T.C.
GEBZE TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

IGF-1R SINYAL YOLAGININ GENISTEINLE REGULASYONUNDA P53'UN ROLU

EKIiN KESTEVUR
YUKSEK LiSANS TEZi
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIiK ANABILIM DALI

GEBZE
2017



T.C.
GEBZE TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

IGF-1R SINYAL YOLAGININ GENISTEINLE
REGULASYONUNDA P53'UN ROLU

EKIN KESTEVUR
YUKSEK LiSANS TEZi
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILIM DALI

DANISMANI
YRD. DOC. DR. CAN MURATHAN ERISTI

GEBZE
2017



T.R.
GEBZE TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

ROLE OF P53 IN THE REGULATION OF IGF-1R
PATHWAY WITH GENISTEIN

EKIN KESTEVUR
A THESIS SUBMITTED FOR THE DEGREE OF
MASTER OF SCIENCE
DEPARTMENT OF MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

THESIS SUPERVISOR
ASSIST. PROF. DR.CAN MURATHAN ERiSTi

GEBZE
2017



L

%

2,

&
\

GEBZENS

TEKNIK ONIVERSITESE s

YUKSEK LISANS JURI ONAY FORMU

GTU Fen Bilimleri Enstitiisti Yonetim Kurulu’nun 21/06/2017 tarih ve
2017/33 sayili karariyla olusturulan jiiri tarafindan 19/07/2017 tarihinde tez savunma
sinavi yapilan Ekin KESTEVUR’un tez ¢alismasi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dalinda YUKSEK LISANS tezi olarak kabul edilmistir.

JURI .
UYE = -
s
(TEZ DANISMANI) : Yrd. Dog. Dr. Can Murathan ERISTI \\/\/\x l/f/7
UYE : Dog. Dr. Asuman DEMIROGLU ZERGEROGL;F\
UYE : Yrd. Dog. Dr. Nagehan ERSOY TUNALI 3}
M-a f/
ONAY

Gebze Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti Yénetim Kurulu’nun

...... [eeoiid oo tarih ve ......./........ sayil1 karar1.

IMZA/MUHUR



OZET

Akciger kanseri diinyada en yaygin goriilen ve 6lim orani en yliksek olan
kanser tiriidiir. Erken safhalarda teshisinin giic olmasi ve ileri donemlerde
glinlimiizdeki tedavi yontemlerinin yeterli olmamasi yeni tedavi yaklasimlarinin
gelistirilmesini gerektirmektedir.

Insiilin benzeri biiyiime faktorii reseptdrii 1 (IGF-1R), akciger kanseri dahil
cogu kanser tipinde asir1 ifadelenen bir reseptor tirozin kinaz molekiiliidiir. IGF-1R
aktivitesi kanser hiicre farklilasmasi, hiicre gocli, invazyon, anjiyogenez ve metastaz
stireclerinin devamlilig1 i¢in gereklidir.

Genistein soya Oziitlinden elde edilen Ostrojen analogu bir izoflavondur.
Ostrojene benzerligi sayesinde dstrojen reseptdrii (ER) ve IGF-1R sinyal yolaklarina
baglanarak inhibisyona neden olmakta ve kanser hiicre boliinmesinin durdurulmasini
saglamaktadir. Dogal bir iirlin olmasi, yiiksek dozlarda bile diisiik toksisiteye sahip
olmasi, radyoterapinin olumsuz etkilerine kars1 koruyucu olmasi ve kemoterapide
kullanilan kimyasallarin daha diisiik dozlarda etkili olmasini saglamasi sebebiyle
kanser aragtirmalarinda tercih edilen bir kimyasaldir.

Bu c¢aligmada genistein-IGF-1R iligkisinde tiimor baskilayici protein olan
pS3'in rolii belirlenmek istenmistir. NSCLC hiicre hatlariyla yapilan deneylerde
genisteinin yliksek dozlarda kullanildiginda p53 pozitif hiicrelerde hiicre boliinmesini
durdurdugu, tiibilin polimerizasyonunu engelleyerek hiicre sekillerini bozdugu, p53
negatif hiicrelerde ise hiicre boliinmesinde yavaslamaya yol actif1 belirlenmistir.
Genisteinin farkli kanser tiirleri (prostat, meme) {lizerinde daha dnce gosterilen IGF-
IR yolagmi baskilama yetisinin NSCLC'de goriilmemesi bu durumun hiicre tipine
0zgili oldugunu gostermektedir. P53 miktar1 ylisek dozda genistein kulanimiyla artan
p53 pozitif hiicrelerde p53 fosforilasyonunun gergeklesmiyor olmasi, genistein-IGF-
IR iligkisinde p53 miktarindaki artisin tek basma yeterli olmadigini, p-p53

seviyelerinde de artisin gerekli oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: IGF-1R, Genistein, p53, Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger
Kanseri (NSCLC).



SUMMARY

Lung cancer is the most common cancer type in the world with the highest
mortality rate. In the future new therapeutic approaches need to be developed
because of the difficulty of diagnosing at an early stage and the fact that the current
treatment modalities are not effective enough or late stages.

Insulin-like growth factor receptor 1 (IGF-1R) is an overexpressing receptor
tyrosine kinase molecule in many cancer types, including lung cancer. IGF-1R
activity is required for cancer cell differentiation, cell migration, invasion,
angiogenesis and the continuity of metastatic processes.

Genistein is an estrogen anologue which extract from soy as an isoflavone. As
a result of estrogen analogy, it binds to the estrogen receptor (ER) and IGF-1R
signaling pathways, leading to inhibition and arresting cancer cell division. It is a
preferred chemical in cancer research because it is a natural product, it has low
toxicity even at high doses, protects against the adverse effects of radiotherapy and
provides that chemotherapeutic chemicals are effective at lower doses.

In this study, we aimed to determine the role of p53, a tumor suppressor
protein, in relation to genistein-IGF-1R. In experiments with NSCLC cell lines, it has
been determined that when genistein is used at high doses, it stops cell division in
pS3-positive cells, blocks cell formation by inhibiting tubulin polymerization, and
slows cell division in p53-negative cells. The fact that genistein does not show the
ability to inhibit the IGF-1R pathway, which previously shown on different cancer
types (prostate, breast), in NSCLC, suggests that this effect is cell type specific. The
fact that p53 phosphorylation does not occur in p53-positive cells, which have
increased levels of p53 by the use of high-dose genistein, suggests that an increase in
the amount of p53 alone is not sufficient in relation to genistein-IGF-1R and an

increase in p-p53 levels is also necessary.

Key Words: IGF-1R, Genistein, p53, Non Small Cell Lung Cancer (NSCLC)
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1. GIRIS

Kanser anormal hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi ve yayilmasi seklinde
karakterize edilen ve 6liime neden olabilen bir grup hastaligin genel adidir. Hastalig1
tedavi etmek, hastanin yasam siiresini uzatmak veya hastanin yasam kalitesini
yiikseltmek amaciyla; cerrahi yontemler, radyasyon terapisi ve kemoterapi tedavileri
uygulanmaktadir. Kemoterapi tedavi agisindan en ¢ok iimit veren yontem olmasina
ragmen, sonradan da gelisebilen ilag¢ direnci ve artan toksisite hastalarin hayatta
kalma oranlarmin diisiik olmasina neden olmaktadir [Gottesman et al., 2002]. Kanser
kaynakli 6liimlerin gerceklesme zamani; tiimor hiicrelerinin ¢ogalma, invazyon ve
metastaz yeteneklerine bagli olarak degismektedir. Timdr gelisim siirecinde
hiicrelerin malignant transformasyonu birden fazla yolakta yer alan genlerin
ifadelenmesindeki degisiklige bagli olarak gerceklestiginden, tedavi siirecinde
kullanilan dogal ajanlarin ¢ok sayida hedefle etkilesime girebilme 6zellikleri dnem
kazanmaktadir.

Epidemiyolojik calismalar akciger kanserinin oldiiriiciiliigii en yiiksek olan
kanser tiirii oldugunu gostermektedir. Yiiksek 6lim orani biiylik dl¢lide hastaligin
erken asamalarinda teshisin giicliigline ve gec¢ sathalarda ilerlemenin ¢ok hizli
olmasina baghdir. Akciger kanseri tanis1 konulan ¢ogu vaka cerrahi miidahale i¢in
uygun degildir. Akciger kanserinin goriilme sikliginin ve hayatta kalma basarisinin
cinsiyete bagl olarak yiliksek farklilik gdstermesi, hastaligin gelisiminde hormonal
aktivitenin rol aldigin1 diisiindiirmektedir.

Akciger kanseri gelisiminin temel sebebi olarak, reseptor tirozin kinaz (RTK)
ve transformasyon biiylime faktori-p reseptorii (TGFBR) sinyal yolaklarinin
diizensiz calismasi gosterilmektedir [Cooper et al., 2013; Rosell et al., 2013].
Akciger kanserinin erken evrelerinde tip 1 insiilin benzeri biiylime faktorii reseptorii
(IGF-1R) yolaginin aktivasyonu belirlenmistir [Kim et al., 2009]. IGF-1R yolagz,
insiilin reseptorii (IR), epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR), vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii reseptorii (VEGFR), mezensimal epitelyal gegis faktorii
(MET), fibroblast biliylime faktorii reseptorii (FGFR) gibi reseptor tirozin kinazlarin

yanisira, Ostrojen reseptorii (ER-o ve ER-B), androjen reseptorii (AR) ve progesteron



reseptorii  (PR) gibi steroid hormon yolaklartyla baglantilidir. IGF-IR
ifadelenmesinin ortadan kaldirilmasi, malignant hiicrelerin temel 6zelliklerinden olan
transformasyon ve biiylimenin engellenmesine neden olmaktadir. /GF-IR ve IGF-2R
ifadelenmesinin stirekli veya normalin iistlinde gergeklesmesi yumurtalik, prostat,
endometriyal, gastrik, mesane, sarkoma, kolorektal, glioblastoma, 16semi, myeloma
ve meme kanserlerinde agresif fenotiple, timor gelisimiyle ve oOzellikle EGFR
hedefli terapilere kars1 direng olugmasiyla iliskilendirilmistir [Hewish et al., 2008].
Kanser aragtirmalarinda sikc¢a kullanilan genisteinin in vitro kosullarda cesitli
kanser hiicre hatlarinda biiylimeyi inhibe ettigini gosteren c¢ok sayida g¢alisma
bulunmaktadir. Genistein bu inhibisyon etkisini kanser hiicre bdoliinmesini,
invazyonunu ve metastazint engelleme, c¢esitli tirozin kinazlar1i ve DNA
topoizomeraz II enzimini inhibe etme, hiicre donglisiiniin durmasini ve apoptozu
uyarma gibi farkli yolaklar1 diizenleyerek gerceklestirmektedir [Li et al., 2005; Shon
et al., 2006]. Genistein gibi besin yoluyla alinabilen izoflavonlarin akciger kanseri de
dahil olmak iizere ¢cogu kansere kars1 koruyucu etki gosterdigi bilinmektedir [Nagata

et al., 2007; Gadgeel et al., 2009; Li and Chen, 2011].



2. LITERATUR TARAMASI

2.1. Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

2012 yilinda GLOBOCAN tarafindan yayinlanan rapora gore diinya genelinde
son bes yilda kanser tanisi konulmus 32.6 milyon insan yasamakta ve bu saymin
2025 yilinda yaklasik 40 milyona ulasmasi beklenmektedir. 2012 yilinda yeni
konulan kanser tanilarinin biiyiik ¢ogunlugunu akciger kanseri (%13) olusturmakta,
onu meme (%11.9) ve kolorektal kanser (%9.1) izlemektedir. Oliim oranlarma
bakildig1 zaman yine ilk sirada akciger kanseri (%19.4) bulunmaktadir. Her giin
3000'den fazla kisi akciger kanserinden 6lmekte, bu oran yaklasik olarak dakikada
iki Oliime denk gelmektedir. Karaciger (%9.1) ve mide (%8.8) kanserleri 6liim
oranlar1 sirasinda akciger kanserinden hemen sonra gelmelerine ragmen akciger
kanseri 0liim oranlarmin her ikisinin toplamindan daha fazla olmasi bu alanda etkin
tedavi yontemlerinin gelistirilmesini gerektirmektedir.

Erkeklerde kanser kaynakli 6liimlerin %29'una akciger kanseri neden olmakla
birlikte, akciger kanseri goriilme siklig1 kadinlarda erkeklere oranla ¢ok daha
yiiksektir. Kadinlarda akciger kanseri goriilme sikligr 1950'lerden giliniimiize %600
artmistir ve kanser kaynakli 6liimlerin %25'ine neden olmaktadir [Patel et al., 2004].
SEER veribankas1 kullanilarak yapilan analizlere gore 55-59 yas arasinda (menopoz
sonrast) olan akciger kanseri kadinlar, 40-49 yas arasinda (menopoz 6ncesi) olanlarla
karsilagtirildiginda belirgin bir sekilde daha yiliksek hayatta kalma oranlarina
sahiplerdir [Oton et al., 2006]. Genel popiilasyondan elde edilen verilerle
karsilagtirildiginda antidstrojen tedavisi géren meme kanseri hastalarinda akciger
kanserinden 6liim oranlar1 bes kat daha azdir. leri seviye kiiciik hiicreli olmayan
akciger kanseri (NSCLC) erkek hastalariyla yiiriitiilen bir faz III ¢aligmasinda serum
orneklerindeki serbest estradiol miktarlar1 Slgiilmiistiir. Diisiik estradiol seviyesinin
hayatta kalma oranmi arttirdigi belirlenmistir [Ross et al., 2007]. Farkli NSCLC
hiicre hatlariyla yapilan ¢aligmalarda Ostrojenin genel olarak hiicre boliinmesini in
vivo ve in vitro uyardigli, endojen gen ifadelenme oranlarini arttirdigi, VEGF

saliimint uyardigi ve MAPK aktivasyonununda artisa sebep oldugu gosterilmistir



[Hershberger et al.,2005; Stabile et al., 2005; Jarzynka et al., 2006].

Tiitlin kullanimi akciger kanserinin gelisiminde en yaygin goriilen nedendir ve
teshislerin %80'iyle baglantili oldugu diisiiniilmektedir. Sigara kullananlar arasinda
akciger kanseri riski sigara kullanmayanlara oranla 10 kat daha yiiksektir. Pasif
icicilerde de akciger kanseri riskinin %20 arttig1 belirlenmistir. Transforme edilmis
akciger epitel hiicreleri tiitlin bilesenlerine maruz birakildiginda p-IGF-1R/IR
seviyeleri artmig ve hiicreler IGF-1R hedefli molekiiler tedavilere daha duyarli hale
gelmigtir [Chun ef al., 2003]. Tiitiin bilesenleri, 6zellikle de NNK (nicotine-derived
nitrosamine ketone), Akt aktivasyonunu saglayarak PTEN inaktivasyonuna ve p53
degredasyonuna neden olmaktadir. Bu yolla /GF-II ve IGF-IR ifadelenmesini de
diizenlemektedir [Ohlsson et al., 1998].

Tiitlin  kullanim1 akciger kanserinin en biiylik nedenlerinden biri olarak
bilinmesine ragmen diinya genelindeki akciger kanseri vakalarinda kadinlarin
%353'tinl hi¢ sigara kullanmayanlar olusturmaktadir [Subramanian and Gavindan,
2007]. Bu veriler tiitiin tirtinleri tiiketmek disinda bazi etiyolojik faktdrlerin de
akciger kanserinin gelisimi ve ilerlemesinde etkili oldugunu gdstermektedir. Cesitli
caligmalar akciger kanserinin sigara i¢meyen bireylerde goriilme sikliginin
kadinlarda erkeklere oranla daha fazla oldugunu gostermektedir [Wakalee e al.,
2007; Thun et al., 2008].

Iyonize radyasyona maruz kalmanimn akciger kanseri gelisim riskini arttirdig1
bilinmektedir. Atom bombasi saldirisi sonrasi hayatta kalanlar ve radyoterapi géren
insanlar incelendiginde, akciger kanseri gelisme oranlarinin normal popiilasyona
gore yiikseldigi goriilmektedir.

Belirli endiistriyel alanlarda c¢alisan ve yliksek risk olusturan karsinojenlere
maruz kalan bireylerde de akciger kanseri gelisim riski artmaktadir. En belirgin artis
asbest ve yanma sonucu ortaya ¢ikan gazlara maruz kalindiginda goriilmektedir.
Endiistriyel olarak gelismis sehirlerde akciger kanseri gelisim oranlari, kirsala gore,
%S5-10 arasinda artig gostermektedir.

Kronik bronsit, pulmoner tiiberkiiloz ve amfizem hastlarinda da akciger kanseri

gelisim riskinin yiiksek oldugu bilinmektedir.



2.2. Akciger Kanseri Tedavi Yontemleri

Meme kanseri hastalar1 i¢in 5 yillik hayatta kalma oran1 %89 seviyesindeyken,
bu seviye akciger kanseri hastalarinda %]15'e diismektedir. Akciger kanseri
vakalarinin yaklasik %70'inde erken evrelerde belirgin semptomlar goriilmediginden
teshis ileri evrelerde gerceklesmekte, bu durum tedavi basarisini ve hayatta kalma
oranlarin1 olumsuz yonde etkilemektedir. Tedavi secenekleri; cerrahi (erken evre
hastalar), radyoterapi ve kemoterapi olarak siralanmaktadir. Akciger kanseri
tedavisinde goreceli olarak yeni bir yaklagim da hedeflenmis terapidir. Monoklonal
antikorlar, asilar ve gen terapileri hedeflenmis terapi yontemlerindendir ve kansere
0zel siirecleri hedeflediklerinden klasik tedavilere gore daha etkili olabilmekte,
sagliklr hiicrelere daha az toksik etki gostermektelerdir.

Akciger kanseri hastalar1 lizerinde yapilan bazi caligmalarda cisplatin ve
radyoterapinin beraber uygulanmasi geleneksel tedaviye gore daha etkili olmasina
ragmen gozlemlenen ortalama hayatta kalma stiresi 17 aydir [Parkin et al., 2005].
Radyasyon tedavisinin basaris1 tiimdriin bolgesel kontroliiniin zor olmasi ve normal
akciger dokusunda radyoterapiye bagli hasar gelismesi sebebiyle azalmaktadir.
Radyasyon verilen normal akciger dokusunda olusan hasara bagli olarak gelisen
inflamasyon yaniti pnemoniye sebep olmaktadir. Bu durum akcigerlerde yara
dokusunun olugmasina ve fibrozise yol acarak hastanin nefes almasini zorlagtirmakta
ve yasam kalitesini diisiirmektedir [Kong et al., 2006; Jin et al., 2009;].

