aktive olan JAK-STAT proteinlerine bagli olarak farkl
hiicresel islevlerde rol alabilmektedir. Literatiirde yapilan galismalar sonucunda JAK ve
STAT proteinlerinin eksikligi ya da inhibisyonunun pek ¢ok defekte neden oldugu

gosterilmistir.

2.6.1.5 Ras/Raf/Map kinaz Sinyal Iletim Yolag

Hormonlar, biiyiime faktorleri, diferansiyasyon faktorleri RAS/RAF/MEK/MAPK
sinyal yolunu kullanirlar. Bu iletim yolagi RAS aktivasyonu ile baslar ve sirasiyla
RAS(MAPKKK), MEK(MAPKK) ve Erk(MAPK) proteinleri ile kinaz kaskad: ile

ilerler.
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RAS, membrana bagl bir G proteinidir ve birgok tirozin kinaz reseptdriinii aktive
etmektedir. Serin treonin ve tirozin non-reseptor kinaz kaskadini aktive eder. Erk 1 ve

Erk 2 transkripsiyon faktorlerini fosforile ve aktive eder.

Ras proteinlerini aktif hale gelmesi icin translasyon ve modifikasyondan sonra
membrana yerlesmesi gerekir. Inaktif haldeki hiicrelerde RAS proteinleri inaktif (RAS-
GDP) halde bulunurlar. Hiicrenin uyarilmasi ile GDP’ nin yerine GTP baglanarak aktif
konformasyona doniisiim (RAS-GTP) tetiklenir. RAS aktivasyonu tersinir bir sliregtir.
Bu aktivasyonda rol oynayan molekiiller, SOS (son of sevenless) ve Grb2(Growth-
factor-receptor-bound protein 2) adaptor proteinleridir. Bu sinyal iletim yolunun efektor
molekiilleri, SOS {izerinde negatif diizenleyici etki ile RAS aktivasyonunu
sonlandirmaktadir. Aktive olan RAS proteinleri RAF kinazlara yiliksek afinite ile
baglanirlar ve RAF kinazlarin hiicre membranina yerlesimini ve aktivasyonunu saglar

(Kolch vd 2000).

Insan tiimérlerinin %30’ unda RAS/RAF/MEK/ERK sinyal iletim yolunun asiri
aktivasyonu s6z konusudur (Kolch vd 2000). Bu oran tiimorlerdeki RAS mutasyonu
siklig1 ile uyumludur. Mutant RAS proteinleri, aktif RAS-GTP formunda kalirlar; bu

nedenle, hiicrenin kontrolsiiz uyarimindan sorumlu tutulmaktadirlar.

Insan tiimérlerinde en sik dominant onkogen anormalligi RAS geninde goriilen
mutasyondur. Biiyiime faktorii ile indiiklenen mitogenez olayinda RAS 6nemli bir rol
oynamaktadir. RAS blokaj1 biiylime faktorlerinin proliferatif cevabini Onler. RAS,
bliylime faktoriileri ile aktive olur ve RAF’ 1 hareketlendirir. RAF ise MAP kinaz

yolunu uyarark mitogenez baslatir.

Aktive olan RAS diger protein olan RAF’ a baglanir bu da MAP kinaz (Mitogen
activated protein kinase) uyar1 sistemi yolunu aktive ederek uyarim niikleusa iletilmis
olur. Uyar niikleusa girince transkripsiyon faktorleri olan c-jun ve c-fos fosforile olur.

Bu uyarilarla siklusun S fazina girmesi saglanir.

MAP kinazlar, 6karyotik hiicrelerin tiimiinde mevcut olan protein ailesi olup hiicre

membranindan niikleusa bilgi aktarilmasinda énemli bir rol tistlenmektedirler. Bu sinyal
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iletimi kaskadlari, embriyogenez, hiicre yasami, ¢ogalma, diferansiyasyon ve apoptozis

gibi hiicresel islevlerin diizenlenmesinde rol almaktadirlar.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1 Hiicreler ve Hiicre Kiiltiirii

Bu projede HEK(Human Embriyonic Kidney) 293 hiicreleri kullanilmistir. Hiicreler
%10 Fetal Calf Serum ve % 0,5’lik penisilin/steptomisin iceren RPMI 1640 besi

ortaminda 37°C’de, %5 CO, ve %95 nemli hava ortaminda inkiibe edilmistir. Hiicre

kiiltiirtinde kullanilan petri kaplar1 Greiner’den temin edilmistir.

Sekil 3.1 Calismizda kullanilan hiicre dizisi HEK 293 ’iin genel goriintiisii

3.2 Transformasyon

Transformasyon i¢in Oncelikle kompotent bakteri hazirlanmasi gerekmektedir.
Kompotent bakteri hazirlanmasi i¢in 250 ml LB steril besi yeri igerisine stok JM109
E.coli susundan 100 pl konulmus ve bir gece 37° C g¢alkamali su banyosunda inkiibe
edilmistir. Ertesi giin 50 ml steril tiiplere transfer edilerek 4000 rpm de 10 dk +4°C
santrifiij edilip, stipernetant atilmis ve pellet 10 ml steril 0,1 M CaCl, (soguk) ile
¢cOziinmiistiir. Tekrar 4000 rpm’de 10 dk +4°C’de santrifiij edilip, siipernetant atilmis ve
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pellet 1 ml steril 0,1 M CaCl; (soguk) ile ¢dzliinmiis ve boylece kompotent hale getirilen
JM109 bakterileri steril ependorflara 100 ul olacak sekilde bdliinerek daha sonra
tranformasyon i¢in kullanilmak {iizere %10’ luk DMSO igerisinde —80 °C’de

saklanmustir.

Transformasyon ig¢in 100 pl kompotent bakteri, 1ug vektor DNA steril ependorf
igerisine konularak buz igerisinde 30 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan 42°C’de 90
saniye ve 2 dakika buz igerisinde inkiibe edilen bakteriler vektor DNA ile transforme
edilmiglerdir. Ardindan bakterilerin iizerine 900 pul SOC (Super Optimal Broth)
medyum konulmus ve 37°C’de bir saat inkiibe edilmistir. Bu islemden sonra transforme
bakteriler ml’de 50 pug ampisilin igeren kati besiyerlerine ekilerek bir gece 37°C’ de

inkiibe edilmis ve koloni olusumlar1 gozlenmistir.