2320 NSCLC hastast kadinin baz alindig1 c¢aligmada akciger kanseri
gelisiminden O6nce veya sonra alimina bagli olmaksizin antidstrojen tedavisi goren
kadinlarda 6liim oranlarinin daha diistik oldugu belirlenmistir [Lother et al., 2013].
Bu durum 6strojen yolaginin akciger kanserinin hem gelisim hem de ileri evrelerinde
gorev aldigin1 gosterir. ER fonksiyonunu baskilayan ajanlarin (fulvestrant) veya E2
sentezini durduran kimyasallarin (exemestane) kullanimi sonucu akciger timor
bliylimesinin durdugu gosterilmistir [Pietras et al., 2005; Chen et al., 2007]. Bu
veriler aynt zamanda yliksek Ostrojen seviyelerine sahip NSCLC hastalarina
uygulanan tedavi yontemlerinin daha az etkili olmasina da agiklama getirmektedir.

Geleneksel tek yonlii kemoterapiler bir sinyal yolaginda yer alan tek bir



spesifik geni hedef alacak sekilde gelistirildiginden basar1 oranlart istenilen
seviyelere ulasamamaktadir [Li ef al., 2010]. Dogal ajanlarin kullanimi1 hem diger
kemoterapi yontemlerine kiyasla minimal sitotoksisiteye sahip olmalari, hem de ¢ok
sayida sinyal yolagini etkileyebilme potansiyelleri sayesinde son zamanlarda 6n
planda tutulan bir tedavi yaklasimidir. Dogal ajanlar kemoterapi ilaglariyla
kombinasyonel olarak kullanildiginda ilaca bagh toksisiteyi azaltarak ve/veya ilag

direncini diisiirerek terapinin basar1 oranlarini arttirmaktadir.

2.3. NSCLC ve SCLC

Akciger kanseri vakalarinin %85-90'1 NSCLC olarak smiflandirilir ve kiigiik
hiicreli akciger kanserinden (SCLC) klinik ve patolojik olarak oldukg¢a farklidir.
SCLC genellikle tiitiin kullanimindan kaynaklanan, erken evrelerde metastaz goriilen
ve ¢ok agresif gelisim gosteren bir kanser tiiriidiir. NSCLC, SCLC'ye oranla daha
yavas gelisim ve yayilma gosterir. Hiicreler birbirlerinden histolojilerine gore veya
salgiladiklar1 ligand tiirleri baz alinarak ayrilabilirler. Ornegin IGF-I peptidi sadece
SCLC hiicre hatlarinda bulunurken, IGF-II hem SCLC hem de NSCLC hiicre
hatlarinda goriilebilmektedir [Reeve et al., 1992; Quinn et al., 1996].

NSCLC diinya genelinde kanser kaynakli Oliimlerin en yaygin nedenidir.
NSCLC hastalarinin tant konulduktan sonra 5 yillik sag kalim oranlar1 %8-14
arasinda degigmekte, tlimor bolgesinin cerrahi miidahaleyle tamamen alinmasiyla bu
oran %40'a yiikselmektedir [Greenlee et al., 2000]. NSCLC vakalarinin yaklagik
%75'1 tan1 konuldugunda ileri evre kanserdir [Hansen et al., 2002] ve ileri seviye
veya metastatik 6zellik gOsteren hastalarin ortalama yasam siiresi 6-8 aydir [Evans
and Lynch, 2001]. NSCLC hiicrelerin biiyiikliigiine, sekline ve icerigine bagl olarak
kendi i¢inde lige ayrilir; adenokarsinoma (%50), squamous hiicreli akciger kanseri
(%25-30), biiyiik hiicreli akciger kanseri (%10-15) [Vaporciyan et al., 2000].

Giliniimlizde sigara kullanan bireylerin sayisinda azalma olmasma ragmen
NSCLC goriilme sikligi, ozellikle de adenokarsinoma alt tiirli, hizli bir sekilde
artmaktadir [Patel ef al., 2004]. Adenokarsinoma kadinlarda goriilen primer akciger

kanserlerinin %75'ini olusturmaktadir ve erkeklere oranla daha erken yaslarda



goriilmektedir [Cerfolio ef al., 2006]. Aym1 zamanda sigara kullanmayanlar ve
gengler arasinda en yaygin goriilen NSCLC tipidir [Subramanian and Gavindan,
2007].

NSCLC hastalartyla yapilan calismada cinsiyete bagli olmaksizin, kanser
dokularinin %73'iinde Ostrojen seviyelerinin normal dokulara gore daha yiiksek
oldugu belirlenmistir [Marquez-Garbon et al., 2011]. NSCLC hiicre
sitoplazmalarinda ER-a da bulunmaktadir, ancak bulunma miktar1 %3 [Wu et al.,
2005]-%73 [Kawai et al.,2005] arast degisen oranlarda oldugu i¢in marker olarak
degerlendirilmesi miimkiin degildir. Akciger kanseri gelisiminde ER-f disinda;
EGFR/HER, IGF-1R, TGF-a ve TGF-f reseptorlerinin de rol aldigi bilinmektedir
[Lynch et al., 2004; Liu et al., 2007; Wu et al., 2007]. Bu reseptorler tarafindan
diizenlenen sinyal yolaklar1 mitogenezde, anjiyogenezde ve apoptoz inhibisyonunda
gorev alirlar.

NSCLC, SCLC ile karsilagtirildiginda genel olarak kemoterapiye duyarli
degildir [Pao and Chmielecki, 2010]. NSCLC vakalarinin %40-80'inde EGFR asir1
ifadelenmesi goriiliir ve bu durum hastaligin kotii seyri ve kemoterapiye direncle
baglantilidir [Jaramillo et al., 2008]. EGFR mutasyonlari; kadin, asya kokenli,
adenokarsinoma sahip ve hi¢ sigara kullanmamis NSCLC hastalarinda yaygin olarak
goriilmektedir [Nguyen et al., 2009]. NSCLC hiicre hatlar1 incelendiginde EGFR
mutasyonu tastyan hiicrelerde p-IGF-1R/IR seviyelerinin belirgin bir sekilde diisiik
oldugu goriilmiistiir [Dong et al., 2015]. Bu duruma tezat olarak sigara igme Oykiisii
olan, mutant K-ras igeren, yabanil tip EGFR tastyan ve artan p-IGF-1R/IR seviyeleri
bulunan NSCLC hastalar1 EGFR tirozin kinaz inhibitorleri kullanilarak uygulanan

kemoterapiye en fazla direng gosteren grubu olusturmaktadir.



Tablo 2.1: Akciger kanseri tedavisinde kullanilan kemoterapi ilaclari.

NSCLC Tedavisinde Kullanilan
Tlaglar

NSCLC Tedavisinde
Kullanilan ilag
Kombinasyonlari

SCLC Tedavisinde Kullanilan ilaglar

Afatinib Dimaleate

Carboplatin-taxol

Doxorubicin Hydrochloride

Alectinib Gemcitabine- cisplatin Etoposide
Bevacizumab Etoposide Phosphate
Carboplatin Mechlorethamine-Hydrochloride
Ceritinib Methotrexate
Crizotinib Methotrexate LPF
Docetaxel Topotecan Hydrochloride
Erlotinib Hydrochloride
Methotrexate
Gefitinib

Gemcitabine Hydrochloride

Mechlorethamine-Hydrochloride

Necitumumab

Nivolumab

Osimertinib

Paclitaxel

Pembrolizumab

Pemetrexed Disodium

Ramucirumab

Vinorelbine Tartrate

2.4. Izoflavonlar

Yapilan  arastirmalar

kanserlerin = %30-40'min  direkt olarak  diyet

ahskanliklarina bagl olarak gelistigini ve uygun diyetlerin bu kanserlere kars

koruyucu etkiye sahip oldugunu gostermistir [Wiseman, 2008]. Giinlimiizde

kullanilan anti-kanser ajanlarinin bir¢ogu bitkiler (vincristine, vinblastine, etoposide,

paclitaxel, camptotechin, topotecan, curcumin, resveratrol, genistein, irinotecan),

deniz canlilar1 (cytarabine) ve mikroorganizmalar (dactinomycin, bleomycin,

doxorubicin) gibi dogal iirlinlerden gelistirilmistir [Bhanot et al., 2011].

[zoflavonlar éstrojenik etki gdsteren ve gogunlukla antioksidan 6zellige sahip




olan polifenolik bilesiklerdir. izoflavonlarin temel kimyasal yapist; heterosiklik piran
halkasina bagli 2 benzen halkasindan olusan flavon c¢ekirdeginden meydana
gelmektedir. Hidroksil gruplarinin varligi ve pozisyonunun (6zellikle B halkasinda
yer alanlarin) antioksidan aktivitede 6nemli oldugu, en etkili aktivitenin de 4 veya 6
hidroksil grubu iceren kimyasallarda goriildiigii belirlenmistir [Heim ef al., 2002]. Bu
yan gruplar metillendiginde polifenollerin aktivitesi azalmakta veya tamamen
ortadan kalkmaktadir [Miller et al., 1996; Piettta et al., 2000; Rosenberg et al.,
2002]. Izoflavon yapisindaki -OH grubu sayisinda artis ve yan gruplarda cift bag
bulunmasi sitotoksisiteyi arttirirken, polifenoliin uzunluguna bagl goriilen etki ve
kullanilabilen maksimum doz miktar1 hiicre tipine bagli olarak degismektedir
[Balabhadrapathruni et al., 2000; Han., 2001;].

Fitodstrojenler; soya fasulyesi, tofu, sebzeler, meyveler ve yapraklarda
bulunan, yapisal olarak memeli Ostrojeni 17B-estradiole benzeyen, bu sayede de
ER'ye baglanabilen fenolik izoflavon bilesikleridir [Sirtori et al., 2005; Mense ef al.,
2008; Velentzis et al., 2008]. Fitodstrojenlerin; menopozal semptomlari, koroner kalp
hastaliklar1 riskini, osteoporoz gelisimini azalttig1, kan kolestrolii ve kan basincinin
diistiriilmesine yardimci oldugu ve ¢esitli kanserlere karst koruyucu isleve sahip
oldugu bilinmektedir. FitoOstrojenlerin antikanser aktiviteleri; antioksidan aktivitesi,
tirozin kinazlarin ve DNA topoizomeraz enziminin inhibisyonu, anjiyogenezin,
metastazin ve hiicre invazyonunun inhibisyonu olarak siralanabilir [Velentzis et al.,
2008]. Fitoostrojenler proapoptotik proteinlerin (p-p5S3, pS3 ve p2l) seviyesini
arttirirken, bazi antiapoptotik proteinlerin (Bcl-xL ve siklin B1) seviyelerinin
azalmasina neden olmaktadir [Seo et al., 2011].

Amerikan toplumuna oranla 20-50 kat daha fazla soya iiriinii tiiketen Asya
toplumlarinda meme ve prostat kanseri oranlarinin diisiik olmasi, soya fasulyesinin
bu kanserlere kars1 dogal koruyucu bir ajan oldugunu diistindiirmektedir.
Epidemiyolojik caligmalar soya fasulyesi kaynakli fitoostrojenlerin 6zellikle meme
kanseri goriilme sikligini diistirdiigiinii gostermistir [ Dufty et al., 2007; Velentzis et
al., 2008;]. Soya izoflavonlarin l6kemi, noroblastoma, kas ve karaciger timor
hiicrelerinin biiylime oranlarini ve metastatik yeteneklerini APE1/Ref-1, NF-kB ve
HIF-1a yolaklariyla baglantili olarak azalttig1 belirlenmistir [Raffoul et al., 2006;
Singh-Gupta et al., 2011; Hillman ef al., 2011].



NSCLC, bobrek ve prostat kanser hiicre hatlarinda hiicre 6liimiine yol agtig1 ve
kanser hiicrelerini radyoterapiye duyarli hale getirdigi gosterildigi i¢in soya
izoflavonlariyla radyoterapinin  beraber kullanilmasina yonelik caligmalar
gerceklestirilmektedir. Izoflavonlarin radyoterapiyle beraber kullanimi, radyasyon
tedavisiyle gerceklesen hiicre sagkalimindan sorumlu sinyal yolaklarin
aktivasyonunu engellemektedir. NSCLC hiicre hatlariyla yapilan bir ¢calismada soya
izoflavonlarinin APE1/Ref-1'in DNA onarim aktivitesini inhibe ederek, radyoterapi
sonucu hiicre 6liim oranlarini arttirdigr gosterilmistir [Singh-Gupta et al., 2011].
Soya izoflavonlar1 ayni zamanda antioksidant ozellik gostererek normal akciger
dokusunu radyasyon kaynakli toksisiteden korumaktadir. Prostat kanseri hastalariyla
yapilan calismada radyoterapiyle beraber soya oOziitii iceren ila¢ alan hastalarda
radyasyon toksisitesi diigmesi sonucunda hastalarin iiriner, gastrointestinal ve seksiiel
fonksiyonlarinda diizelme gozlenmistir [Ahmad et al.,2010].

[zoflavonlar 8 saat gibi kisa bir yarilanma siiresine sahiplerdir ve genelde 24
saat sonunda sistemden tamamen uzaklastirilmis olurlar [Rowland et al., 2003]. Soya
icerigi yiikksek diyet uygulayan insanlarda dolagimda bulunan izoflavon
konsantrasyonlar1 0.2 mM oranina yakin seyretmektedir [Adlercreutz et al., 1993].
Yiiksek dozda NovaSoy (300-600 mg) verilen prostat kanseri hastalarinda
dolagimdaki genistein konsantrasyonunun 27 mM oranina kadar ylkseldigi ve
herhangi bir genotoksik etkiye neden olmadig1 belirlenmistir [Miltyk et al., 2003].
Yapilan farkli bir ¢aligmada genistein verilen siganlarda oral yollarla alimdan 5 dk
sonra serumda genistein belirlenmistir Sican metabolizmas1 goz 6niine alindiginda 10
mg/kg'lik doz insanlarda 1 mg/kg'lik doza denk gelmektedir ve bu oran Asyalilarin
diyetle beraber aldiklar1 genistein miktarina yakindir [Zhou et al., 2008].

Sekil 2.1'de gosterilen izoflavonlar genistein, daidzein ve glyctein soya
icerisinde sirasiyla %50, %40 ve %10 oranlarinda ve aglikon formunda

bulunmaktadir.
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Glycitein

Sekil 2.1: Soya izoflavonlariin (genistein, daidzein, glyctein) kimyasal yapisi.

2.4.1. Genistein

Genistein soya tirtinlerinde yiiksek oranlarda bulunan kiiciik ve biyolojik olarak
aktif bir molekiildiir. Genistein; hiicre boliinmesi kontroliinde, apoptotik hiicre
oliimiinde, hiicre gdcli, invazyonu, anjiyogenezi ve metastazinda rol olan genlerin
ifadelenmesini  diizenleyerek kanser hiicrelerinin invazyonu, metastazi ve
anjiyogenezinin inhibisyonunda rol alir [Li and Sarkar, 2002].

Hiicrelerde Gstrojen cevabi niikleer steroid hormon reseptorii ailesinin iiyeleri
olan ER-a ve ER-f reseptorleri ile kontrol edilir. Bu reseptorler temel olarak diziye
ozgii, ligand bagimli transkripsiyon faktdrleri olarak goérev alirlar. Ostrojen
baglanmasi1 sonucu ER-a ve ER-B reseptorleri Ostrojen cevap elementleri (ERE)
iceren hedef promotorlerin transkripsiyonunu uyarmaktadir. Bu iki reseptdr farkl
genler tarafindan kodlanmakta ve dokulara gore farkli dagilim gostermektedir. ER-a
genellikle mesane, karaciger, bobrek ve kalpte bulunurken, ER-B genellikle
yumurtalik, prostat, akciger ve merkezi sinir sisteminde bulunmaktadir [Matthews et
al., 2003]. ER-f ifadelenmesi durdurulan disi fare modellerinde 3 aylik dénem
sonunda alveol sayisinda azlik gibi akciger yapisin1 etkileyen anomaliler

gozlenmigtir [Patrone et al., 2003]. 5 aylik donem sonunda hem erkek hem de disi
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farelerde akciger fonksiyonlarinda belirgin azalma ortaya ¢ikmistir [Morani et al.,
2006]. ER-o ifadelenmesi engellendiginde ayni etkilerin goriilmemesi ve
immiinboyama yapildiginda akciger hiicrelerinde ER-o belirlenememesi, bu
reseptoriin akciger gelisimi ve fonksiyonunda gorev almadigini gostermektedir [Wu
et al., 2005; Schwantz et al., 2005]. Akciger kanserinde ER-a seviyeleri ER-f
seviyelerine oranla olduk¢a disiliktir ve artis goOriilmesi genelde EGFR
mutasyonlarinin varligina baglhdir [Raso et al., 2009; Mazieres et al., 2013]. Belirgin
ER-o ifadelenmesi olan akciger kanseri hastalariyla yapilan iki farkli caligmada,
ifadelenmenin hayatta kalma siiresine ya da tiimor gelisim hizina etkisi olmadigi
belirlenmistir [Skov et al.,2007]. ER-B; NSCLC tiirlerinde hem kadin hem de erkek
hastalarda baskin olarak bulunan ER tipidir [ Kawai et al., 2005; Raso et al., 2009;
Stabile et al., 2011]. Akciger kanseri hiicre hatti A549 hiicrelerinde ER-f varliginin
hem ¢ekirdek hem de sitoplazmada belirlenmesi, reseptoriin genomik ve genomik
olmayan sinyal yolaklarmin diizenlenmesinde gorev alabilecegini gostermektedir
[Hershberger et al., 2009].

Ostrojen hormonu stoplazmik kinaz sinyal yolaklarini saniyeler icerisinde
hizlica aktive edebilir. Bu hizli sinyal aktivasyonu genomik olmayan yolak olarak
adlandirilir ve sitoplazma veya membranda yer alan Ostrojen reseptorleri araciligiyla
gerceklesir. Ostrojen, ER-o aracilifiyla IGF-1R yolagiyla etkilesime gecerek
onkonogenez potansiyelini ortaya ¢ikarmakta ve Ostrojen duyarli meme kanseri ve
prostat kanseri gelisiminde rol almaktadir [Boccardo et al., 2006; Kanagaraj et al.,
2007]. Akciger kanseri hiicre ve dokularinda da Gstrojen baglanmasiyla gerceklesen
ER-B aktivasyonunun, IGF-I ve IGF-1R ifadelenmesini arttirdig1 belirlenmistir [ Tang
et al., 2012]. Fareler iizerinde yapilan deneylerde bu yolaklarin beraber calisarak
akciger kanseri gelisimine neden olduklar1 gosterilmistir [Tang et al., 2013].

Genisteinin kimyasal yapisi dstrojeninkine biiyiik 6l¢iide benzemektedir (Sekil
2.2). Bu sayede ER ile etkilesime girerek Ostrojenlerin baglanmasini engellemekte ve
yiksek dozlarda kullanildiginda hormon bagimli kanserlerin engellenmesinde
potansiyel bir ajan olarak goriilmektedir. Diisiik dozlarda genistein varliginin
Ostrojene benzer etki yaratarak ER aktivasyonuna yol actig1 bilinmektedir. Genistein
estradioliin aksine spesifik olarak ER-B'ya baglanmaktadir [Kuiper et al., 1998].
Genisteinin ER-B reseptoriine baglanma ilgisi ER-a'ya oranla 26 kat, ER-B
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aktivasyonunu saglama orani1 ER-a'ya gore 7 kat daha fazladir [Escande et al., 2006].
Genistein ER baglantili etkilerinin disinda tirozin kinaz inhibitorii olarak da etki
gostermektedir.  0.01 pM gibi diisik dozlarda uygulandiginda hormonal etki
gosterirken, tirozin kinaz inhibisyon etkisi genellikle 30 pM ve Ustiindeki dozlarda
goriilmektedir [Van den Belt ef al., 2004]. Bu 6zelligiyle baglantili olarak genisteinin
metaztaz ve timor biiylimesi lizerinde diisik dozlarda uyarici, yiiksek dozlarda
baskilayict etki goOstermesi bifazik etki olarak tanimlanmaktadir [El Toury and

Banerjee, 2008].

OH

HO'

Estradiol Genistein

Sekil 2.2: Genistein ve estradiol kimyasal yapilarinin karsilagtirilmas.

Genisteinin ER yolagi disinda, biiylime faktorleri ve sitokinler tarafindan
uyarilan tiimor biliylimesini de baskiladigi bilinmektedir. Genistein; androjenlerin
Ostrojene doniisiimiinii saglayan enzimlerin, tirozin protein kinazlarin, sitokrom p450
enzimlerinin ve COX-2'nin inhibisyonuna neden olarak hiicre fonksiyonlarina etki
etmektedir [Rice and Whitehead, 2006; Shan et al., 2006; Kousidou et al., 2006].
Bunun yaninda Spl ifadelenmesini azaltirken, Sp3 ifadelenmesinde artisa sebep
oldugu bilinmektedir [Zhou et al., 2009]. Genistein; Gstrojen ve androjen baglantili
yolaklarin da diizenlenmesini saglamakta, serbest radikallerin temizlenmesinde goérev
almakta ve Akt, NF-kB, Wnt gibi sinyal yolaklarini diizenleyerek apoptoza neden
olmaktadir [Li et al., 2011; Mahmoud et al., 2014]. Genistein ve diger soya
izoflavonlarinin APE1/Ref-1 fonksiyonunu engelledigi bilinmektedir [Raffoul et al.,
2014; Liu et al., 2014]. Genistein ayn1 zamanda topoizomeraz II, TGF-§ sinyal
yolaginin iyeleri, biiyiime faktorleri ve onlarin reseptdr seviyeleri, MAPK ve p38
aktivitesi, uPA ve MMP salinimi, fokal adezyon kinaz ifadelenmesi gibi ¢ok sayida

siirecin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. RHOA, RACI, CDC42 ve PAKI gibi
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hiicre invazyonu ve metastaziyla baglantili genlerin de ifadelenme oranlarini azalttigi
bilinmektedir [Martinez-Montemayor et al., 2010]. Genistein baglantili yolaklar
Sekil 2.3'te gosterilmektedir.
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Sekil 2.3: Genistein baglantili yolaklarin sematik gdsterimi.

2.4.2. Genisteinin Kanser Hiicrelerine Etkisi

Cok sayida c¢aligma genisteinin de iginde bulundugu diyetle alinan
izoflavonlarin akciger kanseri de dahil olmak iizere ¢ogu kanser tiirline karsi
koruyucu bir etkiye sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir [Nagata et al., 2007; Gadgeel
et al., 2009; Li and Chen, 2011]. Genistein iceren soya iiriinlerinin kullanima,
estradiol kullanimina oranla daha az yan etkiye neden olmakta [Wolters et al., 2004]
ve kanser hiicrelerinin biiylimesini in vivo ve in vitro kosullarda durdururken normal
hiicrelerde herhangi bir toksisiteye yol agmamaktadir [Sarkar et al., 2006].

Yapilan faz II c¢alismalarinda genisteinin; akciger, meme, mesane ve prostat
kanser hiicrelerinin apoptozunu uyardigi belirlenmistir [Pendleton et al., 2008].

Genistein sirasiyla 50 uM, 100 uM, 50 uM dozlarinda uygulandiginda meme (MCF-
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7), yamurtalik (HeLa) ve prostat (PC3) kanser hiicrelerinin boliinme oranlarmni %50
oraninda azaltmaktadir [Onozawa ef al., 1998; Li ef al., 1999]. Hayvan modelleriyle
yapilan c¢alismalarda genistein uygulamasmmin meme [Barnes, 1997], prostat
[Onozawa et al., 1998] ve mesane [Zhou et al., 1998] tiimor gelisimini engelledigi
gosterilmistir.

Prostat, meme, akciger ve pankreatik kanser hiicreleriyle yapilan in vitro
deneylerde genistein, NF-kB'nin DNA baglanma aktivitesini belirgin bir sekilde
baskilamistir [Gong et al., 2003; Li et al., 2005]. Pankreas kanser hiicreleriyle
yapilan caligmalarda genisteinin Notch sinyal yolagini inhibe ederek NF-xB
aktivasyonunda azalmaya yol actig1 ve hiicre boliinmesini baskiladigi belirlenmistir
[Wang et al., 2006]. Genisteinin kanser hiicrelerini Gl veya G2/M kontrol
noktalarinda durdurdugu bilinmektedir [Salti et al., 2000; Cappelletti et al., 2000].
Yapilan in vitro deneylerde genisteinin tiibilin polimerizasyonunu doza bagl olarak
inhibe ettigi gosterilmistir [Mukherjee et al., 2010].

Epidemiyolojik ¢alismalar disardan takviyeyle alinan ya da beslenme yoluyla
plazmada yer alan genisteinin akciger kanseri riskini azalttigmi gostermektedir
[Schabath et al., 2005; Shimazu et al., 2011]. Genisteinin insan akciger
adenokarsinom hiicrelerini G2 fazinda durdurdugu bilinmektedir [Zou et al., 2008].
Akciger kanseri tastyan nude farelere genistein uygulanmasi kanser dokusuna kan
akisim1 %35 oraninda azaltmis, timor agirliginda %36 oraninda diisiise neden
olmustur [Wietrzyk et al., 2001].

Prostat kanseri hiicre hattt LNCaP hiicreleriyle yapilan deneylerde genistein
uygulamasiyla Akt fosforilasyonunun ve Akt aktivitesinin belirgin sekilde
baskilanmasinin, NF-kB inhibisyonundan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir [Li and
Sarkar, 2002]. LNCaP hiicrelerinde genistein uygulamasinin GSK-34 ifadelenmesini
arttirmasi, B-katenine baglanan GSK-3f miktarinda ve B-katenin fosforilasyonunda
artisa sebep olmakta, bu durum da Wnt inhibisyonuyla hiicre boliinmesinin
durdurulmasin1 saglamaktadir [Li et al., 2008]. LNCaP hiicreleriyle yapilan
caligmalarda genistein uygulamasinin AR ifadelenmesini transkripsiyonel seviyede
baskiladigi, cekirdekte bulunan AR'nin ARE'ye baglanma miktarini azalttigi, PSA
iiretimini transkripsiyonel ve translasyonel seviyede baskiladigi belirlenmistir [Davis

et al., 2002]. Hayvan deneylerinde de diyetle alinan genisteinin AR ifadelenmesini
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azalttig1 gosterilmistir [Fritz et al., 2002]. Insan prostat kanser hiicrelerinde genistein
uygulamasinin G1/S ge¢isini engelledigi belirtilmistir [Shen ef al., 2000].

Genisteinin diisiik dozlarda (0.01 - 10 uM) ER-a pozitif meme kanseri
hiicrelerinde boliinmeyi uyardigi, yiiksek dozlarda ise (100 uM) hiicre bdliinmesini
inhibe ettigi bilinmektedir. ER-o negatif meme hiicrelerinde ise yiiksek dozlarin
hiicre boliinmesi lizerindeki inhibisyonu devam ederken, diisiik dozlarda hiicre
boliinmesi uyarilmamaktadir [Seo et al., 2006]. Biiylime inhibisyonu apoptoza ve
G2/M fazindaki hiicre sayisindaki artisa bagli olarak gergeklesmektedir. Yapilan
calismada meme timor biiyiimesi genistein kullanimiyla %33 oraninda azalmistir.
Meme ve prostat kanserlerinde genistein uygulamasinin, proapoptotik faktorler olan
Bax ve p21'in iiretimini uyardig1 belirlenmistir [Shao et al., 1998; Davis et al., 1998].
Genisteinin meme kanser hiicrelerinde anti-apoptotik faktér olan Bcl-2'nin
inhibisyonunu sagladig1 da bilinmektedir [Constantinou ef al., 1998]. Bunun yaninda
soya izoflavonlarinin Ozellikle genisteinin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin
bliylime oranlarini arttirdigini ve prostat kanserinde metastaz oranlarim yiikselttigini
gosteren caligmalar da mevcuttur [Allred ef al., 2001; El Touny and Banerjee, 2009].
Bu durum izoflavonlarin in vivo etkisinin belirlenmesinde alinan dozun ve hormonal
etkilesimlerin 6nemini gostermektedir.

Genisteinin diger anti-kanser ilaglarmin etkisini sinerjetik olarak arttirdigi ve
bu yolla kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi cesitli calismalarla
gosterilmistir [Ali ef al., 2009; Gadgeel et al., 2009; Lattrich et al., 2011]. Genistein
kullanimi1 NF-kB ve Akt yolaklarinin inhibisyonunu saglayarak, farkli kanser
tiirlerinde kemoterapi amacgli kullanilan niikleosit analogu gemcitabinin etkisinin
artmasini saglamaktadir [Banerjee ef al., 2005]. Pankreatik karsinom hiicreleriyle in
vivo ve in vitro yapilan ¢aligmalarda genistein uygulamasinin, cisplatin tedavisiyle
saglanan bliylimedeki baskilanma ve apoptotik etkileri arttirdigi belirlenmistir
[Mohammad et al., 2006]. Meme kanseri tasiyan farelerde yapilan deneylerde
genisteinin Gstrojen seviyelerini ve aktivitesini diisiirerek tamoxifenin etkisini
arttirdi@i  gorilmiistiir [Mai et al., 2007]. Bu veriler sonucunda genistein
uygulamasinin tedaviye direngli diger kanser tiirlerinde de kemoterapi ilaglarina kars1
duyarhilig1 saglayabilecegi ve daha diisiik dozlarda kemoterapi ilaglarinin kullanimini

saglayarak toksisitenin azaltilmasina yardimci olabilecegi diigiiniilmektedir.

16



2.5. insulin Benzeri Biiyiime Faktorleri

Insiilin benzeri biiyiime faktérii (IGF) normal bilyiime ve gelismede 6nemli rol
oynayan bir bliylime hormonudur. IGF ailesi insiiliin benzeri iki liganddan (IGF-I ve
IGF-II), reseptor tirozin kinazlardan (IGF-1R ve IGF-2R) ve IGF baglanma
proteinlerinden (IGFBP1-6) olusur. Insiilin benzeri tanimlamas1 her iki ligandin da
insiilin gibi yag ve kas hiicrelerine glukoz alimini uyarmasina ve yapilarinin insiilinle

%50 oraninda benzerlik gostermesine dayanmaktadir (Sekil 2.4).

insulin

Sekil 2.4: IGF-I, IGF-II ve insiilin protein yapilari.

2.5.1. IGF-1

IGF-I otokrin, parakrin ve endokrin biiyiime faktorii olarak islev gérmektedir.
IGF-I hormonal cevabin akut metabolik etkilerini diizenlemekte [Zapf et al., 1999],
hiicre ¢cogalma ve farklilasmasini arttirmakta ve hiicreleri apoptozdan korumaktadir
[Stewart and Rotwein, 1996; Werner and LeRoith, 1997]. IGF-I salinimi, biiyiime
hormonlarinin etkisiyle karaciger ve periferal dokulardan; EGF, FGF ve PDGF gibi
faktorlerin etkisiyle de hasar gormiis dokulardan gerceklesmektedir [Clemmons,
2007]. IGF-I; biliylime hormonunun efektdor molekiiliidiir ve normalde negatif
feedback saglayarak biiyiime hormonu salgilanmasini baskilar. VEGF ifadelenmesi
ve salimimi dogrudan IGF-I tarafindan yonetilmekte, dolayli olarak da PI3K/Akt ve
Erk/MAPK yolaklarmin aktivasyonuyla ger¢eklesmektedir. Bu yolaklar ayni
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zamanda VEGF {iretiminin artmasinda etkili olan HIF-la aktivasyonunu da
saglamaktadir [Slomiony ef al., 2006].

Insiilin, hedef reseptorlerine direkt baglanirken, IGF-I'in baglanabilirligi
IGFBPleri tarafindan  diizenlenmektedir. IGF-I plazmada ¢ok yiiksek
konsantrasyonlarda (150-400 ng/ml) bulunmasina ragmen c¢ogunlugu protein baglh
formda yer almaktadir. Plazmadaki serbest ligand konsantrasyonu %l1'den daha
diisiiktiir [Clemmons, 2007]. Dolasimda yer alan IGF-I yikimdan kendisine yiiksek
afiniteyle baglanan IGFBPlerle kompleks olusturarak kurtulur.

Bir hiicre somatik mutasyonlarin birikimi sonucu DNA hasarina ugradiginda,
hiicre mikrogevresindeki IGF biyoaktivitesinin yogunlugu hiicrenin malignant hiicre
hattina evrilmesine veya erken karsinogenezde apoptoza ugramasia neden olur
[Brahmkhatri et al., 2014]. Hiicrelerin IGF yanit1 biiyiik 6l¢lide IGF-1R tarafindan
yonetilir. Yiksek IGF-I seviyelerinin diisiik IGF-1R seviyelerini beraberinde
getirmesi, IGF ligandinin /GF-IR ifadelenmesini baskilayarak yolagin negatif
diizenlenmesinden sorumlu oldugunu diistindiirmektedir [Yang et al., 1996; Werner
et al., 1997]. IGF-I ve IGF-II ligandlarinin IGF-1R proteinlerinin degredasyonunu
saglamanin yani sira IGF-IR mRNA seviyelerini de disiirdiigii belirlenmistir
[Rosenthal and Brown, 1996].

Meme ve prostat kanseri vakalarinda IGF-I'in yliksek seviyede ifadelendigi
goriilmektedir [Renehan et al., 2004]. Akciger kanserinde plazmada ytiksek sevide
IGF-I bulunmasinin hastalik riskiyle baglantili oldugu ve bu baglantinin erken
karsinogeneze dayandigi bilinmektedir [Yu ef al., 1999]. Akciger dokusunda 6zel
olarak [GF-I ifadelenmesinin arttirllmasmin timoér gelisimine yol ac¢tig
gosterilmigstir [Kim et al., 2009]. IGF-I integrinlerle etkilesime girerek tiimor hiicre
gdclinii arttirmakta, E-kaderin gibi adezyon molekiilleriyle etkilesime girerek hiicre-
hiicre baglantilarinin kurulmasini saglamakta [Playford et al., 2000; Maile et al.,
2002] ve IGF-1R'min siirekli aktivasyonuna yol acgarak metastatik potansiyelin
artmasina neden olmaktadir [Sachdeu ., 2004]. Epidemiyolojik ¢aligmalar IGF-I'in
artan serum konsantrasyonlarinin meme [Hankinson et al., 1998], akciger [Yu ef al.,
1999], bas ve boyun [Wu et al., 2004], kolorektal [Ma et al., 1999], pankreas
[Bergmann et al., 1995], sarkoma [Xie et al., 1999] ve prostat kanserlerinin [Chan et

al., 1998] gelisme riskini arttirdigini gostermistir.
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2.5.2. IGF-1I

Insiilin-benzeri biiyiime faktorii II (IGF-II) memelilerde organizmanin
biiyiimesinde, fetal hiicre boliinmesinde, farklilagsmasinda ve metabolik regiilasyonda
rol oynamaktadir.

IGF-II'nin IGF-1R'ye baglanma oranlar1 olduk¢a diisiiktiir. IGF-1R'nin IGF-I'e
olan afinitesi IGF-II'ye oranla 15-20 kat daha fazladir. Ancak IGF-II'nin ¢ok sayida
farkli reseptore baglanabilme kapasitesi IGF-I'den daha genis biyolojik fonksiyona
sahip olmasma yol acar. IGF-I ve insiilin, IGF-1R ve IR'ye yiiksek afiniteyle
baglanirken; IGF-II, IGF-1R'ye ve IR'nin alternatif kesimle olusan varyant1 olan IR-
A4'e baglanmaktadir. IGF-II’'nin baglandigi bir diger reseptdr insiilin-benzeri
bliyiime faktorii reseptorii 2 (IGF-2R)’dir. IGF-II, IGF-2R’ye yiiksek afinitede
baglanir ve IGF-2R’nin ana ligandidir. IGF-II, IGF-2R’ye baglandiginda ¢ok net bir
sinyal olusturmaz. Baglanma sonucunda genellikle klatrin-kapli vezikiiller olusur ve
IGF-II hiicre igerisine almarak yikimi saglanir. Boylece, IGF-II molekiiliiniin hiicre
yiizeyindeki miktarini azaltma yoluyla biyoetkinligi sinirlanmig olur.