3.3 Plazmid izolasyonu

Kat1 besiyerinden tek koloni ekimi ile alinan transforme bakteriler, 250 ml steril LB
besi yerinde ekilerek bir gece calkalamali su banyosunda 37°C de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda bakteriler, +4°C’de 15 dakika 5000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Plazmid izolasyonu igin, QIAprep maxi prep plazmid izolasyon kiti kullanilmistir. Bu
kitin P1 (50 mM Tris —-HCL pH:8, 10mM EDTA, 100 pg/ml RNAaz) tamponundan 10
ml konularak bakteri pelleti ¢6ziinmiistiir. Daha sonra P2 (200 mM NaOH, %1 SDS)
tamponundan 10 ml ilave edilip 4-6 kez asagi-yukari yapilarak karigtirtlarak bakteriler 5
dakika oda 1s1s1nda inkiibe edilmis ve bakterileri lize edilmesi saglanmistir. Inkiibasyon
sliresini sonunda +4°C’deki P3 (3 M Potasyum Asetat pH: 5,5) tamponundan 10 mi
ilave edilip, Q filtresine dokiilmiistiir. Bakteri lizat1 Q filtresi igerisinde 10 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sirasinda 50 ml tiiplerin iizerine Q maxi tipler yerlestirilip,
10 ml QBT (750 mM MOPS pH: 7 %15 Isopropanol, % 0,15 Triton- X- 100) tamponu
konularak kartuj dengelenerek hazir hale getirilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda Q
filtresi igerisindeki bakteri icerigi piston yardimiyla Q maxi tipin icerisine aktarilmistir.
Q maxi tipin igerisindeki bakteri lizati yer g¢ekimi etkisiyle akmistir. Bu islemin
ardindan iizerine 60 ml QC (IM NaCl, 50 mM MOPS pH: 7, %15 Isopropanol)
tamponu konulmustur. Bu tampon da Q maxi tipten gectikten sonra, Q maxi tipin

altindaki 50 mI’lik tiip yerine yeni tiip konulmustur ve QF ( 1,25 M NaCl, 50 mM Tris-
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HCI pH: 8,5 % 25 Isopropanol) tamponundan 15 ml tipin iizerine dokiilmiistiir. Q maxi
tipten gecen QF tamponun iizerine 10,5 ml izopropil alkol ilave edilmistir ve oda
1sisinda 5 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan 30 ml’lik enjektore cekilen sivi Qiagen
filtreden gecirilmistir. Qiagen filtreden 5 ml’lik enjektor yardimiyla 2 ml etanol
cekilerek filtreden gecirilmistir. Enjektoriin filtre takiliyken asla geri c¢ekilmemesi
gerekmektedir. Bu yiizden enjektor filtre takiliyken geri ¢ekmeden, alkol ve hava ile
kurutulmustur. Daha sonra 1 ml TE (20 mM Tris-HCI pH:8, 1 mM EDTA) tamponu,
Qiagen filtreden 4 kez tekrar gegirilip steril ependorflara aktarilarak, plazmit elde
edilmis ve spektorofotometri cihazinda 260/280 nm dalga boyunda okutularak saflig1 ve

miktar1 saptanmistir.

3.4 Agaroz Jel Hazirlanmasi

% 0,7 lik agaroz jel hazirlamak igin 0,350 gr agaroz tartilip, 50 ml Tris Asetat EDTA
tamponu (TAE) (40 mM tris-base, 20 mM Asetik asit, 1 mM EDTA) igerisinde
mikrodalgada ¢oziilmiistiir. Uzerine 3 ul Ethidium Bromide (Et-Br) ilave edilerek,
agaroz jel tepsisine dokiilmiistiir. Kuyucuklara numuneler yiikleme tamponu (sigma) ile
yiiklenmis ve bir kuyucuga DNA molekiiler weight marker konulmustur. TAE tamponu
icerisinde DNA’lar 80 volt’da 30 dakika yiiriitiilmiistiir. Orneklerin goriintiileri jel

gorlntiileme cihaz1 (UVITEC) iizerinden bilgisayara aktarilmistir.

3.5 Plazmidlerin HEK 293 Hiicrelerine Transfekte Edilmesi

Petri kabinda % 80 yogunluga ulasmis olan hiicreler 6 kuyucuklu plaklara
ekilmistir. Ardindan hiicreler %10 Fetal Calf Serum ve % 0,5’lik penisilin/steptomisin
iceren RPMI 1640 besi ortaminda 37°C’de, %5 CO, ve %95 nemli hava ortaminda bir
gece inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan transfeksiyona baglamadan 1-2
saat once hiicrelerin besiyeri serumsuz besi yeri kullanilarak degistirilmistir. Total
hacim 100 pml olacak sekilde bir ependorf tiipe DNA + serumsuz besiyeri + 6 ul
transfeksiyon ajani FUGEN HD konulmustur. DNA iizerine serumsuz besiyeri
eklendiginde ve ardindan transfeksiyon ajan1 Fugen HD eklendiginde ayr1 ayr1 30° ar

kez pipetaj yapilmistir. Ardindan 100 pl lik bu karisim oda sicaklhifinda 15 dakika
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inkiibe edilmistir. 15 dakika inkiibasyon siiresinin ardindan bu karisim laminar flow da
6 kuyucuklu plaktaki hiicrelerin iizerine damla damla verilmistir. Ardindan hiicreler %
saat serumsuz besi yeri (OPTIMEM) ortaminda 37°C’de, %5 CO, ve %95 nemli hava
ortaminda 5 saat inkiibe edilmisler. 5 saat siirenin ardindan bu besi yeri ¢ekilerek yerine
%10 Fetal Calf Serum ve % 0,5’lik penisilin/streptomisin iceren RPMI 1640 besiyeri
eklenip 37°C’de, %5 CO; ve %95 nemli hava ortaminda 24 saat inkiibe edilmistir.

PLAZMID ADI 2 pg DNA icin  OPTIMEM  FUGEN
pcDNA 3.1 (0,215 pg/ul) 9,30 ul 84,7 ul 6 ul
pzip EGFR vlI (0,434 pg/ul) 4,61 ul 89,69 ul 6 ul
WT EGFR (0,452 pg/pl) 4,42 pl 89,58 ul 6 ul
E746-A750 del (0,398 pg/ul) 5,03 pul 88,97 ul 6 pl
EGFR L858R (0,524 ug/ul) 3,81 ul 90,18 ul 6 ul

3.6 Bradford Yontemi ile Protein Konsantrasyonlarimin Saptanmasi

Bradford Yontemi ile Protein Konsantrasyonlarinin Saptanmasi ic¢in oncelikle stok
BSA hazirlanmasi gerekmektedir. Bunun igin ilk olarak 0,025 gram BSA (sigma)
tartilip, 2,5 mg/ml stok hazirlanmistir. Ana stok 1:10 oraninda sulandirilip, 0,25 mg/ml
(250pg/ml) BSA hazirlanmistir. 250 pg/ml BSA’dan 2 ml alinmis ve iizerine 8 ml
distile su ilave edilip, 50 pg/ml BSA ara stok yapilmistir. 50 ug/ml BSA ara stoktan 1
ml alinip, tizerine 4 ml distile sudan ilave edilerek, 10 pg/ml BSA hazirlanmigtir. 50
ug/ml BSA ara stoktan 3 ml alinip, ilizerine 3 ml distile sudan ilave edilip, 25 pg/ml
BSA hazirlanmistir. 250 pg/ml BSA stokundan 4 ml alinip, iizerine 8 ml distile sudan
konulup, sonug olarak 125 pg/ml BSA hazirlanmistir. Sonugta, 250 pg/ml BSA, 125
ug/ml BSA, 50 ug/ml BSA, 25 pg/ml BSA 6, 10 ug/ml BSA stoklar1 elde edilmistir.

Bradford yontemi uygulanirken asagidaki islemler sirasiyla yapilmistir. Protein
konsantrasyonlari saptanacak olan hiicre lizatlarindan 5 pl alinip, iizerine 495 pl distile
su steril ependorflara konulmustur (1:100 sulandirma). Daha sonra, 1:100 oraninda
sulandirilan hiicre lizatindan 80 pl alinmis, iizerine 720 pl distile su baska bir steril

ependorflara konulmustur (toplamda 1:1000 sulandirma). Kalibrasyon igin hazirlanan
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BSA konsantrasyonlarindan 80 pl alinarak, tizerine 720 ul distile su steril ependorflara
konulmustur (toplamda 1:1000 sulandirma). Bu orneklerin {izerine 200 pl Biorad
protein tayin kiti (Biorad Inc.) soliisyonu (1:5 oraninda) konulmus ve 15 dakika oda
1sisinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda ornekler vortekslenerek 96
kuyucuklu petrilere 200 pl olacak sekilde konulmustur. Ornekler, Glomax Multi
Detection System (Promega) cihazinda kayith olarak bulunan Bradford protokolii
secilerek okunmustur.

Standart BSA’lar ile olusan grafigin egimi kullanilarak, konsantrasyon asagidaki

formiille hesaplanmastir.

Konsantrasyon = (absorbans/egim) X sulandirma katsayisi

3.7 SDS-PAGE ve Western Blot

pzip EGFRVIII, pc DNA 3.1 EGFR E746-A750, pc DNA 3.1 EGFR L858R,
pcDNA 3.1 ve pcDNA 3.1 wt EGFR ekspresyon vektorleri transfekte edilmis HEK 293
hiicreleri 37°C’de, %5 CO; ve %95 nemli hava igeren ortamda 24 saat inkiibe edilmistir.
Bu hiicrelerin protein 6ziitleri RIPA (0.15 molar NaCl, % 10 SDS, 0,05 molar tris-HCI
pH: 7,65, % 1 NP-40 ve % 0,5 deoxycholate) tamponu igerisinde toplanmis, 6rnekler
12000 x g’de, 4 °C’de 3 dakika santrifiij edilerek istenmeyen hiicre artiklarinin
ortamdan uzaklastirilmas: saglanmistir. Toplanan Orneklerden 5’er mikrolitre farkli
ependorf tiiplere alinmis ve Biorad protein miktari tayin kiti (Biorad Inc.) kullanilarak
bu orneklerin protein miktarlari saptanmistir. Daha sonra 6rneklerden, mikrolitrede 50
mikrogram protein olacak sekilde alinmistir. Bunlarin iizerlerine protein yiikleme
boyasindan da (100 mM Tris-HCL (pH6.8), %12 betamerkaptoetanol, 2% SDS, 1%
Bromofenol blue, 20% gliserol) 1:1 oraninda eklenerek, 6rnekler 5 dakika 100°C’de
kaynatilmistir. Kaynatma isleminin hemen ardindan 10 mikrolitrelik otomatik pipet
kullanilarak, ependorf tiip igindeki ornekler %20-4 gradientli SDS jele (PIERCE)
yiikklenmis ve yiirime tamponu ( Tris baz 0.1 M, Hepes 0,1 M, SDS 3 mM) ile 80 voltta
45 dakika elektroforeze tabi tutulmustur. Elektroforez isleminin ardindan proteinler
transfer tamponu (20% metanol, 50 mM Tris, 40 mM glisin ) i¢inde 4 °C’de 75 mAmp



43

akim siddetinde bir gece boyunca immiinobolin membran (Thermo) iizerine transfer
edilmistir. Bu islemden sonra membran, %5'lik kuru siit tozu igeren TBST (34 mM
NaCl, 25 mM Tris-HCI pH:7,6 %1 Tween 20) ¢ozeltisi iginde oda sicakliginda 1 saat
bloklanmistir. Ardindan ayn1 membran %5 kuru siit iginde 1:5000 ( EGFR Santa Cruz) ,
1:50.000 (GAPDH Santa Cruz) oranlarinda bulunan primer antikorlarla oda sicakliginda
1 saat isaretlenmistir. Membran {izerindeki spesifik proteinlerin primer antikorlarla
isaretlemesinin ardindan, membran 1 saat TBST ile oda sicaklifinda yikanmustir.
Yikama isleminin bitmesiyle membran primer antikorlarin immiinoglobilinlerine karsi
spesifik olarak gelistirilmis olan ve 1:10000 oraninda HRP (Horseradish Peroksidaz
Santa Cruz) bagli sekonder antikor bulunduran %5 kuru siitlii TBST c¢ozeltisi igerisinde
tekrar isaretlenmistir. Isaretleme oda sicakliginda 1 saat yapildiktan sonra, ECL
(Enhanced Chemiluminescence) soliisyonu (PIERCE) kullanilarak kemiliimines
reaksiyonu baglatilmis ve spesifik protein bantlar1 kemiliiminesansa duyarli film

kullanilarak karanlik odada belirlenmistir.
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3.8 Proliferasyonun Saptanmasi

pc DNA 3.1 EGFR E746-A750, pc DNA 3.1 EGFR L858R, pcDNA 3.1 ve pcDNA
3.1 wt EGFR ekspresyon vektorleri transfekte edilmis HEK 293 hiicreleri 24 saat sonra
tripsinize edilerek sayilmis ve 96 kuyucuklu plaklara 1x10% hiicre/ml olacak sekilde
ekilmis  ardindan ~ bu  hiicrelere =~ 1000-500-250-125-62-32-31-16  pg/mL

konsantrasyonlarinda Gemsitabin uygulanmaistir.