IGF-II normal kosullarda maternal olarak baskilandigindan [Cui et al., 2003],
bu durumun ortadan kalkmasi artan /GF-II ifadelenmesine ve buna bagli olarak
kanser gelisimine neden olabilmektedir [Ogawa et al., 1993; Vorwerk et al., 2003;
Brentoni et al., 2003]. NSCLC hiicre hatlarinda IGF-II miktarnin artmasi maternal
baskilanmanin ortadan kalkmasiyla meydana gelmektedir ve bu durum NSCLC
hastalarinin  yaklasik %50'sinde goriilmektedir [Kohda et al., 2001]. IGF-II
ifadelenmesindeki artisa tiimor-stromal hiicreler arasindaki baglanti da neden
olabilmektedir. Ornegin; integrin all primer NSCLC'de asir1 ifadelenmektedir [Wang
et al., 2002] ve all ifadeleyen fibroblast hiicrelerinin; yakinlarinda bulunan A549
hiicrelerinin tiimdr gelistirme oranlarini arttirdig1 ve /GF-II ifadelenmesinde 250 kat
artisa neden oldugu belirlenmistir [Zhu et al., 2007]. Bu sonuglar IGF-II'nin NSCLC
gelisiminde IGF-1R ile etkilesime gecen dominant ligand oldugunu
diisiindiirmektedir [Reeve ef al., 1992; Pavelic et al., 2005].
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2.6. Insulin Benzeri Biiyiime Faktorii Baglanma Proteinleri

IGFBP'lerin her biri farkli genlerin iriinleri olmalarina ve farkli fonksiyonel
ozelliklere sahip olmalarina ragmen yapisal olarak birbirlerine ¢ok benzemektelerdir.
IGFBP'lerin yapisina bakildiginda hem N terminal hem de C terminal domainlerinde
IGF baglanma bolgeleri oldugu, merkez domainin ise proteoliziz ve post-
translasyonal modifikasyon bolgeleri icerdigi goriilmektedir [Rosenzweig, 2004].
Dolasimda bulunan IGF-I ve IGF-II'nin ¢ogunlugu IGFBP3 ve fonksiyonu olmayan
ALS (acid labile subunit) ile yaklagik 150 kDa agirliginda bir kompleks olusturmus
durumdadir [Firth and Baxter, 2002]. Kompleksten ALS'nin ayrilmasiyla IGFBP/IGF
ikilisi dolasimdan ayrilarak hedef dokuya yonelir ve hiicre yiizeyindeki reseptorlerle
etkilesime girer. IGF molekiillerinin yar1 omiirleri serbest haldeyken yaklasik 10
dakika iken IGFBP’ler ile kompleks olusturduklarinda 30-90 dakikaya, eger bu ikili
komplekse ALS eklenirse yaklasik 12 saate kadar ylikselmektedir [Zapf et al., 1995].
Ligand-IGFBP baglantisinin kopmas1 proteolitik kesimle gerceklesir. IGF'lerin
IGFBP’ler tarafindan baglanmasi ve inaktif halde tutulmasi IGF ligandlariin
proliferatif ve anti-apoptotik etkilerini baskilamaktadir. IGFBP'lerin IGF'ye olan
afinitesi ¢ok yiliksek oldugundan doku icerisinde de reseptor-IGF etkilesimini
engelleyebilirler. IGFBP'ler normal kosullarda IGF-1R sinyal yolagini
baskilamalarma ragmen, IGFBP proteazlarinin fazla iiretimi veya IGFBP'lerin
ECM'ye baglanma oranlarinin artmasi gibi sebeplerle timor gelisimini uyarici etkiler
de gosterebilirler [Brahmkhatri ef al., 2014].

IGFBP3 kan dolasimda en fazla bulunan IGF baglanma proteinidir. IGFBP3’iin
regiilasyonu pek cok apoptotik ve anti-apoptotik sinyalin kontrolii altinda gerceklesir.
p53, vitamin D ve analoglari, hipoksi gibi anti-apoptotik sinyaller /GFBP3
ifadelemesini uyarirken, AR, insiilin ve steroid reseptor koaktivatorleri /IGFBP3
mRNA seviyesini diisiirmektedir [Krishnan et al., 2003; Liao et al., 2008].

IGFBP3, IGF varligindan bagimsiz olarak da boliinmeyi engelleyici ve
proapoptotik etki gostermektedir. Bu duruma /GF-IR delesyonlu fibroblast
hiicrelerinde /GFBP3 asir1 ifadelenmesinin hiicre Oliimiine sebep olmasi Ornek

gosterilebilir [Yu et al., 1999]. IGFBP3 seviyelerindeki yiikseligin kolorektal [Ma et

20



al., 1999], bas ve boyun [Brown et al., 2006] kanserlerinin gelisme riskini azalttig1
belirlenmistir. IGFBP3 promotdriiniin -~ metilasyonuyla ifadelenmesinin
engellenmesine yol acan epigenetik degisimlerin akciger kanseri vakalarinda koti
prognozla iliskili oldugu gosterilmistir [Chang ef al., 2004]. IGFBP3'{in artan plazma
seviyeleri de akciger kanseri gelisme riskini diistirmektedir [London et al., 2002].
IGFBP3 akciger kanseri hiicrelerinde IGF kaynakli biiyiimenin dogal inhibitori
olarak gorev yapmaktadir [Lee er al., 2009]. NSCLC hastalarinin serum IGFBP
seviyeleri EGFR tirozin kinaz inhibitorleriyle ya da sistemik kemoterapiyle tedavi
konusunda belirleyici olmaktadir [Fidler et al., 2009; Karmali et al., 2010].

Prostat kanseri hiicrelerinde /GFBP2 ve IGFBP5 ifadelenmesi artmasina
ragmen, IGF ligandina baglanma mekanizmalar1 bozuldugundan, IGF/IGF-1R
baglantisina neden olmakta ve ilag direncine yol agmaktadir [Nickerson and Pollak,
1999]. Bu ylizden IGFBP hedefli tedavi yaklasimlari hedef dokuya ve hastalik
seviyesine bagl olarak degiskenlik gostermelidir. IGFBP1; IGF-I’in insiilin diizeyi
degisikliklerine cevabini primer olarak diizenlemektedir [Janssen ve ark., 1997].
Hepatik IGFBP1 iiretimi insiilin tarafindan negatif diizenlenmekte ve IGFBP1’in
hiicrelerde asir1  ekspresyonu glikoz intdleranst veya insiilin  direnciyle
sonu¢lanmaktadir [Dunger ve ark., 2003]. IGFBP1 ayn1 zamanda kan sekerinin
diizenlenmesi, adiposit farklilagmasi, obezite, damar sistemi hiicreleri, sinir hiicreleri

metabolizmasi gibi pek ¢ok olayda fonksiyoneldir [Legrand ve ark., 2012].
2.7. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii Reseptorleri

2.7.1. IGF-1R

IGF-1R ve IGF-2R aralarinda hem yapisal hem de fonksiyonel farkliliklar
bulunan transmembran glikoproteinlerdir. /GF-I/R, 15. kromozomda yer alir, 1367
aminoasitlik tek bir polipeptit kodlar ve c¢ogu hiicrede siirekli ifadelenmektedir
[Abbott et al., 1992]. DNA'da yaklasik 100 kb'lik yer kaplayan /GF-IR 21 ekzon
icerir. /GF-IR"min ekzon/intron organizasyonu biiyiik Olciide IR'minkine benzer,

aralarindaki temel fark /R'de yer alan ekzon 11'in IGF-IR'de bir karsiliginin
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bulunmamasidir [Pedrini et al., 1994].

IGF-IRnin bilinen 1964 varyanti olmasina ragmen cogunlugu populasyonda
belirlenemeyecek kadar diislik frekansa sahiptir ve dbSNP veri bankasina gére amino
asit dizilimini degistiren herhangi bir varyantt bulunmamaktadir. IGF-1R
reseptoriinlin  CAG- ve CAG+ olarak isimlendirilen bilinen iki izoformu
bulunmaktadir. Bu izoformlar birbirlerinden alternatif mRNA kesimi sonucu CAG
niikleotitlerinin silinmesiyle ayrilirlar. CAG- B domaininin ekstraselliiler kisminda
Thr-Gly yerine Arg aminoasiti yer alir [Abbott et al., 1992]. Iki izoform da IGF-I'e
esit affiniteyle baglanmasmma ragmen CAG- izoformuyla sinyal yolaginin
diizenlenmesi daha yaygindir. Yapilan ¢alismalarda iki izoformun normal hiicrelerde
ve kanser hiicrelerindeki dagilimi agisindan bir farklilik gézlenmemistir [Condorelli
et al., 1994].

IGF-1R promotor bolgesi TATA veya CAAT motifleri icermez. TATA kutusu
yer almadigindan, transkripsiyon tek bir baslangic bolgesinden gerceklesmektedir.
IGF-IR promotoriiniin 5'flanking boélgesi GC acisindan zengindir ve promotoriin
hem 5'flanking hem de 5'UTR bdlgesi ¢ok sayida Spl ve erken biiylime cevabina
neden olabilecek baglanma bolgeleri igermektedir. Spl'in IGF-IR promotdr
aktivitesini ~ 5'flanking bolgedeki GC dizilerine ve S5'UTR  bdlgesindeki
homopiirin/homopiiridin  motiflere (CT elementleri) baglanarak arttirdigi
bilinmektedir [Werner et al., 1995]. Hiicre dongiisii ve tiimor baskilayici proteinlerin
regililasyonunda kritik role sahip bir diger transkripsiyon faktorii olan E2F1 de IGF-
IR'min pozitif regiilatorlerindendir. /GF-IR promotorii lic farkli E2F1 baglanma
bolgesi icermektedir. Bu baglanma bolgelerinin sayisi azaltildiginda ya da yapilar
bozuldugunda I/GF- 1R promotor aktivasyonu da azalmaktadir [Schayek et al., 2009].

IGF-1R'nin bazal seviyede ifadelenmesini kontrol eden ana transkripsiyon
faktorii Spl'dir ve Spl'in diger regiilator faktorlerle olan iliskisi kullanilarak /GF-IR
ifadelenmesi kontrol edilebilir [Beitner-Johnson et al., 1995]. Tiimor baskilayici
proteinler (p53, p63, p73, WT1 ve BRCA1) Spl'in promotdr bolgesine baglanmasini
engelleyerek, /GF-IR ifadelenmesinin azalmasini saglamaktadir [Ohlsson et al.,
1998; Idelman et al., 2003; Nahor ef al., 2005; Sarfstein ef al., 2006]. Bu proteinleri
kodlayan genlerin karsinogenez sirasinda mutasyona ugramasi, baskilama etkisinin

ortadan kalkmasina ve IGF-IR asir1 ifadelenmesine neden olmaktadir. FGF, PDGF
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ve EGF ligandlarinin da /GF-IR ifadelenmesini uyardigi bilinmektedir [ Rosenthal
et al., 1991; Rubini et al., 1994 ; Sepp-Lorenzino, 1998]. IGF-1R ifadelenmesi ayni
zamanda Ostrojenler, glukokortikoidler, GH, FSH, LH ve tiroid hormonlar tarafindan
da uyarilmaktadir [LeRoith ef al., 1995].

IGF-IR mRNA'smin translasyonu sonrasinda polipeptit Arg-Lys-Arg-Arg
proteolitik kesim bolgesinden kesilerek o ve B domainlerine ayrilir. Bu domainler
daha sonra iki ekstraselliiler ligand baglanan o domaini (125 kDa) ve iki katalitik
transmembran B domaini (95 kDa) iceren heterotetramerik glikoproteinleri olusturur.
B alt iinitelerinin sitoplazmada yer alan boliimleri bir juxtamembran bdlgesi, bir
tirozin kinaz domaini ve bir C-terminal bolgesi igermektedir.

IGF-1R yapisal olarak insiilin reseptoriiyle (IR) biiyiik Ol¢liide benzerlik
gostermektedir (%84 tirozin kinaz domaini, %61 juxtamembran domaini ve %44 C-
terminal domaini dizi benzerligi) [Blakesley et al., 1996] (Sekil 1.5). Yapisal
benzerlik oranmin bu kadar yiiksek olmasi bu iki reseptoriin hibrit reseptorler
olusturmasina ve ayni ligandlara baglanmasina olanak tanimaktadir [Frattali and
Pessin, 1993]. IGF-1R/IR hibrit reseptorlerinde her bir reseptorden bir o domaini ve
bir B domaini yer almaktadir ve hibrit reseptorlerin miktarlar1 farkli dokularda
belirgin bir sekilde degismektedir [LeRoith ez al., 1995; Jones and Clemmonsi 1995].
Hibrit reseptorlerin IGF ligandina baglanma istegi insiilinden daha yliksek

oldugundan pratikte IGF-1R gibi davrandiklar1 sdylenilebilir.

IGF1R

Sekil 2.5: IGF-1R ve IR protein yapilarinin gésterimi.
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IGF-1R aktivasyonu ligand bagimlhi olarak gerceklesir. IGF-I ve IGF-II'nin
reseptore baglanmasiyla kinaz domainlerinden biri digerini fosforilleyerek
(transotofosforilasyon) ii¢ boyutlu yapmin yeniden diizenlenmesine ve kinaz
domaininin otoinhibisyon etkisini gdstermesini saglayan yapismnin da degismesine
neden olur. Tyr 1161/1165/1166 f{igli tirozin bdlgesinin fosforilasyonuyla
konformasyonda gerceklesen bu degisiklik katalitik bolgeye ATP'nin ve substratlarin
erisimine izin verir ve bu durum kinaz aktivitesinin bazal duruma goére 120 kat
artisina yol agar [Favelyukis et al., 2001].

IGF-1R aktivasyonunun hiicre transformasyonunun ger¢eklesmesinde ve
transforme olmus fenotipin korunmasinda etkili oldugu diistiniilmektedir [Rubin and
Baserga,1995]. Aktif IGF-1R; IRS-1 ve Shc proteinlerini fosforilleyerek hiicre igi
sinyal 1iletim yolaklarmin ve transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu
saglamaktadir. Normal ve neoplastik epitel hiicrelerinde mitojenik ve antiapoptotik
sinyal yolaklarinin diizenlenmesinde IGF-1R ve IR beraber ¢alismaktadir. IR glukoz
homeostazisinde merkezi rol oynarken, IGF-1R hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde
gorev almaktadir. Fibroblastlar {izerinde yapilan deneylerde IGF-IR asir
ifadelenmesinin diger biitlin hiicre dis1 biiyiime faktorlerine olan bagimlilig1 ortadan
kaldirdig1 gosterilmistir [Pietrzkowski ef al., 1992]. IGF-1R'nin embriyonik donemde
inaktivasyonu vaskiiler endotelyal hiicrelerin kaybina ve mezensimal hiicrelerin
apoptozuna yol a¢gmaktadir [Han et al., 2003]. IGF-IR ifadelenmesinin tamamen
engellendigi farelerle yapilan incelemelerde akciger hipoplazisi gelistigi ve farelerin

dogumda solunum yetmezliginden 6ldiigii belirlenmistir [Liu ez al., 1993].

2.7.1.1. IGF-1R Sinyal Yolag:

IGF sinyal yolagi IGF-I ve IGF-II ligandlar1, bu ligandlara ait reseptorler (IGF-
IR ve IGF-2R), IGF-baglanma proteinleri (IGFBP1-6) ve diger diizenleyici
faktorlerin birlikte ¢alismasiyla olusur. IGF sinyal yolaginin aktivasyonu IGF-1R ve
IGF ligandlarinin baglanmasiyla gerceklesir, inhibisyonu ise IGFBPler tarafindan
IGF bagimli veya bagimsiz olarak gerceklestirilebilir [Rodon et al., 2008; Feldman
et al., 2009]. IGF-1R/IR hibrit reseptorleri afinitelerine bagl olarak sirasiyla IGF-I,
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IGF-II ve insiilinle aktive olabilmektedir. IGF-1R"nin hiicredisi a domainleri ise IGF-
I ligandina, IGF-II ve insiiline oranla daha yiiksek afiniteyle baglanmaktadir. Sekil
2.6'da IR ve IGF-1R proteinleri ligand bagli durumda gosterilmistir.
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Sekil 2.6: IR ve IGF-1R protein yapilarinin ligandlariyla birlikte gosterimi.

IGF-1R-ligand baglanmasiyla aktivasyonu gerceklesen iki ana yolak
bulunmaktadir (Sekil 2.7). Ik yolakta IGF-1R; PI3K/Akt yolaginin aktivasyonuna
sebep olur [Kim ef al., 1999]. Diger tirozin kinaz reseptdrler hedef sinyal yolaklarini
aktive edecek proteinlere direkt baglanirken IGF-1R aktivasyonu bir ara molekiil
tizerinden gerceklestirilir. IGF-1R'nin aktivasyonunu sagladigi ilk molekiil insiilin
reseptorii  substrat proteinidir (IRS-1). IRS-1, IGF-1R yolaginin diger hedef
molekiilleri i¢in bir scaffold protein islevi gormektedir. IRS-1 tirozin fosforilasyonu
gerceklestikten sonra diger proteinler SH2 veya PTB domainleriyle baglanarak IGF-
IR bagiml sinyal yolaklarinin aktivasyonunu saglarlar. PI3K bu yolak iizerinden
aktif hale gelmekte ve PIP3 miktarinda artisa neden olmaktadir. PIP3, hiicre
bliylimesi ve hayatta kalmasinda rol oynayan protein kinaz B'nin (Akt)
aktivasyonunu saglar. Akt'nin aktivasyonu pro-apoptotik proteinlerin (Bad, kaspaz 9)
fosforillenerek inhibe olmasma yol agar. Akt aktivasyonu ayni zamanda anti-
apoptotik proteinlerin (Bcl-2, Bcl-xL, NF-kB) ifadelenmesinde artisa yol agmaktadir
[Brazil et al., 2004]. Aktif olarak IGF-1R geri doniisiimii gergeklestirilen hiicrelerde
Akt aktivasyonunun biiylik Olciide baskilandigi belirlenmistir [Romanelli et al.,
2007].
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Ikinci yolakta IGF-1R tarafindan fosforillenen scaffold proteini Shc, Grb2 ve
Sos ile beraber protein kompleksi olusturarak Ras ve Raf proteinlerinin hiicre i¢
ylizeyine baglanmasina ve devaminda MAPK yolaginin aktivasyonuna neden olur
[McGlade et al., 1992; Craparo et al., 1995]. Ras/Raf/ERK/MAPK yolaginin
aktivasyonu devaminda ERK1 ve ERK2 proteininin aktivasyonu, hiicre hayatta
kalmasini, biiylimesini ve farklilasmasin1 yoneten cesitli etkiler gostermektedir.
Ras/Raf ve PI3K yolaklar1 beraber ¢alisarak mTOR aktivasyonuna, dolayli olarak da
hiicre biliylimesinde artisa yol agmaktadir [Kuribayashi et al., 2004; Shaw and
Contley, 2006; Tao et al., 2007].