Sekil 3.2 96 kuyucuklu plaklarda hiicre kiiltiirii

Bu sekilde hiicreler 37°C’de, %5 CO; ve %95 nemli hava iceren ortamda 72 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda Cytotox Glo kit (Promega firmasindan
temin edilmistir) kullanilarak Glomax Multi Detection System (Promega) cihazi ile 0.
ve 72. saatlerdeki hiicre proliferasyonu olgiilmiistiir.

H
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Dead-cell
protease activity
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COOH
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Luciferase l
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Sekil 3.3 Cytotox Glo kitinin Canl1 hiicreler I¢indeki ATP molekiiliinii saptamasi

AAF- +
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3.9 invazyonun Saptanmasi

Planlanan ¢alismada EGFR vlll, E746-A750, L858R mutasyonlarun hiicre
invazyonuna etkisinin saptanmasi i¢in BioCoat Matrigel Invasyon Chamber-invazyon
odalart (BD Biosciences, Clontech) kullanilmistir. Bu invazyon odaciklarinin hiicrelere
sagladiklar1 Ozel sartlar sayesinde “in vitro” kosullar altinda hiicrelerin invaziv
ozellikleri saptanabilmektedir. Bu invazyon odaciklar1 8 mikron g¢apli porlar i¢eren bir
membran ile ortiiliidiir ve bu porlu membran ayrica bir matrijel matrix ile kaplidir. Bu
matrigel matrix bazal membrani “in vitro” kosullarda olusturma imkani saglamaktadir.
Bu membran sayesinde invaziv 6zelligi olmayan hiicrelerin membranin diger ylizeyine
gecmesi engellenmektedir. Bu membrandan diger ylize ancak invaziv hiicreler
gecebilmektedir. Dolayist ile matrijel membran, invaziv olan ve olmayan hiicrelerin

birbirinden ayirabilme imkani sunmaktadir.

BD Marrigel™ BD Falcon™ Cell
hatrix Culture |mssert

8.0 wrm PET Marmbeana |
BD Falocon TC
Chemoattractant Companion Plate

Sekil 3.4 BD Biocoat Matrigel Invasion Chamber Genel Goriiniimii

EGFR VIII, E746-A750, L858R, WT EGFR ve bos vektor transfekte edilmis
hiicreleri transfeksiyondan 24 saat sonra tripsin edilerek thoma lam ile sayilmig ve her
invazyon odasinda 1.25x10° olacak sekilde serum igermeyen 0.5ml RPMI1640
icerisinde konulmustur. Invazyon odaciginin disma ise, 0.75 ml %10 FBS igeren
RPMI1640 konularak, invazyon odaciginin disinin hiicreler i¢in kemoatraktan olmasi
saglanmistir. Hiicreler 24 saat 37C de CO2’li inkiibatorde inkiibe edilmistir. inkiibasyon
saatinin sonunda invaziv 6zellikte olan hiicreler invazyon odaciginin membraninin dig
ylizeyine gececeklerinden, invazyon odaciginin igindeki besi yeri uzaklastirilmistir.

Ayrica, i¢ ylizeyindeki hiicreler “kulak temizleme c¢ubugu” ile kazinarak
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uzaklastirilmistir. Invaziv olan dis yiizeydeki hiicreler, énce 2 ml metanol ile fikse
edilmis, ardindan da 2 ml Toludine blue (%]1) ile boyanip entellant ile lamel kapatilarak
kurutulmus ve mikroskop altinda hiicreler sayilmistir. % Invazyon hesaplamak icin

asagidaki formiil kullanilmastir.

matrijel matriks bazal membranindaki hiicre sayisi
% Invazyon = X 100

Kontrol membranindaki hiicre sayist

3.10. Verilerin Degerlendirilmesi

Proliferasyon ve invazyon deneylerinden elde edilen sonuglar istatistiksel analiz
program olan SPSS’in (Statistical Package for the Social Sciences) 10.0 siirtimiindeki
iliskilendirilmis 6rneklemler icin T testi (paired sample T test) kullanilarak
degerlendirilmistir. Bu testler sayesinde gruplarimizin hem kontrol hem de birbirleri
arasindaki farkin istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlam tasiyip tasimadigi test

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Transformasyon ve Plazmit izolasyonu sonucu elde edilen plazmitlerin agaroz

jelde goriintiilenmesi

Transformasyon deneyinin ardindan QIlAprep maxi prep plazmid izolasyon Kiti
kullanilarak JM109 E.coli suslarindan plazmit izolasyonu yapilmistir. Elde edilen
plazmitlerin konsantrasyonlarini ve kalitesini saptamak amaciyla spektrofotometrede

Olctimleri yapilmastir.

Tablo 4.1 izole edilen plazmit DNA’larmin spektrofotometrikl 6l¢iim sonuglari

DNA ORNEGI 260/280 nm ratio Miktar ng/pl
pcDNA 3.1 1,92 215
EGFR wt 1,94 452
EGFR E746-A750 del 1,96 398
EGFR L858R 1,91 524

Spektrofotometrik Ol¢tim ardindan hazirlanmis olan %0,7’ lik agaroz jele DNA
ornekleri TAE tamponu icerisinde 80 volt’da 30 dakika yiiriitiilmiistiir. Orneklerin

goriintiileri jel goriintiileme cihazi (UVITEC) {izerinden bilgisayara aktarilmistir.
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Sekil 4.1 Plazmid izolasyonundan sonra elde edilen plazmidlerin agaroz jel goriintiisii

4.2 Bradford Yontemi ile Protein Konsantrasyonlarinin Saptanmasi

pzip EGFRVIII, pc DNA 3.1 EGFR E746-A750, pc DNA 3.1 EGFR L858R,
pcDNA 3.1 ve pcDNA 3.1 wt EGFR ekspresyon vektorleri transfekte edilmis HEK 293
hiicreleri 37°C’de, %5 CO; ve %95 nemli hava igeren ortamda 24 saat inkiibe edilmis
ve bu siirenin ardindan hiicre lizatlar1 50 pl Ripa soliisyonu kullanilarak cell scraper
yardimiyla toplanmistir. Toplanan hiicre lizatlar1 30 dakika buzda bekletilmis ve 30
dakikanin ardindan 200 pl, 100 pl ve 20ul’ lik pipetler yardimiyla pipetaj yapilmis olup
her pipetajin ardindan 5 dakika buzda bekletilmistir. Son olarak 13000 rpm de 2 dakika
sanrifiij yapilmig ve siipernatant toplanmistir. Toplanan siipernatanta Bradford protein

miktar tayini yontemi uygulanarak protein miktarlari saptanmistir (Tablo 4.2)



Tablo 4.2 Bradford Analizi Sonucu Saptanan Protein Miktarlari ve R Degeri
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4.3 Transfekte Hiicrelerde EGFR Ifadesinin Gosterilmesi
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Sekil 4.2 HEK 293 hiicrelerine transfekte edilen ekspresyon vektorleri

pzip EGFRvVIII, pc DNA 3.1 EGFR E746-A750, pc DNA 3.1 EGFR L858R, pcDNA
3.1 ve pcDNA 3.1 wt EGFR ekspresyon vektorleri transfekte edilmis HEK 293
hiicrelerinden elde edilen ve Bradford yontemiyle konsantrasyonlar: saptanan lizatlar bu
hiicrelerde EGFR ifadesinin varligin1 gostermek amaciyla Western Blot analizine tabi

tutuldular.
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“Materyal metod boliimde” anlatildigr gibi bradford yontemi ile protein miktar: tayin
edildi. Bu lizatlar, her well’de 50 pg protein olacak sekilde SDS-jel (%4-20 gradientli)
elektroforezine tabi tutuldular. Elektroforez isleminin ardindan jeldeki proteinler
immiinobolin blota transfer edildiler. EGFR’e kars1 yapilan isaretleme transfektant HEK
293 hiicrelerinin EGFR wt, EGFR E746-A750 del ve mutantlarin1 eksprese ettigini
gostermektedir (Sekil 4.3). Ayni sonug bize pcDNA 3.1 ve pZIP ekspresyon vektorii
transfekte edilmis HEK 293 hiicrelerinde EGFR ifadesinin olmadigin1 gostermektedir.

o -
S o =
harwr| (. (W] [« o -
= ] = ~ S S
- ) = (== = A
= = = S = 3
15 L
EGFR e 4t

Sekil 4.3 pzip EGFRVIII, pc DNA 3.1 EGFR E746-A750, pc DNA 3.1 EGFR L858R,
pcDNA 3.1 ve pcDNA 3.1 wt EGFR ekspresyon vektorleri transfekte edilmis HEK 293
hiicrelerinin EGFR ve GAPDH ekspresyonlari

SDS-PAGE sirasinda protein Orneklerin yiiklenmesinde herhangi bir hata olup
olmadigin1 gdstermek i¢in membran iizerinden EGFR antikoru uzaklastirilarak (strip
off) ayn1 membran GAPDH antikoru ile tekrar isaretlenmistir (Sekil 4.3). Bu sonucta

protein yliklemesinin well’lere esit miktarda yapildigini gosterir.
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4.4 EGFR Ifadesinin Proliferasyona Etkisi

pzip EGFRvIIl, pc DNA 3.1 EGFR E746-A750, pc DNA 3.1 EGFR L858R,
PCDNA 3.1 ve pcDNA 3.1 wt EGFR ekspresyon vektorleri transfekte edilmis HEK 293
hiicreleri 24 saat sonra tripsinize edilerek sayilmis ve 96 kuyucuklu plaklara 1x10°
hiicre/ml olacak sekilde ekilmis ardindan bu hiicrelere 2000-1000-500-250-125-62-32-
31 ug/mL konsantrasyonlarinda Gemsitabin uygulanmistir. Bu sekilde hiicreler
37°C’de, %5 CO; ve %95 nemli hava igeren ortamda 72 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda Cytotox Glo kit (Promega firmasindan temin edilmistir)
kullanilarak Glomax Multi Detection System (Promega) cihazi ile 0. ve 72. saatlerdeki

hiicre proliferasyonu 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.5, Sekil4.6)

0. ve 72. Saatler arasindaki kontrole oranla hiicrelerin sag kalim oranlarina
baktigimizda pc DNA 3.1 EGFR E746-A750 ve pc DNA 3.1 EGFR L858R ekspresyon
vektorleri transfekte edilmis HEK 293 hiicrelerinin sag kalim oranlar1t WT EGFR ve pc
DNA 3.1 ekspresyon vektorleri transfekte edilmis hiicrelere oranla yaklasik 2 kat daha
yiiksek miktarda saptanmistir. EGFR E746-A750 del ve L858R mutasyonlarini
eksprese eden HEK 293 hiicrelerin anormal c¢ogalabilme o&zelligi kazandiklari
gozlenmektedir. WT EGFR ve pc DNA 3.1 ekspresyon vektorleri transfekte edilmis
HEK 293 hiicrelerinde sag kalim orani1 daha diisiik oranda saptanmistir. Bu sonuglar
bize mutant EGFR eksprese eden hiicrelerin sag kalim oraninin daha fazla oldugunu

gostermektedir.

Tablo 4.3 pc DNA 3.1 EGFR E746-A750, pc DNA 3.1 EGFR L858R, pcDNA 3.1 ve
pcDNA 3.1 wt EGFR ekspresyon vektorleri transfekte edilmis HEK 293 hiicrelerinin O

ve 72. saatler arasindaki kontrole oranla % proliferasyon oranlar1 (p<0,05)

Vektor % Proliferasyon
Bos vektor 38,4
WT EGFR 42,1
E746-A750 del 83,2

L858R 78,6
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BOS VEKTOR WTEGFR E746-A750del L858R

Sekil 4.4 pc DNA 3.1 EGFR E746-A750, pc DNA 3.1 EGFR L858R, pcDNA 3.1 ve
pcDNA 3.1 wt EGFR ekspresyon vektorleri transfekte edilmis HEK 293 hiicrelerinin 0

ve 72. saatler arasindaki kontrole oranla % proliferasyon oranlar1 (p<0,05)