IGF-1R; p38 lizerinden Mdm?2’nin liretimini uyararak p53 yikimina neden olur.
[Yu et al, 2003]. IGF-1R aktivasyonu PTEN gibi hiicre dongiisiiniin
durdurulmasindan sorumlu proteinlerin de ifadelenme miktarinda diisiise neden
olmaktadir [Coleman et al., 1995; Reiss et al., 1996]. PTEN, PI3K aktivasyonunu

engelleyerek, Akt ve alt bilesenlerin aktivasyonunu engellemektedir.

IGF1R IGF1R/INSR INSR INSR/IRR
Activation homodimer hetarodimer homodimer  heterodimer Receplor substrates
—1 Inhibition Signal transduction
—— [ howoss ]
. Cell cycle e
Metabolism
Gene regulation

Glucose Glucose
uptake '_ —

[cot |
-y
Energy regulation
- = - '\\ protein synthesis
[ [Gaspases) . - D
_Em— ~ @ - Oroh orand
Anti-apoptosis g N cytokine productio
pro-survival  +— - o5 /@-«.
o IS
] g l —- Angiogenesis
-
Cell-cycle CyclinD -
activation
Glucose + (EnEmes Pro_lirerel.lion
metabolism Rewslopment A migration
Glyaog_en . s regulation
metabaolism Fatty acid Lipid

metabolism synthesis

Sekil 2.7: IGF sinyal yolagi.

IGF-1R aktivasyonunun EGFR transaktivasyonuna yol agtig1 ve ERK yolagin
aktive edebilmek i¢in de EGFR tirozin kinaz aktivitesine ihtiyag duydugu
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belirlenmistir [Slomiony et al., 2007]. Baz1 ¢alismalarda EGFR'in IGF-1R ile dimer
olusturarak ERK artisina sebep oldugu gosterilmistir [Kuribayashi et al., 2004;
Morgillo et al., 2006]. IGF-1R ve EGFR arasindaki iliski g6z oniine alindiginda,
IGF-1R sinyal yolaginin inhibisyonu EGFR yolaginin asir1 aktivasyonuyla kompanse
edilmektedir [ Morgillo et al., 2007; Barnes et al., 2007; Buck et al., 2008].
IGF-1R'nin  integrinle beraber c¢alisarak hiicre gogiinii  diizenledigi
belirlenmistir [Kiely et al., 2006]. Yapilan ¢aligmalar 1A integrin molekiillerinin
IGF-1R ve IRS-1 ile kompleks olusturarak, IGF-1R baglantili hiicre boliinmesine ve
ylizey bagimsiz biliylimeye yardimci oldugunu gostermektedir [Goel et al., 2004].
Integrinin stoplazmik bir varyant: olan B1C ise IGF-I ligand varliginda ECM'ye
hiicre adezyonunun artmasina sebep olmaktadir ve bu etki IGF-1R antikoru olan o-
IR3 tarafindan inhibe edilebilmektedir [Canonici et al., 2008]. IGF-1R sinyali MMP-
2, MMP-9, u-PA gibi ECM bilesenlerinin parcalanmasini saglayan enzimlerin
aktivasyonundan sorumlu olan proteolitik enzimlerin ifadelenme seviyelerini

arttirmaktadir [Qian et al., 2007].
2.7.1.2. IGF-1R Kanser iliskisi

IGF-1R'nin kanser gelisimiyle direkt baglantili bir yolak oldugu bilinmektedir.
IGF-1IR ve baglhh yolaklarin aktivasyonu kanser hiicrelerinin onkogenik
transformasyonuna, biiyiimesine ve hayatta kalmasina yol agmaktadir [Baserga et al.,
1997]. Yapilan calismalar ¢ogu onkogenin etkili olabilmek i¢in IGF-1R sinyal
yolagina ihtiya¢ duydugunu gostermistir [Pollak, 2008; Baserga, 2009]. IGF-IR -/-
farelerde yapilan deneylerde SV40 T antijeni, H-ras, v-src, Raf ve sigir papilloma
virisii  ile  transfeksiyon  yapilmasina ragmen  hiicre transformasyonu
gerceklesmemistir [Sell et al., 1993; Baserga, 1995; LeRoith et al., 1995].

IGF-1R fonksiyonundaki azalmanin tiimér hiicrelerinde apoptozu uyardig:
[Burgaud et al., 1995; Ferber et al., 1996], IGF-1R geninin asir1 ifadelenmesinin ise
timor hiicrelerini apoptozdan korudugu belirlenmistir [Resnicoff et al., 1995; Prisco
et al., 1997]. IGF-1R asir1 ifadelenmesi veya siirekli aktivasyonu fibroblast

hiicrelerinin ligand bagimli transformasyonuna [Kaleko et al., 1990], transforme
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edilmis kolonositlerin hayatta kalmasma [Garrouste et al., 2000] ve nude farelerde
timor gelisimine neden olmaktadir [Singh, 2000]. Fareler {izerinde yapilan
calismalarda meme ve deri dokularinda spontane tiimorlerin gelismesi, dokuya 6zgii
IGF-1R ifadelenmesindeki ya da aktivasyonundaki artisin kanser gelisimi agisindan
risk faktorii olusturdugunu diisiindiirmektedir [DiGiovanni et al., 2000; Jones et al.,
2007; Kim et al., 2007]. Tim bu etkenler géz Oniine alindiginda /GF-/R'nin bir
onkogen gibi degerlendirilmesi gerektigi sdylenebilir. Ancak IGF-1R sadece
transformasyonu saglayabilir. Siirecin devaminda gelisen malignant profili IGF-1R
tek basina yonetemez. Malignant profil olusumu i¢in gerekliligi de bulunmamaktadir.
Cogu kanser tipinde goriilen yiiksek seviyedeki IGF-1R ifadelenmesi de genellikle
malignant profilin sonucudur.

Kanser hastalarinda IGF-1R davranisi incelendiginde gen kopya sayisinda artig
veya siirekli aktivasyona sebep olan tirozin kinaz mutasyonlar1 gibi genel
mekanizmalarin bulunmadig1 goriilmiistiir [Hirsch et al., 2003; Lynch et al., 2004].
Genis caphi kanser genomu dizileme calismalarinda /GF-I/R geninde ¢ok nadir
mutasyon gercgeklestigi ve bu mutasyonlarin da genellikle reseptoriin ligand bagimsiz
stirekli aktivasyonuna neden oldugu belirlenmistir [Craddock and Miller, 2012].
Akciger kanseri hiicre hatlariyla yapilan calismalarda IGF-1R tirozin kinaz
mutasyonu veya I[IGF-IR kopya sayisinda artis gibi etmenler bugiline kadar
belirlenemediginden, bu mekanizmalar tedaviye yonelik yaklasimlarda goz ardi
edilmektedir [Yin et al., 2009].

Insiilin reseptoriiniin embriyonik dénemde sentezlenen tiirii olan IR-a ve IGF-
IR; kanser hiicrelerinde asir1 ifadelenen proteinlerdendir. Her iki reseptoriin de fazla
miktarda ifadelenmesi IGF-1R/IR hibrit reseptorlerinin olusma olasiligini
arttirmaktadir. IGF-1R/IR-A ve IGF-1R/IR-B hibrit reseptorleri IGF-II, insiilin ve
IGF-I ligandlarinin tamamina baglanabilme 6zelligine sahiptir ve bu durum reseptor
aktivitesinde bir siireklilige yol agmaktadir [Belfiore, 2007]. Normal akciger
dokusuyla karsilagtirildiginda, her iki reseptoriin de ifadelenme miktar1 timor
dokusunda daha ytiksektir [Stabile et al., 2011].

Metastaz; hiicrenin primer timodr bolgesinden ayrilmasi, gocii, dokulara
invazyonu ve damar yoluyla dolasima katilmasimi gerektiren ¢ok basamakli bir

stirectir. IGF-1R yolagi bu siireci yonetebilecek pleitropik etkiyi gosterme
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kapasitesine tek basina sahiptir. Tiimor biiyiimesi ve metastaz oranlarinin IGF-1R
fonksiyonu engellendiginde diistiigii belirlenmistir [Long ef al., 1998; Samani et al.,
2001]. Sadece IGF-1R ekstraseliiler domaini bulunan hiicrelerin tiimor olusturma ve
metastatik potansiyelleri tamamen ortadan kalkmistir [Samani ef al., 2004]. Yiiksek
metastatik Ozellik gosteren kanserlerde IGF-IR ifadelenme seviyeleri artmistir
[Rowinsky et al., 2007]. NSCLC erken evrelerde genellikle belirli bir bolgeye
lokalize halde bulunurken, ileri seviyelerde yiiksek metastaz oranlarma sahiptir. ileri
seviye NSCLC ve lenf nodu metastazina sahip hastalarin IGF-1R seviyelerinin
metastaz icermeyen ve erken evre NSCLC hastalara oranla ¢ok daha yiiksek
oldugunun belirlenmesi IGF-1R yolagimmin NSCLC metastazinin gelisim siirecinde
onemli oldugunu gostermektedir [Tang et al., 2012].

Tiimdr hiicrelerinin bilylimesinde sinirlayict etmenlerden birisi de ortamdaki
besin ve oksijen miktaridir. Besin azlig1 ve oksijensiz kalan dokuda olusan hipoksi
timor hiicrelerinin 6liimiine neden olur. Bu durum, hiicrelerde IGF ve insiilin sinyal
yolaklar1 tarafindan angiogenezin uyarilmasi ile ortadan kalkar. Yapilan caligsmalar,
IGF-1 ve IGF-II'nin HIF-lo ifadelenmesini, MAPK ve PI3K sinyal yolaklar
aracilig1 ile indiikledigini gostermistir. HIF-1a, anjiyogenezin temel diizenleyicisi
olan VEGF’nin transkripsiyonel aktivasyonunu saglar. IGF-I ve IGF-II bu yolla
endotelyal hiicrelerin goclinii ve farklilagsmasin1 uyararak anjiyogeneze sebep
olabilmektedir [Rosenzweig ve Atreya, 2010]. IGF-1R sinyal yolag1 aktivasyonunun,
kanser hiicrelerinde goriilen siirekli HIF-1a aktivasyonu/ifadelenmesinin yaklasik
%350'sinden sorumlu oldugu diistiniilmektedir [Stoeltzing et al., 2003]. Bu durum
IGF-1R'nin anti-anjiyogenik terapiler i¢in hedef olabilecegini gostermektedir.
NSCLC anjiyogeneziyle IGF-1R aktivasyonu arasinda direkt baglanti
gosterilmemesine ragmen; meme kanseri, endometriyal adenokarsinom, hepatik
kanser ve kolorektal kanser tiirlerinde VEGF ifadelenmesinin IGF-1R tarafindan
uyarildigr belirlenmistir [Kim et al., 1998; Bermont et al., 2000; Reinmuth et al.,
2002; Tong et al., 2007].

IGF-I ve IGFBP-3 arasindaki denge tiimor hiicresinin hayatta kalmasina,
boliinmesine veya apoptoza ugramasina neden olabilir. Serum seviyesi artmig IGF-I
ve/veya azalmig IGFBP-3; NSCLC [Masago et al., 2011], kolon [Gao ef al., 2012] ve

meme kanseri [Teas et al., 2011] basta olmak iizere cogu kanserde biiyliime ve
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yayilma agisindan risk faktorii olarak degerlendirilmektedir. IGF-I/IGFBP3 oraninin
yiiksek olmasi akciger kanser riskinin artigiyla, /GF-1R ifadelenme seviyelerindeki
artis da akciger kanseri hastalarinda, hastaligin hizli ilerleyisiyle baglantilidir [Lee et
al., 2008].

Artan IGF ligand iiretimi IGF-1R aktivasyonuna neden olmanin yani sira
ligand baglanmasina bagli olarak reseptoriin hiicre yiizeyinden uzaklastirilmasini
saglar ve IGF yolaginin dengesi korunmus olur. NSCLC hiicre hatlarinda /GF-/R'nin
asir1 ifadelenmesiyle bu denge bozulmaktadir. NSCLC hatlarindan aliman doku
orneklerinde artan IGF ifadelenmesi ve artan IGF-1R fosforilasyonu (Tyr1161 veya
Tyr1165 ve Tyr1166) belirlenmistir [Kim ef al., 2012; Prudkin et al., 2012]. NSCLC
hiicre hatlarina IGF-I uygulamasi1 yapildiginda IGF-1R ve Akt seviyelerinde artis
gerceklesmektedir [Lee et al., 2004].

IGF-1R sinyal yolaginin PI3K ve MAPK yolaklarini aktivasyonunun yani sira
mutant KRAS sinyalinin regiilasyonunda da rol aldig1 belirlenmis ve mutant KRAS
geni tastyan NSCLC tiirlerinde hedef yolak olarak diisiiniilmeye baslanmistir. Stirekli
aktif formda KRAS proteinine sahip NSCLC hiicre hatlar1 PI3K yolaginin
aktivasyonu i¢in bazal seviyede IGF-1R aktivitesine ihtiyag duymaktadir [Molina-
Arcas et al., 2013].

NSCLC hiicrelerinde gerceklestirilen boyama islemi sonucunda IGF-1R
proteininin ¢ogunlukla sitoplazmada, az miktarda membranda yer aldigi, ¢ekirdekte
ise bulunmadig: belirlenmistir. Immiinohistokimyasal boyama yapilan 13 akciger
kanseri dokusundan 11'inde (%85) hiicre membraninda IGF-1R protein miktarinin
arttig1 belirlenmistir [Ouban et al., 2006]. Western blot analizleri sonucunda NSCLC
hiicre hatlarinin normal bronsiyal epitel hiicrelerinden ¢ok daha yiiksek IGF-1R
aktivasyonuna sahip oldugu goriilmiistiir ve bu durum NSCLC hastalarina yonelik
IGF-1R hedefli tedavilerin gelistirilmesine yonelik ¢caligmalar1 hizlandirmistir [Lee et
al., 2004].

In vitro calismalar IGF-1R/NSCLC baglantisinin  énemli  oldugunu
gostermesine ragmen hastalardan alman 6rnekler incelendiginde hasta hayatta kalim
siiresiyle diisiik veya yiiksek /GF-IR ifadelenme seviyeleri arasinda bir baglanti
bulunamamistir. Hastalar timor tiplerine gore smiflandirildiginda ise IGF-IR

ifadelenme seviyelerinin tiimor tipinde belirleyici oldugu goriilmiistiir [Agullo-
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Ortuno, 2014]. Timorleri cerrahi olarak alman NSCLC hastalariyla yapilan
calismada I/GF-IR ile birlikte EGFR'nin de ifadelenme miktarinda artis olmasinin
yeniden timor olusum siiresini kisalttigi belirlenmistir. Aynmi1 ¢alismada 125 NSCLC
hastasindan alinan doku o6rneklerine boyama islemi yapildiginda IGF-1R negatif
veya pozitif olmanin, hasta hayatta kalma siiresiyle baglantili olmadigi belirlenmistir
[Ludovini et al., 2009]. Akciger tiimorleri hastaligin birinci evresinde cerrahi olarak
almmis 71 NSCLC hastasiyla yapilan incelemede de IGF-1R seviyelerinin hasta
hayatta kalma siiresiyle baglantis1 bulunmamaktadir [Lee ef al., 2008]. Bu durum
IGF-1R'nin asil iglevinin kanser gelisiminin erken evrelerini yonetmek oldugunu
gostermektedir. Ayrica EGFR o6rneginde oldugu gibi IGF-1R inhibisyonu veya
yoklugundan kaynaklanan agik, farkli reseptdrlerin aktivasyon etkisiyle

kapatilabilmektedir.

2.7.1.3. IGF-1R Baglantih Tedavi Yontemleri

IGF-1R yolagmin tiimér olusumu ve metastazinda rol aldigi, bilinen antikanser
terapilerine dirence neden oldugu bilinmektedir [Adams et al., 2000; Pollak et al.,
2008]. IGF-1R'nin tiimor hiicrelerini kemoterapi, radyoterapi ve sitokinler tarafindan
uyarilan apoptozdan korudugu gosterilmistir [Wu et al., 1996; Turner et al., 1997;
Scotlandi et al., 2002].

IGF-IR ifadelenmesinin susturulmasi, MMP-2, MMP-9 ve u-PA gibi
invazyonla baglantili genlerin ifadelenme oranlarinin ve Akt/ERK fosforilasyonunun
azalmasina neden olmaktadir. IGF-1R seviyelerindeki %60-70 oranindaki
baskilanma transforme fenotipin normale donmesi i¢in yeterlidir. Bu durum IGF-
IR'nin hiicre boliinmesini kontrol etmektense transformasyonu siirdiirecek sekilde
etki ettigini gostermektedir.