Farkli konsantrasyonlardaki Gemsitabinin pc DNA 3.1 EGFR E746-A750, pc DNA
3.1 EGFR L858R ve pcDNA 3.1 wt EGFR ekspresyon vektorleri transfekte edilmis
ekspresyon vektorleri transfekte edilmis HEK 293 hiicrelerinin sag kalimi {izerine
etkisine bakildiginda elde edilen sonuglara gore mutant EGFR eksprese eden hiicrelerde
sag kalim oran1 WT EGFR eksprese eden HEK 293 hiicrelerine kiyasla yaklagik 2 kat
diisiik oranda saptanmistir. Bu sonugta bize mutant EGFR eksprese eden hiicrelerin

anti-kanser ilaglara karst daha duyarli bir hale geldigini gostermektedir.
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Sekil 4.5 Farkli konsantrasyonlardaki Gemsitabinin pc DNA 3.1 EGFR E746-A750,
pc DNA 3.1 EGFR L858R ve pcDNA 3.1 wt EGFR ekspresyon vektorleri transfekte
edilmis ekspresyon vektorleri transfekte edilmis HEK 293 hiicrelerinin sag kalimi

tizerine etkisi (p<0,05)
4.5 Tekrar Yaratilan EGFR Ifadesinin Hiicre invazyonuna Etkisi

pzip EGFRVIII, pc DNA 3.1 EGFR E746-A750, pc DNA 3.1 EGFR L858R,
pcDNA 3.1 ve pcDNA 3.1 wt EGFR ekspresyon vektorleri transfekte edilmis HEK 293
hiicreleri, matrijel invazyon odaciklarina serum igermeyen (0,01 BSA) besiyeri
icerisinde 2,5 X 10* hiicre/ml olacak sekilde yerlestirilmistir. Invazyon odacigmin disina
ise hiicrelere kemoatraktan ortam saglamak i¢in %10 serum (FBS) igeren besiyeri
konulmustur. Bu deney diizeneginde hiicreler 37°C’de CO;’li inkiibatérde 24 saat
inkiibe edilmislerdir. Bu durumda invaziv karakterli hiicreler seruma kemoatrak yaparak
8 mm c¢apl porlar ile ortiili matrijel matriks ortamindan diger yilizeye ge¢mislerdir.
Matrijel matrikste bulunan dolayisiyla invaziv hiicreler 6ncelikle metanolle fiske
edildildiler. Ardindan toludine mavisi (%1) ile boyanarak mikroskop altinda 40X
biiylitmede sayilmislardir.

Invazyon deneyinden elde edilen sonuglar asagidaki formiil uygulanarak hiicrelerin %

invazyon hesaplandi.
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matrijel matriks bazal membranindaki hiicre sayisi
% Invazyon = X 100

Kontrol membranindaki hiicre sayisi

Tablo 4.4 Yeniden yaratilan EGFR ekspresyonunun hiicre invazyona etkisi (p<0,05)

Vektor % Invazyon
Bos vektor 2,8+1,2
WT EGFR 4,6+2,9
E746-A750 del 51,8+21,2
L858R 49,8+18,3
porlar nva]v hucre
80
g 70
g 60 T
'O:i S0
=2 a0
S 30
@
g 20
é 10
= == i
BOS VEKTOR WT EGFR E746-A750 del L858R

Sekil 4.6 Yeniden yaratilan EGFR ekspresyonunun hiicre invazyona etkisi (p<0,05)

pc DNA 3.1 EGFR E746-A750, pc DNA 3.1 EGFR L858R, pcDNA 3.1 ve pcDNA
3.1 wt EGFR ekspresyon vektorleri transfekte edilmis HEK 293 hiicrelerinde kontrole

oranla ylizde invazyon degerleri Tablo 4.3 ‘de verilmistir.
Bu sonu¢ bize EGFR E746-A750 del ve L858R mutasyonlarin1 eksprese eden

hiicrelerin invaziv bir dzellik kazandigin1 gostermektedir (p<0,05).
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5. TARTISMA

Akciger kanseri, iilkemizde ve diinyada hastalik sebepli 6liim nedenleri arasinda kalp
hastaliklarinin ardindan gelmesi ve gitgide artan insidansi nedeniyle ¢ok Onemli bir
saglik sorunudur. Giinlimiizde gelisen teknolojiye ragmen sag kalimi arttirici
yontemlerin diisiik oranda basar1 saglamasi nedeniyle bu saglik sorunu ile ilgili pek ¢ok

arastirma yapilmakta ve bu problem farkli yonleriyle ele alinmaktadir.

Akciger kanserinin temelinde meydana gelen genetik degisimler ve bu genetik
degisimlerin sonucu olarak ortaya c¢ikan kontrolsiiz hiicre c¢ogalmasi yatmaktadir.
Kontrolsiiz hiicre cogalmasini takiben hiicrenin yerlestigi bolgede, gerekse yerlestigi bir
baska dokuda beslenebilmek i¢in kendine ait bir damar agi olusturmasidir. Tim
bunlarin yaninda DNA tamirinin ve apoptozun engellenmesi de bu gelisime destek

vermektedir.

Kanser hiicrelerinin biiyiime ve c¢ogalmalari otokrin, parakrin ve endokrin sinyal
iletim yolaklar aracilif1 ile etki eden pek cok molekiil tarafindan diizenlenmektedir.
Tiimdr biiylimesinin bu sinyal iletim molekiilleri tarafindan diizenlenmesi, hiicre
proliferasyonunun diizenlenmesi ile dogrudan veya anjiyogenez ya da konak immiinitesi

izerine olan etkileri araciligiyla indirekt bigimde olabilmektedir.

Akciger kanseri tedavisinde biiylime faktorlerini hedef alan aragtirmalar, bu
molekiillerin miktarlarina bagli bir tanisal ya da prognostik belirte¢ olusturma ve bu
sinyal iletim molekiillerinin ya da aktiflestirdikleri sinyal iletim yolaklarmin timor
lokalize dokularda bloke edilmesi konularini ele almaktadir ( Seiji vd 2003, Murphy
2001, Iwasaki vd 2004). Bu tip ¢alismalar sayesinde antitiimoral ve antianjiyogenik
tedavi kavramlar1 daha da belirginlesmistir. Bu kavramlarin belirginlesmesi kanserli bir
hastada kanser gelisiminin erken ya da ileri evrelerde durdurulmasina yardimci

olabilmektedir.