IGF-1R karsiti tedavi yaklasimlari; monoklonal anti-IGF-1R antikorlarinin
kullanimi, tirozin kinaz inhibitdr molekiillerinin uygulanmas1 ve IGF ligand
antikorlarmin kullanim1 seklinde 3 baslikta incelenebilir. Klinik ¢alismalar her bir
yontemin kendi i¢inde ayri segicilik, etkinlik ve toksisite seviyeleri oldugunu ve bu

durumun tedavi basarisini etkiledigini gostermistir [Ji et al., 2007; Carboni et al.,
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2009; Haluska et al., 2012]. IGF-1R yolagini hedefleyen {i¢ tedavi yaklagiminda da
in vivo ve in vitro kosullarda anti-timor aktivitesi gorlilmiistiir. Anti-IGF-1R
antikorlar1 ve tirozin kinaz inhibitdrleriyle yapilan ¢alismalarda ¢ogu kanser tipinde
hastaligin stabilizasyonu saglanmistir [Carden ef al., 2010; Soria et al., 2013; Garcia
et al., 2013]. Ilag gelistirme calismalari insiilin reseptdriine etki etmeden sadece IGF-
IR baskilanmasini saglayacak molekiiller tizerinde yogunlagsmaktadir. Cilinkii IGF-1R
ve IR reseptorleri arasindaki yapisal benzerlik yiiziinden IGF-1R sinyal yolagim
inhibe etmek icin kullanilan kimyasallar IR inhibisyonuna da neden olarak
hiperglisemi ve hiperinsiilinemi gibi yan etkilere neden olmaktadir. [Sachdeu et al.,
2006]. Bu durumu engellemek amaciyla IGF ligand antikorlarinin gelistirilmesine
calisilmaktadir. IGF-I ve IGF-II baglanmasinin engellenmesiyle glukoz toleransina
herhangi bir olumsuz etki olmaksizin reseptor aktivasyonunun inhibisyonu
saglanabilmektedir [Haluska et al., 2012; Friedbichler et al., 2013].

Gilinlimiize kadar kullanilan IGF-1R tirozin kinaz inhibitorlerinin ¢ogunlugu
IGF-1R kinaz domainine baglanmak i¢in ATP'yle yarisarak etki gdstermektedir [Ji et
al., 2007; Wood et al., 2008; Carboni et al., 2009]. IGF-1R ve IR arasindaki yapisal
benzerlik sonucu ATP'yle yarismali inhibitor etkisi IR reseptdriinde de baskilanmaya
yol agmaktadir [Favelyukis et al., 2001]. IGF-1R inhibitorleri kaynakl
hipergliseminin Oniine ge¢mek amaciyla ATP'yle yarismali olmayan ajanlarin
gelistirilmesine caligilmaktadir. Bazi tirozin kinaz inhibitorleri de tirozin kinaz
domainine baglanarak konformasyonel degisiklikleri engellemekte ve bazal
konumdan fosforile konuma gecisi durdurarak aktivasyonu inhibe etmektedir. Tirozin
kinaz inhibitdrlerinin en biiyiik avantaji1 in vitro deneylerde nanomolar seviyesindeki
konsantrasyonlarda IGF-1R inhibisyonunun gergeklesebilmesidir. Yontemin
dezavantaj1 olarak da IGF-1R kinaz domaininin IR ile %85 homoloji tasimasi1 ve ATP
baglanma bolgesinin her ikisinde de %100 korunmus olmasi sebebiyle IGF-1R
tirozin kinaz inhibitdrlerinin dizayninin zor olmasidir.

Akciger kanseri hiicre hatlariyla yapilan c¢aligmalar IGF-1R tirozin kinaz
inhibitorlerinin MAPKK inhibitorleriyle beraber kullanimi sonucu K-Ras mutant
hiicre hatlarin1 secici sekilde toksisite gosterdigi belirlenmistir. K-Ras mutant
hiicrelerde goriilen bu hassasiyetin onkogenik K-Ras varliginda Akt aktivasyonunun

biiylik 6l¢iide IGF-1R bagimli olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir [Molina-
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Arcas et al., 2013; Chen and Sweet-Codero, 2013]. IGF-1R inhibisyonu mutant K-
Ras tarafindan uyarilan IGF bagimli PI3K aktivasyonunu baskilayabilmektedir. Bu
duruma ters olarak, K-Ras mutasyonunun hiicrelerde IGF-I iiretimini ve buna bagl
olarak IGF-1R aktivasyonunu arttirdigi, dolayisiyla da IGF-1R tirozin kinaz
inhibitorlerine kars1 dirence sebep oldugu gosterilmistir [Molina-Arcas ef al., 2013].
IGF-1R tirozin kinaz inhibitorlerinin ¢ogu IR'yi de hedef alabilirken IGF-1R
monoklonal antikorlar1 daha spesifik etki gostermektedir. IGF-1R monoklonal
antikorlarmin IGF-1R ekstraselliiler domainine segici sekilde baglanarak ligand
baglanmasini engellemesi ve sinyal yolagini baskilamasi, tirozin kinaz inhibitorlerine
oranla daha giivenilir olmalarimi saglamaktadir. Ancak mikrogevresel faktorlerin
IGF-1R antikorlarinin timdér dokusuna vaskiiler gegisi sinirlandirmasi, daha kiigiik
molekiiler yapiya sahip inhibitorlerin gelistirilmesini gerektirmektedir. IGF-1R
monoklonal antikoru olan CP-751,871'in 21 giinliikk dongiiler seklinde 3-20 mg/kg
dozlarinda uygulandigi bir faz I calismasinda, ¢alismaya katilan 15 hastanin 10'unda
tiimor biliylimesi sabitlenmis ve hastalarda agir yan etkiler goriilmemistir [Haluska et
al., 2007]. Farkli calismalarda ise tedavi baslangicinda anti-IGF-1R monoklonal
antikor uygulamasina iyi cevap verilmesine ragmen, tedavi ilerledik¢e bu antikorlara
hizli bir direng gelistigi goriilmektedir [Reidy et al., 2010; Ramalingam et al., 2011,
Schmitz et al., 2012]. Direncin IGF-1R proteininin hibrit IGF-1R/IR reseptorlerinin
yapisina katilmasinin engellenmesi sonucu IR homodimerlerinin sayisindaki artigla
ortaya ¢ikan IR sinyaline bagl oldugu diisiiniilmektedir. Diren¢ gelisiminin diger bir
sebebinin de IGF-II baglanmasiyla aktivasyonu gerceklesen alternatif bir yolak olan
IR-A aktivasyonuna bagli oldugu bilinmektedir [Kim et al., 2012; Bid et al., 2012].
Klinik 6ncesi ¢calismalar EGFR, HER2, PDGFR ve c-Met gibi reseptdr tirozin
kinazlarin IGF-1R inhibisyonuna kars1 adaptif direng gelisiminden sorumlu oldugunu
gostermistir [Haluska et al., 2008; Huang et al., 2010; Hau et al., 2011]. Yapilan
calismalar EGFR ve IGF-1R yolaklarmin, herhangi birinin inhibisyonundan dogan
aciklar1 reseptor ifadelenme oranlarinin artmasi, PI3K-Akt sinyal yolagi
aktivasyonunun artig1, hiicre dongiisii diizenleyicilerinin fonksiyonlarinin artmasi,
kromatin modifikasyonu ve gen ifadelenmesi seviyelerinin diizenlenmesi gibi
yollarla kapatabildigini gostermistir [Chakravarti et al., 2002; Buck et al., 2008; Zha

et al., 2009; Sharma et al., 2010; Jameson et al., 2012]. Tirozin kinaz inhibitorleri
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EGFR/IGF-1R heterodimer olusumunu uyarabilir ve EGFR inhibisyonuyla etkisiz
hale gelen sinyal yolaklarimin IGF-1R iizerinden aktive edilmesine yol agabilir
[Morgillo et al., 2006]. EGFR tirozin kinaz inhibitériine karsi direngli primer
glioblastomalarda IGF-1R ifadelenme seviyelerinin yiiksek oldugu belirlendiginden
IGF sinyal yolagmmin EGFR inhibitorlerine karsi gelisen direncin ortadan
kaldirilmasinda rol oynayabilecegi diisliniilmektedir [Chackravarti et al., 2002; Jones
et al., 2004]. Buna karsilik olarak EGFR sinyal yolaginin diizenlenmesi de IGF-1R
inhibitorlerine kars1 gelisen dirence karsi etkili olabilir. NSCLC hiicre hatlariyla
yapilan c¢alismalarda EGFR inhibisyonu sonrasi IGF-1R sinyal yolaginin
transaktivasyonu hiicrelerin apoptozdan kurtulmasimma yol ag¢makta, IGF-1R
sinyalinin de inhibe edilmesi ise hiicrelerin EGFR tirozin kinaz inhibitorlerine
gosterdigi direnci ortadan kaldirmaktadir [Morgillo ef al., 2006].

Tek bir ajan kullanimina dayali kemoterapi yontemleri genellikle ila¢ direncine
yol acmakta ve tedavi basarisizlikla sonuglanmaktadir. ileri seviye NSCLC
hastalarinda EGFR tirozin kinaz inhibitérii olan erlotinib ve carboplatin/paclitaxel
tedavisine anti-IGF-1R antikoru CP-751,871 eklenmesini arastiran iki faz III
denemesi yiiriitiilmektedir. 3. ve 4. evredeki NSCLC hastalartyla yiiriitiilen bir faz 11
calismasinda, standart kemoterapiye (paclitaxel ve carboplatin) anti IGF-1R antikoru
(CP-751,871) eklenmesi sonucu tedaviye verilen yanit oran1 %32 degerinden %46'ya
ulagsmistir [Karp et al., 2007]. Yapilan farkli bir ¢alismada IGF-1R varliginin EGFR
inhibitorii erlotinibin anti-timdr etkisini azalttig1 belirlenmistir. Bu etkinin sebebinin
EGFR/IGF-1R heterodimerlerinin varligi oldugu diisiiniilmektedir. EGFR/IGF-1R
hibrit reseptdrlerinin  aktivasyonu fosforlanmus PI3K/Akt, p44/42, MAPK
seviyelerinde ve m-TOR baglantili protein sentezinde artiga sebep olmaktadir. Ilag
uygulamasi yapilmamis veya her bir inhibitér ayr1 ayr1 uygulanmis tlimorlerle
karsilagtirildiginda, erlotinib ve IGF-1R inhibitérii AG1024%in beraber kullanilmasi
tiimor biiylimesini azaltmistir [Morgillo et al., 2006]. Fare deneylerinde de
antikorlarm birlikte kullanimi hayatta kalma oranmi arttirmaktadir [Goetsch et al.,
2005].

IGF-1R kanser tiirlerinin neredeyse tamaminda siirekli olarak ifadelenmesine
ragmen, anti-IGF-1R terapisine karsi olan hassasiyet oranlar1 hastalara ve kanser

tiirlerine baglh olarak degisiklik gostermektedir [Yee, 2012]. Bu duruma IGF-1R
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antikoru ganitumab kullanimi sonucu K-Ras mutasyonu tasiyan kolorektal kanser
hastalarinin FOLFIRI tedavisine gosterdikleri duyarlilikta artis goriilmemesi ornek
gosterilebilir [Cohn et al., 2013]. Metastatik sarkomalarda yapilan caligmalar
cekirdekte artan IGF-1R miktarinin, IGF-1R antikoru kullaninminda daha etkili bir
cevap almmastyla baglantili oldugunu gostermistir [Asmone ef al., 2012]. IGF-1R'ye
ligand baglanmasinin hiicre zarindan ¢ekirdege translokasyonuna sebep oldugu ve bu
durumun EGFR inhibitorii gefitinibe karsi gelisen direngle baglantili oldugu
bilinmektedir [Aleksic et al., 2010; Sarfstein et al., 2012; Bodzin et al., 2012]. Bu
durum cekirdekte yer alan IGF-1R miktarinin, kanser hiicrelerinin IGF sinyaline olan
bagimliliklar1 ve yolagin inhibisyonuna kars1 gosterecekleri hassasiyet konusunda bir

belirte¢ gibi kullanilabilecegini fikrini ortaya ¢ikarmustir.

2.7.2. IGF-2R

IGF-2R monomerik yapiya sahiptir ve fonksiyonel olarak IGF-1R ve IR ile bir
baglantis1 bulunmamaktadir [Stewart and Rotvein, 1996; Dates et al., 1998]. IGF-2R
bir mannoz-6-fosfat reseptoriidiir, kinaz domaini icermediginden fonksiyonel degildir
ve temel olarak IGF-II ligandinin sistemden temizlenmesinde gorevlidir [Jones and
Clemmons, 1995]. Genin promotor kisminda iki tane E-box motifi ve Sp1 ile NGF-
1A baglanma bolgeleri bulunmaktadir.

IGF-2R ekstraseliiler domaini ti¢ ligand baglanma bolgesi icerir. Bolgelerden
biri IGF-II baglanmasi i¢in diger ikisi ise mannoz-6-fosfat (M6P) ve fonksiyonel
olmayan TGF igeren proteinlerin baglanmasi i¢indir [Jones and Clemmons, 1995].
Reseptoriin  ekstraselliller domaini proteolitik kesimle ¢oziilebilir bir forma
doniigtirtilir ve hiicre membranindan ayrilarak dolasimda yer alan IGF-II
proteinlerine baglanip parcalanmalarina neden olur [Costello et al., 1999]. 1GF-
2R’nin sitoplazmik alt birimi protein kinaz C (PKC), cAMP-bagimli protein kinaz ve
kazein kinaz I ve II i¢in potansiyel substrat olabilecek bolgeleri igerir [MacDonald et
al., 1988]

IGF-2R biiyliime inhibitérii fonksiyonuna sahiptir ve fonksiyon kayiplari

durumunda hiicre biiyiimesi uyarilmis olur [Foulstone ef al, 2005]. Tiimor baskilayici

35



ozelligi olan IGF-2R’nin bazi kanser hiicrelerinde mutasyonlar tasidigt ve bu

hiicrelerde IGF-2R’de fonksiyon kayiplar1 olustugu belirlenmistir.

2.8. p53

p53; hiicre dongiisiiniin kontroliinde, programlanmis nekrozda, otofajide, me-
tabolizmada, kok hiicre homeostazisinde, anjiyogenez ve yaslanmada rol oynayan
genlerin aktivasyonu ve baskilanmasinda gorev alan bir transkripsiyon faktoriidiir
[Zambetti et al., 1992; Kem et al., 1992]. Tiimor baskilayict bir protein olan p53
hiicresel streslere cevap olusturulmasinda ve hiicre dongiisiinde tutuklanmanin yada
programlanmis hiicre Oliimiiniin  gergeklesmesiyle genomik stabilizasyonun
saglanmasinda gorev alir [Agarwal et al., 1998]. p53 aktivasyonu; DNA hasari, oksi-
datif stres, ozmotik sok, riboniikleotit eksikligi, onkogen ifadelenmesinin yeniden
diizenlenmesi gibi stres kosullarina cevap olarak gerceklesir. Hiicrenin i¢inde bulun-
dugu kosullara bagl olarak hiicre 6liimiini, yashligi, hiicre dongiisiiniin durdurul-
masini veya DNA onarimini uyarabilir [Stegh, 2011]. p53; p21 yoluyla G1/S kontrol
noktasindan [Ding et al., 2003] ve G2/M kontrol noktasindan [Pawlik and Keyomar-
si, 2004] gegisleri diizenlemektedir. Farkli hiicre hatlarinda, Sp1 ve p53'tin farkl: pro-
motorlerin diizenlenmesinde beraber calistigi gosterilmistir [Borellini and Glazer,
1993].

p53 proteini, asidik bir N terminal transaktivasyon domaini, prolince zengin bir
domain, diziye 6zgii DNA baglanma domaini, oligomerizasyon domaini ve C- termi-
nal diizenleyici domainden olusur. p53’iin transaktivasyon domaini hem p53’iin p300
gibi koaktivatorlerinin baglanmasi, hem de Mdm2 gibi molekiillerin baglanmasinin
diizenlenmesi i¢in gereklidir. Mdm2; p53’iin transaktivasyon domainine baglanarak
bu domainin fonksiyonunu, buna bagl olarak da p53’iin biyokimyasal aktivitesini
engeller. Mdm2 ayni1 zamanda p53’e 6zel bir E3 ubikitin ligaz gibi davranarak,
p53’iin ubikitinasyonuna ve proteozamal yikimina yol agar [Levine and Oren, 2009].

p53 aktivasyonu igin iki temel olay gerceklesmesi gerekmektedir. Ilk olarak
stres altindaki hiicrede p53 yikimi engellenerek hiigre iginde protein miktarinda artig

saglanir. Ikinci olarak da p53 de meydana gelen konformasyonel degisiklikler akti-
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vasyonu saglayarak transkripsiyonel diizenleme mekanizmalarinin devreye girmesini
saglarlar. Aktivasyonda kritik 6nem tasiyan boliim N-terminal fosforilasyonunun
gerceklesmesidir. N-terminal domaini ¢ok sayida fosforilasyon bolgesi igerir ve bu
bolgeler strese karsi aktive olan sinyal yolaklarini yoneten reseptor tirozin kinazlarin
hedefi konumundadir. Aktif p53 bir transkripsiyon faktorii gibi g¢alisarak hiicre
dongiisiiniin  kontroliinde, genomik stabilitenin saglanmasinda ve p2/, Bax gibi
apoptoz uyarict genlerin ifadelenmesinde rol alir [Agarwal et al., 1998]. Bu durum
p53 proteinini hiicre dongiisii kontrol noktalari, DNA onarimi ve apoptozla baglantili

yolaklarin merkezine yerlestirir.

Sekil 2.8: p53 tetramer yapisinin DNA'ya bagli formda gosterimi.

p53 mutantlart kanser hiicrelerinin ¢ogalmasindan sorumlu molekiillerin
cogunun transaktivasyonundan sorumludur. Bilinen tiim tiimérlerin %50'sinin p53
geninde mutasyon bulunmaktadir. p53°te gerceklesen kanser iliskili mutasyonlarin
cogunlugu anlamsiz mutasyonlardir. Bu mutasyonlar genellikle en korunmus bolge
olan DNA baglanma domaininde gerceklesir ve bilinen yaklasik 6 tane hot spot
noktas1 bulunmaktadir. Yabanil tip p53 stres bulunmayan kosullarda ¢ok kisa dmiirlii
bir protein iken, anlamsiz mutasyonlar sonucu olusan mutant p53 molekiilii cok daha
uzun bir yart dmre sahiptir. Mutant p53'iin yabanil tip p53 iizerinde baskin bir negatif
etkisi vardir ve bu etkiye bagli olmadan da onkojenik aktivite gosterebilir. p53
tarafindan transaktive edilen promotor dizileri ya ¢ok az homoloji gosterir ya da hig

gostermezler. Bu durum mutant p53’iin DNA dizisi yerine DNA’nin yapisal motifine
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ilgi gosterdigine dair hipotez gelistirilmesine neden olmustur (Sekil 2.8). p53’iin
mutasyon sekli meme kanseri basta olmak lizere c¢ogu kanser i¢in belirleyici
ozelliktedir. Mutant p53; DNA sentezi, hiicre boliinmesi, hiicrenin hayatta kalmasi,
kimyasal direng, anormal sentrozomlar, gen kopyasinda artig, somatik hiicre
programlanmasi, kok hiicre karakterizasyonu, doku yapisinin bozulmasi,
anjiyogenez, hiicre gocii, hiicre invazyonu ve hiicre metastazinda gorev alir [Freed-

Pastor and Prives, 2012].