Kanser gelisiminde pek c¢ok biiyime faktorii ve bu biiyliime faktorlerinin reseptdrleri

onemli rol oynamaktadirlar. Bu biiylime faktdr reseptorii genlerinde meydana
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gelebilecek olas1 genetik degisimlerin pek ¢ok kanser tiiriiniin gelisiminde 6nemli rol
oynadiklar1 yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. Ornegin, EGF’ iin hiicre yiizeyindeki
reseptorii olan EGFR’ {linde meydana gelen mutasyonlarin akciger kanseri, meme
kanseri ve mesane kanseri gibi ¢esitli kanser tiirlerinde rol oynadigi daha oOnce
literatiirde yapilan g¢aligmalarla gosterilmistir (Kosaka vd 2004, Yoshida vd 2007,
Normanno vd 2006, Roskoski 2004).

Son yillarda yapilan calismalar 1518inda KHDAK’ lerinde yaklasik olarak % 20
oraninda EGFR geninde bir mutasyon oldugu saptanmistir ( Shigematsu vd 2005).
EGFR’ 1n tirozin kinaz domainide meydana gelen bu mutasyonlar klinikte énemli bir
rol oynamaktadir. EGFR’ 1n tirozin kinaz domaininde meydana gelen bu mutasyonlar

kanser gelisiminin erken evresinde progresyonunda énemli rol oynamaktadir ( Akg¢a vd

2006).

EGFR geninin 21. ekzonunda, 858. pozisyonunda yer alan 19sin-arjinin aminoasit
substitasyonu, 19. ekzonundaki karakterize aminoasit 747-750 delesyonlari, 20.
Ekzonunda yer alan 790. pozisyonda yer alan treonin-metionin aminoasit substitasyonu
ile ayn1 ekzondaki insersiyon tipi delesyonlar ile ¢ok sik rastlanmamakla beraber 18.
Ekzon mutasyonlar1 gen iizerinde saptanmis mutasyonlardir (Kosaka vd 2006, Tokumo
vd 2006) ve EGFR’nin agir1 aktivitesine neden olan bu genetik degisimler arasinda
gorilen EGFR VIII ve E746-A750 delesyon mutasyonlar1 ile L858R nokta
mutasyonlart stk goriilen EGFR mutasyonlar1 olup yapilan ¢alismamizda kullanilan

mutasyonlardir.

Arastirmamizda HEK 293 hiicrelerine pzip EGFRvlII, pc DNA 3.1 EGFR E746-A750,
pc DNA 3.1 EGFR L858R, pcDNA 3.1 ve pcDNA 3.1 wt EGFR ekspresyon vektorleri
transfekte edilmis ve EGFR ifadesi Western Blot analizi ile gosterilmistir (Bkz. Sekil
4.3). Western Blot analizi sonucu bize HEK 293 hiicrelerin ger¢eklestirdigimiz
transfeksiyon isleminin basarili oldugunu gostermektedir. Western Blot analizi
sonucunda pc DNA 3.1 EGFR E746-A750, pc DNA 3.1 EGFR L858R, pcDNA 3.1 ve
pcDNA 3.1 wt EGFR transfekte edilen HEK 293 hiicrelerinde EGFR ekspresyonlari
gozlenmistir. Ancak pzip EGFRVIII ekspresyon vektorii transfekte edilen HEK 293
hiicrelerinde Western Blot analizi sonucunda herhangi bir EGFR ekspresyonu

saptanmamistir. Bu durumun nedeni olarak ise transfekte edilen pzip EGFRvIII geninin
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promotor bolgesinde meydana gelen bir nokta mutasyonunun EGFR gen ifadesinin

baskiladig1 diistiniilmektedir.

Lynch ve arkadaslariin yaptig1 calismada pc DNA 3.1 EGFR E746-A750 ve pc DNA
3.1 EGFR L858R transfekte edilen HEK 293 hiicrelerinde EGFR ekspresyon diizeyi wt
EGFR eksprese eden hiicrelere oranla fazla oldugu gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda
ise, Western Blot analizi sonucunda pc DNA 3.1 EGFR E746-A750, pc DNA 3.1 EGFR
L858R, pcDNA 3.1 ve pcDNA 3.1 wt EGFR transfekte edilen HEK 293 hiicrelerinde
EGFR ekspresyonlarinin literatiire paralel veriler sundugunu gostermektedir ( Akca vd

2005, Lynch vd 2004, Nishio vd 2004).

pc DNA 3.1 EGFR E746-A750, pc DNA 3.1 EGFR L858R, pcDNA 3.1 ve pcDNA
3.1 wt EGFR ekspresyon vektorleri transfekte edilmis HEK 293 hiicrelerinde tekrar
yaratilan EGFR ekspresyonunun hiicre proliferasyonu iizerine etkisi 0. ve 72. Saat
verileri elde edilerek saptanmistir. Elde edilen bu sonuglara gore bize pc DNA 3.1
EGFR E746-A750 ve pc DNA 3.1 EGFR L858R ekspresyon vektorleri transfekte
edilmis HEK 293 hiicrelerinde kontrole oranla % proliferasyonu pcDNA 3.1 ve pcDNA
3.1 wt EGFR transfekte edilmis HEK 293 hiicrelerinin % proliferasyonu daha yiiksek
bulunmustur. pc DNA 3.1 EGFR E746-A750 ekspresyon vektorii transfekte edilmis
HEK 293 hiicrelerinde kontrole oranla % proliferasyon en yiiksek oranda bulunmustur.
Literatiirde yapilan bir ¢alismada, mutant EGFR eksprese eden akciger kanseri hiicre
dizilerinde AKT, p44/42 MAPK ve STAT3 sinyal iletim yolaklar1 aktive edildigi ve
bunun sonucu olarak ta kanser hiicrelerinin proliferasyonuna yol agtigi gosterilmistir
(Akca vd 2005). Bu calismanin da gosterdigi gibi EGFR aktivasyonu artmis hiicrelerin
sag kaliminda artis gézlenmektedir. Bu sonuglar 1518inda mutant EGFR eksprese eden
hiicrelerde EGFR aktivasyonunun Western Blot deneyinde gosterildigi gibi artmis

olmasina paralel olarak hiicre sag kalimina katkida bulundugunu gostermektedir.

Gemsitabin akciger kanseri tedavisinde kullanilan bir EGFR inhibitoriidir. EGFR
inhibitorii olan gemsitabin doz bagimli olarak kanser hiicrelerinin sag kalimi {izerine
etki gostermektedir. Gemsitabin ayrica diger antikanser ilaglariyla kombine olarak
kullanilabilmektedir. Pankreatik kanserlerin tedavisi gibi pek ¢ok kanser tedavisinde
cisplatin ile kombine edilerek tedavi amacgli kullanilmaktadir (Caio vd 2007).