2.8.1. p53 Baglantihi Sinyal Yolaklar

Gen ifadelenmesinin p53 tarafindan uyarilmasinda p53'in hedef promotdr
dizisine direkt baglandigi, transkripsiyon baskilanmasinin ise p53 ve diger
transkripsiyon faktorleri arasindaki protein-protein etkilesimleriyle gerceklestigi
diistiniilmektedir [Ohlsson ef al., 1998].

Spl ve p53 arasindaki heterokompleks yapr her iki proteinin de diizenleyici
elementlerinin baglanma davramigini degistirebilir ya da aktivitelerinde farkliliga
neden olabilir. p53-Spl komplekslerinin olusumu Spl tarafindan diizenlenen
promotor dizilerinin transkripsiyon seviyelerini dogrudan etkilemektedir.

Immiinpresipitasyon ve western blot analizleri sonucu p53 ve WT1'in fiziksel
olarak etkilesimde oldugu belirlenmistir [Mahesworon et al., 1993]. WTl1'in p53
proteininin stabilizasyonunu sagladigi, transaktivasyonel Ozelliklerini yonettigi ve
apoptozu uyarma fonksiyonunu baskiladigi gosterilmistir [Mahesworon et al., 1995].
WT1 ve mutant p53'lin ifadelenme seviyelerinin agresif ER (-) meme kanserleriyle
baglantili odugu gosterilmistir [Silberstein et al., 1997]. WT1'in tersine p53, IGF-1R
promotor bolgesine in vitro kosullarda spesifik bir baglanma gdstermez.

PI3K, p53 kaynakli apoptozu engelleyebilmektedir [Trotman and Pandolfi,
2003]. p53 ve PI3K sinyal yolaklar1 arasindaki bu iligkinin diizenlenmesinde PTEN
ve Mdm?2 gibi spesifik proteinler rol almaktadir [Mayo and Donner, 2001; Freeman
et al., 2003]. p53 baglantili apoptoz Bax, Noxa ve PUMA gibi pro-apoptotik
proteinlerin ve kaspaz proteinazlarinin aktivasyonuna bagli olarak gerceklesir

[Schuler and Green, 2001].
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APEI1/Ref-1 DNA onarim aktivitesine ve ¢ogu transkripsiyon faktoriiniin DNA
baglanma ilgisini diizenleyen redoks aktivitesine sahip ¢ift fonksiyonlu bir proteindir.
APE1'in redoks aktivitesiyle p5S3'iin DNA baglanma aktivitesini diizenledigi ve bu
baglamda p53'iin proapoptotik etkisinin aktivasyonunu sagladigi diisiiniilmektedir
[Cun et al., 2014]. p53 transkripsiyonu basladiktan sonra hiicrenin redoks stres
seviyesine bagli olarak APE1 baglantili p53 yikimi gerceklestirilir ve apoptotik yolak
durdurulmus olur. Oksidatif stres seviyeleri hiicre kapasitesinin iistiine ¢iktiginda ise
APEl'in ROS tarafindan oksidasyonunun gergeklesmesi p53'ten ayrilmasina ve
pS3'iin stabilizasyonunun artmasit sonucu apoptotik yolagin aktivasyonuna neden
olmaktadir [Zhu et al., 2015]. APEI tipik bir ubikitin kinaz olmamasina ragmen p53
protein yikimini yonetebilmektedir. Bu duruma agiklama olarak APE1'in N-terminal
domaininin ubikitinasyona hedef olabilecek ¢ok sayida lizin aminoasiti igermesi
gosterilebilir. Yapilan son c¢aligmalar p53 inhibitorii olan Mdm2 proteininin APEI
ubikitinasyonundan sorumlu olabilece§ini gostermistir. Mdm2'nin bu sekilde APEI
ve pS53 seviyelerini kontrol ederek hiicre i¢i dengenin saglanmasinda rol aldig:

diistiniilmektedir [Busso ef al., 2009].

2.9. Konu ile lgili Calismalar

2.9.1. IGF-1R p53 iliskisi

IGF-IR ifadelenme seviyeleri BRCA-1, p53 ve WTI gibi timor baskilayici
genlerin aktivitesiyle diismektedir. Yabanil tip p53, IGF-IR ifadelenmesinin
diizenlenmesinde baskilayici olarak islev goOriitken; mutant p53, IGF-IR
ifadelenmesinin kuvvetli transaktivatorii olarak davranmaktadir [Werner et al.,
1996]. p53 bu etkisini IGF-IR promotor dizilerine direkt baglanmadan
gostermektedir [Sarfstein et al., 2006]. Mutasyon icermeyen p53 vektorleriyle
transfekte edilen Saos-2 hiicrelerinde /GF-I/R promotdr aktivitesinin doza baglh
olarak azaldig1 gosterilmistir [Werner et al., 1994]. p53 icermeyen Saos-2
hiicrelerinde hiicre basina IGF-1R miktar1 yaklasik 43.000 reseptor olarak

hesaplanmustir. Ayni hiicrelerde yabanil tip p53 sentezinin gergeklesmesi reseptor
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sayisini 32.000'e distiriirken, mutant p53 proteini sentezleyen Saos-2 hiicrelerinde
hiicre bas1 reseptdor miktart 55.000'e ¢ikmistir. Mutant p53 sentezleyen hiicreler,
yabanil tip p53 iiretenlere oranla %72 daha fazla IGF-1R igcermektedir [Ohlsson et
al., 1998]. IGF-1R seviyelerindeki bu degisimle p53 arasindaki baglantiy1 saglayan
yolak tam olarak bilinmemektedir.

Hematopoetik hiicrelerde apoptoz siirecinde IGF-1R p53'iin fizyolojik hedefi
olarak goriilmektedir. Farkli orjinlerden gelen hiicre hatlariyla (eritroid hiicreleri ve
osteoblastik hiicreler) yapilan ¢aligmalarda p53'in IGF-1R regiilasyonunu ayni
sekilde gerceklestirmesi bu durumun hiicre tipine bagli degil genel bir mekanizma
oldugunu gostermektedir.

p53'in yaninda WT1'in de IGF-IR promotor aktivitesini baskiladigi
bilinmektedir. WT1'in asir1 ifadelenmesi IGF-1R seviyelerini diisiirmekte ve IGF-I
kaynakli hiicre proliferasyonunu azaltmaktadir [Werner et al., 1995]. Promotor
bolgesine WT1 baglanmasindan sonra gen transkripsiyonu iizerindeki baskilanma
seviyesi hiicrenin igerdigi p53 miktarina ve formuna bagli olarak degisiklik
gostermektedir. Yabanil tip p53 iceren 3T3 hiicrelerinde WT1'in baskilama etkisi
%82 seviyesindeyken, p53 delesyonu yapilmis 3T3 hiicrelerinde bu seviye %27'ye
diismektedir [Idelman ef al., 2002]. Bu etkinin p53'iin, /GF-IR promotdriinde yer
alan cis-elementlere baglanma oranindaki artisa bagl oldugu diisiiniilmektedir. p53
proteininde fonksiyon kaybolmasina neden olan mutasyonlarin kontrolsiiz hiicre
boliinmesine sebep olmasinin nedeni, WT1'in /GF-1R gibi hedef genlerinin promotor
bolgelerine baglanamamasi olabilir.

p53 hem hiicresel Spl miktarin1 azaltmakta hem de Spl’in IGF-IR
promotoriine baglanmasini engellemektedir. Sp/ igermeyen hiicrelerle yapilan
incelemelerde bazal IGF-1R promotor aktivitesinin ¢ok diisiik oldugu belirlenmistir.
Spl igermeyen Schneider hiicrelerinde Sp/ geninin ifadelenmesi /GF-/R promotdr
aktivitesini arttirmaktadir [Werner et al., 1995].

p53’in IGF-IR promotoriinii baskiladigi bir diger yol ise PI3K ve Akt
yolaklar1 {izerinden ilerlemektedir. p53, bu yolaklar1 baskilayarak [IGF-IR
ifadelenmesini uyaran sinyalin azalmasina yol agar. Bunun yaninda, PTEN (fosfotaz
ve tensin homolog proteini) gibi /GF-1R promotorii lizerinde baskilayic1 6zellikleri

olan tiimor baskilayicit genlerin ifadelenmesini uyarmaktadir [Attias-Geva et al.,
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2011].

Mutant p53 tasiyan hiicreler yabanil tip p53 igerenlere oranla daha yiiksek IGF-
IR seviyelerine sahiptir. IRS-1 ifadelenmesi iizerinde p53'in herhangi bir rolii
olmamasma ragmen p53 yabanil tip hiicrelerde IGF-I tarafindan uyarilan IRS-1
fosforilasyonu seviyelerinde goriilen azalma bu hiicrelerde aktif IGF-1R miktarinin

azalisina baglanabilir.
2.9.2. NSCLC IGF-1R iliskisi

Kanser gelisimiyle baglantili herhangi bir risk faktorii akciger kanseri gelisim
oranini 1.6 ile 2.5 kat aras1 arttirirken, IGF ligandlariin bu risk faktorleriyle beraber
caligmast tiimor gelisim oranlarinda 17 katlik bir artisa sebep olmaktadir [Wu et al.,
2004]. Transforme edilmis bronsiyal epitel hiicrelerinin yiiksek boliinme oranlarini
koruyabilmek i¢in IGF sinyalinde artisa gereksinim duyduklar1 belirlenmistir [Lee ef
al., 2004].

MMTV-IGFII transgenik farelerde yapilan deneylerde otokrin/parakrin IGF-II
seviyelerinin akciger kanseri riskiyle olan baglantisi arastirilmistir. Yapilan
incelemelerde akciger tiimorleri genelde morfolojik olarak pulmoner adenokarsinom
ozellikleri gostermekle beraber 6 ay gibi erken bir zamanda olugsmaya baglamis ve 18
ay sonunda %69 oranma ulagsmistir. Kullanilan bu fare modeliyle IGF-1R sinyal
yolaginin akciger kanseri gelisimindeki etkisi in vivo kosullarda gosterilmistir
[Moorehead et al., 2003]. Farelerde yaslanmaya bagli olarak tiimor gelisim
sikligindaki artis, hiicre yaslanmasina bagli olarak genomda mutasyonlarin
birikmesine ve bu yaslanma siirecini yoneten IGF-1R yolagimin normalden fazla
aktiviteye sahip olmasina baglanmistir [Dupont and Holzenberger, 2003].

NSCLC hiicre hatlariyla yapilan in vitro deneylerde shRNA kullanarak IGF-1R
translasyonu engellendiginde veya hiicrelerde IGF-1R delesyonu
gerceklestirildiginde hiicrelerin yilizeyden bagimsiz koloni olusturma yeteneklerinde
azalma gozlenmistir [Lee et al., 2007]. IGF-1R aktivitesinin engellenmesi; G1
kontrol noktasinda hiicre dongiisiiniin durdurulmasi1 ve hiicrenin apoptoza

yonlendirilmesiyle hiicre canlilik oranlarini diisiirmekte, IGF-1R aktivasyonunun
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uyarilmasi ise bu etkiyi tam tersine ¢cevirmektedir [ Yu and Rohan, 2000].

A549 hiicreleri hem EGFR hem de IGF-1R reseptorlerini hiicre yiizeyinde agir1
miktarda bulundurmaktadir. A549 hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda EGF
uygulamasinin EGFR, Akt, Src ve IGF-1R fosforilasyon oranlarii arttirdig:
belirlenmistir [Min et al, 2015]. EGF tarafindan uyarilan bu IGF-1R
fosforilasyonunun Src inhibitorii dasatinib kullanilarak, hiicrelerin Src siRNA'siyla
transfeksiyonuyla ve EGFR tirozin kinaz inhibitérii erlotinib kullanildiginda
baskilandig1 gosterilmis, IGF-1R tirozin kinaz inhibitérii olan linsitinib kullanimi ise
IGF-1R fosforilasyonu iizerinde minimal baskilama etkisi gostermistir [Min et al.,
2015]. Bu durum bize IGF-1R fosforilasyonunu engellemek i¢cin EGFR yolagini
inhibe etmenin IGF-1R inhibitérleri kullanmaktan daha etkili oldugunu
gostermektedir. IGF-1R'ye 6zgili inhibitoriin bekenen etkiyi gostermemesi IGF-1R/
EGEFR hibrit reseptorlerinin varligindan kaynaklanabilir. Linsitinibin EGFR {izerinde
higbir baskilama etkisi bulunmadigi bilinmektedir.

A549 hiicre hatt1 incelendiginde IGF-1R ve EGFR yolaklarinin yiiksek
aktivasyon degerine, c-Met ve HER2 yolaklarinin ise diisiik aktivasyon degerine
sahip oldugu goriilmiistiir. A549 hiicre bolinmesi, IGF-1R'nin ATP yarismali
inhibitéri olan BMS-536924 kullanimiyla baskilanmistir [Gong ef al., 2011]. A549
hiicrelerinde yapilan deneylerde [/GF-IR ifadelenmesinin siRNA kullanilarak
engellenmesi A549 hiicrelerinin GO/G1 kontrol noktasinda durdurulmasina,
apoptotik hiicre sayisinda artiga, boliinme oranlarinin diismesine ve A549
hiicrelerinin adezyon, invazyon ve go¢ yeteneklerinin inhibisyonuna neden
olmaktadir [Ma et al., 2007].

IGF-1R inhibitdrii olan monoklonal antikor R1507 verilen A549 hiicrelerinde
72 saat sonunda biiylimenin %40 oraninda baskilandigi gosterilmistir [Gong et al.,
2009]. h7C10/MK-0646 anti-IGF-1R antikoru kullanilarak meme kanser hiicre hatti
MCF-7 ve NSCLC hiicre hattt A549 hiicreleriyle yapilan ¢alismalarda biiyiimenin
baskilandig1 belirtilmistir [Goetsch ef al., 2005]. Bu ¢alismada kullanilan antikorun
bir diger 6nemli 6zelligi de IGF-1R'"ye olan 6zgiilliigii ve insiilin reseptdriiyle iligkiye
girmemesidir. A549 hiicrelerinde h7C10/MK-0646 ile beraber EGFR antikoru
vinorelbine kullanildiginda biiylime neredeyse tamamen engellenmistir. A549

hiicrelerinde AG1024 uygulamas1 IRS-1 ve Shc proteinlerinin fosforilasyon
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seviyelerini diisiirmiis ve hiicrelerde apoptoza yol agmistir [Coseceanu et al., 2007].
5 uM curciminle beraber diisiik dozlardaki inhibitorlerin (AG1478-EGFR inhibitdori,
AG1024-IGF-1R inibitori, PD173074-FGFR inhibitori, LY294002-PI3K inhibitorii,
CAPE-NF-kB inhibitorii) kullanimi canli hiicrelerin sayisini belirgin bir sekilde
diistirmiistiir. AG1024 ve curcimin uygulamalari tek baglarina A549 hiicrelerinde
herhangi bir etkiye sebep olmazken beraber kullanimlari hiicre canliligini %10
oraninda azaltmistir. AS549 hiicreleriyle kiyaslandiginda H1299 hiicrelerinin
uygulanan inhibitdrlere karsi daha duyarli olduklar1 goriilmektedir. Yiiksek dozlarda
inhibitor kullaniminda (PD173074, AG1024) hiicre boliinme oranlart H1299 da %91-
%95, A549 hiicrelerinde ise %55-%54 oranlarinda diismiistiir [Lin ez al., 2012]. Bu
calismada elde edilen yliksek inhibisyon oranlart FGFR ve IGF-1R'nin NSCLC

tedavisinde iyi1 birer hedef olabilecegini diisiindiirmektedir.
2.9.3. Genistein p53 iliskisi

NSCLC ve kolorektal kanser hiicreleriyle yapilan caligmalarda genisteinin
apoptotik etkisini p53 bagimh bir sekilde gerceklestirdigi gosterilmistir [Wu et al.,
2012; Zhang et al., 2013].

Genisteinin A549 hiicrelerine olan apoptotik etkisinin p53 proteiniyle olan
baglantisinin anlasilmasi i¢in viral transfeksiyonla p53 ifadelenmesi baskilanan
hiicrelere diisiik dozlarda (5-10 uM) genistein uygulanmis ve apoptotik hiicre
sayisinda azalma goriilmiistiir. Bu durum genisteinin apoptotik etkisinin p53 bagimli
oldugunu goéstermektedir [Wu et al., 2016].

0, 15, 30 ve 60 uM genistein uygulamasi yapilan A549 hiicrelerinde 24 saat
sonunda yapilan western blot analizleriyle pS3 protein seviyesinin doza bagli olarak
arttig1 belirlenmistir. Bu etkinin hiicre tipine bagl gergeklesip gerceklesmedigini
anlamak i¢in yabanil tip p53 iceren farkli hiicre hatlariyla (HeLa, Calu-1) da
genistein uygulamasi incelenmis ve p53 protein miktarmin doza bagh arttigi
gorlilmiistiir [Zhu et al., 2015]. Western blot analizleri p53 miktarinin genistein
uygulamasindan sonra 2 saat gibi kisa bir silirede artis gosterdigini ve bu artisin 48

saate kadar devam ettigini gostermektedir. A549 hiicrelerinde 90 pM genistein
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uygulamasi sonucu p53 seviyesinin en yiikksek degerine 12 saat iginde ulastigi
gosterilmistir [Ding et al., 2003].