Gemsitabin akciger kanseri tedavisinde 1250 mg/m? dozunda hastaya verilmektedir.
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Bizde bu ¢alismamizda altili plaklarda pc DNA 3.1 EGFR E746-A750, pc DNA 3.1
EGFR L858R ve pcDNA 3.1 wt EGFR ekspresyon vektorleri transfekte edilmis HEK
293  hiicrelerine 1000-500-250-125-62-32-31-16 ug/mL dozlarinda gemsitabin
uygulayarak hiicre sag kalimi tlizerine etkisi olup olmadigini amagladik. Sonuglarimiza
gore mutant EGFR eksprese eden hiicrelerde doz bagimli olarak gemsitabin hiicre sag
kalimi {izerine negatif bir etki gostermektedir. Yine elde edilen sonuglar 1s18inda wt
EGFR eksprese eden HEK 293 hiicrelerinde gemsitabin hiicre sag kalimi {izerine
herhangi bir negatif etki gostermemektedir. EGFR E746-A750 del mutasyonu eksprese
eden hiicrelerin anti-EGFR ilaglara kars1 daha duyarli bir 6zellik gosterdigi literatiirde
yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Nishio vd 2004). Yine ayni ¢alismada EGFR E746-
A750 del mutasyonuna sahip PC 9 hiicrelerinin ZD6474 ve gefinitibe kars
duyarliliginda artis oldugu gosterilmis olup wt EGFR eksprese eden hiicrelerde
ZD6474’ 1in bliylimeyi baskilayic bir etkisi oldugu gosterilmistir.

Transfeksiyon sonucu olarak tekrar yaratilan EGFR ifadesinin HEK 293 hiicrelerinin
invazyonuna etkisine bakildiginda elde edilen sonu¢ bize EGFR E746-A750 del ve
L858R mutasyonlarin1 eksprese eden hiicrelerin invazyon yapabilme yetenegi
kazandigin1 gostermektedir (p<0,05) (Sekil 4.4). Sonuglarimiza gére pcDNA 3.1 ve
pcDNA 3.1 wt EGFR transfekte edilen HEK 293 hiicrelerinde invazyon yapabilme
etkisi anlamli bulunmamistir. EGFR’ 1n asir1 ekspresyonu pek ¢ok kanser tiiriinde
invazyon, metastaz ve proliferasyon gibi ¢esitli hiicreler olaylarda rol oynamaktadir.
EGFR geninde meydana gelen mutasyonlar EGFR aktivitesini arttirdigt bunun da
sonucu olarak hiicrelerin invazyon yeteneklerinde bir artis oldugu goriilmektedir.
[nvazyon deneyi sonucunda elde ettigimiz veriler literatiirde daha once yapilan

caligmalarla paralel yonde bulunmustur (Xu vd 2010, Cai vd 2009).

Biz calismamizda E746-A750 del ve L858R EGFR mutasyonlarinin, HEK 293 hiicre
dizisi iizerinde sag kalimi, gemsitabin uygulamasi ardindan hiicre sag kalimi ve
invazyon yetenegi lizerine olan etkilerini gosterdik (Sekil 4.4, Sekil 4.6). Mutant EGFR
eksprese eden HEK 293 hiicrelerinin invazyon yapabilme yetenegi kazandigini ve sag
kalim oranmin arttigint gozlemledik. Gemsitabin uygulamasiin ardindan elde edilen
sag kalim orani ise mutant EGFR eksprese eden hiicrelerde wt EGFR eksprese eden

HEK 293 hiicrelere kiyasla daha diisiik saptanmistir. Bu sonuglar E746-A750 del ve
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L858R EGFR mutasyonlarinin, kanser gelisiminde onemli bir rol oynayabilecegini

gostermistir.
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6. SONUC

Bu ¢aligmada HEK 293 hiicrelerine pzip EGFRVIII, pc DNA 3.1 EGFR E746-A750,
pc DNA 3.1 EGFR L858R, pcDNA 3.1 ve pcDNA 3.1 wt EGFR ekspresyon vektorleri
transfekte edilmistir. Ardindan hiicrelerdeki EGFR ifadesi Western Blot yontemi ile

gosterilmistir.

pc DNA 3.1 EGFR E746-A750 ve pc DNA 3.1 EGFR L858R ekspresyon vektorleri
transfekte edilmis HEK 293 hiicrelerinin invazyon yeteneginde pcDNA 3.1 ve pcDNA
3.1 wt EGFR ekspresyon vektorleri transfekte edilmis HEK 293 hiicrelerine oranla
belirgin bir fark oldugu saptanmistir. Bu sonug¢ bize mutant EGFR eksprese eden HEK
293 hiicrelerinin invazyon yetenegi kazandigin1 gostermektedir. Yaptigimiz bu c¢alisma

literatlirde bu konu tizerine yapilan ilk ¢alismadir.

Tekrar yaratilan EGFR ifadesinin hiicre sag kalimina etkisi oldugu 0. ve 72. Saat
verileri kullanilarak ve farkli dozlarda uygulanan gemsitabinin hiicre sag kalimi {izerine
etkisinin olup olmadigina bakilarak gozlenmistir. Mutant EGFR eksprese eden
hiicrelerin sag kalim orani daha yiiksek saptanmistir. Ayrica gemsitabin uygulamasinin
ardindan hiicre sag kalimi incelendiginde mutant EGFR eksprese eden hiicrelerin anti-
EGFR ilaglara kars1 duyarlilifinin fazla olmasimin sonucu olarak wt EGFR eksprese

eden hiicrelerin sag kalim oran1 daha ytliksek miktarda saptanmistir.

Kanser gelisiminde EGFR geninde meydana gelen genetik degisimler 6nemli rol
oynamaktadir. Bu gende meydana gelen genetik degisimler kanserin daha agresif
olmasma neden olabilmektedir. EGFR geninde meydana gelen genetik degisimlerin
kanser gelisiminde nasil rol oynadigini saptamak amaciyla yapilacak ¢aligmalarin
artmasi sonucunda tretilebilecek tedavi stratejilerinin kanser gelisimini erken evrede

yavaglatilmasi ya da durdurulmasi asamasinda 6nemli katkilar1 olucaktir.
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