Genistein uygulamasinin p53 fosforilasyon seviyelerinde de doza bagl artisa
sebep oldugu belirlenmistir. A549 hiicrelerine 60 uM ve 90 uM genistein uygulamasi
pS3-serl5 fosforilasyonunda artisa sebep olurken, 30 uM genistein uygulamasinda
herhangi bir etki gézlenmemistir [Ding et al., 2003]. p53'iin Serl5 fosforilasyonu
Mdm?2 ile baglanma oranin diisiirerek stabilizasyonunu saglamaktadir [Shieh et al.,
1997]. p53 birikimine bagli olarak hiicre dongiisii inhibitorii ve p53'in hedef
genlerinden olan p2/'in ifadelenme seviyesi ve G2/M hiicre dongiisii kontrol
noktasinda tutuklanan hiicre miktar1 belirgin bir sekilde artmistir.

AS549 hiicreleriyle yapilan deneylerde genistein uygulamasi 72 saate kadar
incelendiginde p53 mRNA seviyelerinde herhangi bir artis goriilmemektedir. Bu
sonu¢ genisteinin p353 transkripsiyonunu arttirict bir etkiye degil, degredasyonunu
engelleyici bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir [Zhu et al., 2015]. Sadece
proteinlerin degradasyonunu engellemek amaciyla bir proteozom inhibitoérii olan
MG-132 verilen A549 hiicrelerinde p53 miktarindaki artig genistein uygulanan ve
uygulanmayan hiicrelerde ayni seviyede gerceklesmistir. Bu durum genisteinin p53
seviyesini arttirict etkisini protein yikimini engelleme agisindan gergeklestigini
ortaya koymaktadir.

p53 mutant hale getirilmis A549 hiicreleriyle, normal A549 hiicrelerinin
radyasyon uygulamasina verdigi tepki Olciildliglinde mutant hiicre hattinin daha
diren¢li oldugu ortaya cikmistir. Ayni hiicrelere radyasyonun yaninda genistein
uygulamasi yapildiginda mutant p53 tasiyan hiicreler radyasyon uygulamasina daha
duyarl hale gelirken, p53 yabanil tip hiicrelerde degisiklik gozlenmemistir [Hermann
et al., 2007]. Yabanil tip p53 tasiyan ve mutant p53'e sahip bronsiyal kanser
hiicrelerinde radyasyon ve genisteinin beraber uygulanmasi incelendiginde p53
yabanil tip hiicrelerde radyasyon uygulamasimi takip eden 12 saat igerisinde
apoptozun basladig1 gosterilmistir [Stuschke et al., 2002].

Genistein, ER-a negatif meme kanseri hiicrelerinde apoptotik hiicre liimiinii
p53-p21 proteinlerine baglh olarak gerceklestirmektedir [Seo et al., 2011]. 24 saat
genistein uygulamast hem normal meme hiicrelerinde (MCF-10A) hem de meme

kanseri hiicrelerinde (MDA-MB-231) p53 seviyesinde bir artisa sebep olmadan, p-
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pS3 seviyelerinin artigini saglamistir [Seo et al., 2011]. MCF-7 hiicrelerine 90 upM
genistein uygulanmasi 18 ve 24 saat sonunda p53 miktarinda bir degisiklik
gozlenmezken, 48 saat sonunda p53 seviyesi en yiiksek degerine ulasmistir [Xu and
Loo, 2001]. Bu durum genisteinin p53 seviyelerini arttirma etkisini farkli hiicre
hatlarinda gosterdigini, ancak etki goriilme siiresinin hiicre tipine bagli olarak

degistigini gostermektedir.

2.9.4. NSCLC Genistein Uygulamalari

A549 hiicrelerine genistein ~ uygulanmas1  kontrol  hiicreleriyle
karsilastirildiginda hiicre biliylimesini yavaslatmistir. A549 hiicre boliinmesindeki bu
azalma doz ve zamana bagli olarak gergeklesmektedir. Genistein uygulamasi 2.5 uM
gibi diisik konsantrasyonlarda hiicre boliinmesini baskilayabilmektedir. A549
hiicrelerine farkli dozlarda genistein uygulanmasiyla gerceklestirilen bir ¢alismada,
hiicre biiyiimesindeki yavaslamanin direkt kimyasal uygulanmasiyla baglantil
olmadigi, azalmanin goriilebilmesi icin en az 24 saatlik siirenin gerektigi
belirlenmistir. inkiibasyon siiresi arttik¢a genisteinin inhibisyon etkisi artmakta ama
sitotoksisitesi degismemektedir [Andreescue et al., 2004]. Yapilan ¢alismada
genistein uygulamasinin hiicreleri G1/S veya G2/M evrelerinde durdurabildigi
[Tokalov et al., 2004; Henker et al., 2004] ve uygulanan genistein miktarmin kabul
edilemez bir sitotoksik etki gdzlenmeden 600 mg/giin dozuna kadar ¢ikarilabildigi
belirlenmistir [Miltyk et al., 2003].

Genistein uygulamas1 yapilan A549 hiicrelerinde zamana bagli olarak,
apoptotik hiicre sayisinda belirgin artis gozlenmistir. A549 hiicrelerine 48 saat
siireyle 40 pM genistein uygulanmasi sonucu hiicrelerin yaklasik %353'i hayatta
kalabilmistir [Peng et al., 2013]. A549 hiicrelerine genistein uygulanmasi sonrasi
hiicre boliinmesindeki en yiiksek inhibisyon degeri (%62) 100 pM genistein
uygulandiktan 24 saat sonra elde edilmis ve IC50 degeri 72 uM olarak belirlenmigtir
[Mukherjee et al., 2010].

Flow sitometrisi analizleri yapilarak genisteinin A549 hiicrelerinde hiicre

dongiisii lizerindeki etkisi 6l¢iilmiistiir. Genistein uygulanmayan hiicrelerde %71.76
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GO/G1, %10.71 S ve %18.17 G2/M degerleri elde edilirken, 75 puM genistein
uygulamasinda %46.11 GO0/G1, %18.20 S ve %35.28 G2/M degerleri, 100 uM
genistein uygulandiginda ise %21.35 G0/G1, %30.24 S ve %47.92 G2/M degerleri
elde edilmistir [Mukherjee et al., 2010].

Farkli bir ¢calismada A549 ve H1299 hiicrelerine 24, 48 ve 72 saatlik siirelerde
90 uM genistein uygulanmis ve hiicre boliinmesi lizerine olan etkileri incelenmistir.
Genistein her iki hiicre hattinda da hiicre boliinmesini inhibe etmistir. 72 saat
sonunda A549 ve H1299 hiicre sayilar1 kontrole oranlandiginda sirastyla %39.6 ve
%29.6 olarak belirlenmistir. 24 saat sonunda kontrol grubunda G2/M kontrol
noktasinda bulunan hiicre sayis1 A549 hiicreleri i¢in %13.8, H1299 hiicreleri i¢in %2
seviyesindeyken genistein uygulamasiyla sirasiyla %64.7 ve %17.7 oranlarina
yiikseldigi belirlenmistir [Ding et al., 2003].

A549 hiicrelerine 10-100 pM aras1 genistein uygulanarak yapilan deneylerde
30 uM ve lizeri dozlarda S fazindaki hiicrelerde azalma gozlenirken, GO fazindaki
hiicre miktarinda anlamli bir degisiklik belirlenememistir. p53 null H1299
hiicrelerinde ise 30 uM ve tlizeri dozlarda, doza bagli olarak GO fazindaki hiicre
sayisinda azalma belirlenmistir. Her iki hiicre hattinda da 30-300 pM aras1 genistein
uygulamasi yapildiginda G2/M fazindaki hiicre sayisinda artis gdzlenmistir ve 100
uM genistein uygulamasinda her iki hiicre hattinda da apoptotik hiicre sayisinda artis
gozlenmistir [Tokalov ef al., 2010]. A549 hiicrelerine 40 uM genistein uygulanmasi
GO0/Gl ve G2/M kontrol noktalarinda tutulan hiicre sayilarinda belirgin bir
degisiklige sebep olmazken, S fazindaki hiicre oraninin %40'tan %?21'e diismesine
yol agmustir [Zhou et al., 2011].

A549 hiicreleriyle yapilan ¢alismalarda genisteinin hiicre i¢i mikrotiibiil aginda
bozulmalara sebep oldugu gosterilmistir. Bu durum genisteinin tiibiline baglanarak
mikrotiibilin olusumunu engellemesi yoluyla gerceklesmektedir. Genistein tiibilin
polimerizasyonunu doza bagl olarak inhibe etmektedir. 87 pM genistein uygulamasi
%50 oraninda, 100 pM genistein uygulamasi %60 oraninda tiibilin
depolimerizasyonuna yol ag¢maktadir [Mukherjee et al., 2010]. Genisteinin
antiproliferatif etkisinin mikrotiibiil olusumunun engellenmesi yoluyla gergeklestigi
disiiniilmektedir. Farkli dozlarda (0-100 uM) genistein uygulamasmin 24 saat

sonunda A549 hiicre morfolojilerine olan etkisi incelendiginde 25 pM genistein
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uygulamasi morfolojide hicbir degisiklige sebep olmazken, 50 uM ve {istii dozlarda
hiicre seklinin bozulmaya bagladigi, 100 pM genistein uygulanan hiicrelerin
hacimlerinin artti§i ve yuvarlaklastiklar1 gozlenmistir. AS549  hiicrelerinin
morfolojisinde gozlenen degisikliklerin yiliksek genistein dozlarinin mikrotiibiil
depolimerizasyonuna sebep olmasiyla baglantili oldugu diisiiniilmektedir [Mukherjee
etal., 2010].

Mikrotiibiil depolimerizasyonunu engelleyen taxol ajaninin 30-100 uM dozlar1
arasinda kullanimi B-tiibiline baglanma yoluyla, ¢esitli kanser hiicrelerinde mitozun
durdurulmasini ve apoptozu saglamaktadir [Bhalla, 2003]. A549 ve HI1299
hiicrelerine taxol uygulanmadan Once genistein uygulamasi gergeklestirildiginde,
genistein uygulamasinin p53 pozitif olan AS549 hiicrelerinin apoptoza gitme
oranlarin1 belirgin bir sekilde diisiirdigli, p53 null olan H1299 hiicrelerinde bu
koruyucu etkinin goriilmedigi belirlenmistir. Her iki hiicre hattinda da hiicre dongiisii
kontrol noktalarinda yakalanan hiicre oranlar1 yalnizca genistein uygulanan
hiicrelerinkiyle ayn1 seviyede kalmistir [Tokalov et al., 2010]. Bu durum genisteinin
tiibilin polimerizasyonunu engelleme aktivitesinin p53'le baglantili olabilecegini
gostermektedir.

NSCLC hiicre hatlariyla yapilan ¢aligmada 10 pM genistein uygulamasinin
A549 hiicrelerinde trikostatin-A tarafindan uyarilan apoptozu arttirirken, normal
akciger fibroblast hiicrelerine zarar vermedigi belirlenmistir [Schabath et al., 2005].
TSA histon deasetilaz inhibtoriidiir. TSA ve 10 uM genisteinin A549 hiicrelerinde
beraber kullanimi1  apoptotik  yolagin  kontroliinii  saglayan 7TNFR-IR'nin
ifadelenmesini 6 saat sonunda %37 oraninda arttirmaktadir [Baud and Karin, 2001;
Changhui et al., 2009]. TSA ile birlikte 10 uM genistein kullanimi apoptoz
miktarinda artisa neden olmaktadir [Wu et al., 2012].

NF-kB oksidatif stres kosullarinda gorev alan transkripsiyon faktoriidiir ve
inflamasyon sitokinlerinin ifadelenmesinde rol alir [Haase ef al., 2003; Linard ef al.,
2004]. Multifonksiyonel bir protein olan Apel/Ref-1, NF-kB'nin redoks aktivatorii
olarak gorev yapmaktadir. Apel/Ref-1 inhibisyonu NF-kB'nin DNA baglanma
ilgisini azaltirken, Apel/Ref-1 asir1 ifadelenmesi NF-kB aktivasyonuyla baglantilidir
[Ando et al., 2008; Raffoul et al., 2007]. A549 hiicreleriyle yapilan caligmalarda
genisteinin Apel/Ref-1 ifadelenme miktarini azaltma yoluyla NF-xB aktivitesinde
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azalmaya sebep oldugu ve bdylece radyasyon tedavisi sonucu gelisen pnomoniyi
engelledigi belirlenmistir [Zhou and Mi, 2005]. Akciger dokusuna radyasyon
uygulanan farelerde tiimor nodiillerinin kiiciildiigii, bagisiklik hiicrelerinin timor
bolgesinde artis gosterdigi, kanser hiicrelerinde ¢ok sayida kiiciik vakuol olustugu
gorlilmiistiir. Radyasyonla beraber soya 0ziitii verilen farelerin cogunda gozlenebilen
bir tiimor nodiilii bulunmamaktadir, varolan az sayida nodiilde de biiyiik vakuoller
iceren zarar gormiis kanser hiicreleri yer almaktadir. A549 hiicrelerine soya Oziitii
uygulanmasi sonucu anormal derecede biiylik ve ¢ok cerkirdekli tiimor hiicreleri
olusmus, timor nodiilleri igerisine sizan bagisiklik sistemi hiicrelerinde belirgin artig
gozlenmistir [Hillman ef al., 2011]. A549 hiicrelerinde radyasyon uygulamasindan
sonra hiicre i¢ci ROS seviyeleri hizlica artarken, genistein uygulamasi artan ROS
seviyelerinin hizlica diigmesini saglamistir. Radyasyon uygulamasindan 24 saat 6nce
genistein verilen hiicrelerle 3 giin sonunda yapilan western blot analizi Apel/Ref-1
seviyelerinin radyasyon verilen hiicreden diisiik olmasinin yaninda normal hiicrelerin
Ape/Ref-1 seviyelerinden de diisikk oldugunu gostermistir. A549 hiicrelerinde
radyasyon uygulamasi sonucu NF-xB ifadelenmesinde artis gozlenmistir. Radyasyon
uygulamasindan 24 saat Once genistein uygulamasiyla bu hiicrelerdeki NF-kB

seviyesi en diisiik degerine ulasmistir [Liu et al., 2014].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal Maddeler

RPMI-1640 medium (Sigma R6504), RPMI-1640 medium (Sigma R8755),
Fetal Bovine Serum (FBS), %0.5 1X Trypsin-EDTA (fenol red icermeyen), % 0.25
I1X Trypsin-EDTA (Thermo Scientific), Penicillin-streptomycin (Gibco), 1X PBS
(Gibco). Genistein (G6649) Sigma'dan almmisti. DMSO kullanilarak 50 mM
genistein stok sollisyonlar1 hazirlanmus, tlipler aliiminyum folyoyla sarilarak -20 C'de
saklanmigtir. Rabbit polyclonal anti IGF-1Rf, mouse monoclonal anti-p53 antibody,
mouse polyclonal anti-factin antibody, anti-rabbit secondary IgG-HRP antibody,
anti-mouse secondary IgG-HRP antibody (SantaCruz). TurboFect transfection
reagent (Fermentas), XtremeGENE siRNA transfection reagent (04476093001,
Roche), Dual-Luciferase reporter assay system (E1910, Invitrogen), GeneJet RNA
isolation kit (Thermo Scientific), Maxima H minus First Strand cDNA synthesis kit
(Thermo Scientific), BCA protein assay kit (Thermo Scientific), Maxima SYBR
Green qPCR Master Mix (Fermantas), p53 siRNA, Control siRNA (FITC
Conjugate), DMSO (Sigma-Aldrich, D5879), ECL plus (Pierce), Ethidium bromide,
charcoal (Sigma, C6241), agarose (Sigma, A9539), non fat dry milk, PMSF
(Applichem, A0999), aprotinin (Applichem, A2132), leupeptin (Sigma, 1L2023),
pepstatin A (Applichem, A2205), Akrilamit/bisakrilamit (Biorad), PVDF transfer

membrane (Pierce), Blue prestained molecular weight marker (Thermo Scientific).
3.1.2. Cihaz ve Diger Malzemeler
CO, inkiibatorii, Laminar kabin, Isik mikroskobu (Nikon TMS), Floresans

mikroskobu (Nikon, Eclipse Ti-S), plate reader (Thermo, Varioskan Flash), dikey

elektroforez ve transfer sistemi (BioRad Mini Protean), sogutmali santrifiij
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(Beckman Coulter 22R), mikrosantrifiij (Beckman Coulter, Microfugel6), santrifiij
(Beckman Coulter, Allegra X-22), inkiibator (BioSan, ES-20), RT-PCR (Roche,
LC48011), jel gorintiileme sistemi (BioRad, ChemiDoc XRS+), sivi azot tanki
(Arpege 140), -80°C dondurucu, 1sitict blok (VWR), manyetik karistiric1 (Heidolph),
su banyosu, hassas terazi (Precisa) otoklav (Hirayama, HVE-50), pH metre (Mettler
Toledo) cam malzemeler (Isolab). LightCycler 480 Multiwell 384 kuyulu beyaz
plateler (04729749001) Roche'dan temin edilmistir. F96 Micro 96 kuyulu beyaz
plateler (NC-136101) Nunc iirlinlidiir. Microsantrifiij ve PCR tiipleri Axygen'den
satin alinmigstir. 6, 12, 96 kuyulu plateler TPP {irtintidiir. 100 mm x 20 mm boyutlu,

hiicre kiiltiirii petrileri BD Biosciences iirtiniidiir.

3.1.3 Hiicre Hatlan

NSCLC hiicre hatlart A549 ve H1299, Dog. Dr. Asuman D. Zergeroglu (GTU)
tarafindan hediye edilmistir. IGF-1R regiilasyonunda p53'in roliiniin belirlenebilmesi
icin yabanil tip p53 tastyan A549 hiicreleri kullanilmistir. H1299 hiicrelerinde ise
p33 delesyon oldugundan bu hiicreler dis kontrol olarak kullanilmistir. A549
hiicreleri mutant KRAS genotipine, H1299 hiicreleri NRAS mutant genotipe sahiptir.
Her iki hiicre hattinda da IGF-IR asin ifadelenmektedir. A549 hiicreleri ek olarak
CDKN24 delesyonu tasidigindan bu hiicrelerde p14 ve p16 proteinleri tiretilmez.

3.1.4. Kullanilan Soliisyonlar

Hiicre Dondurma Soliisyonu: A549 ve H1299 hiicrelerini sivi azot ve -80°C
dondurucuda saklayabilmek i¢in; FBS icerisine %5 (v/v) olacak sekilde DMSO
eklenerek -20°C'de saklanmustir.

10X SDS Yiiriitme Tamponu: 30.3 g Tris base, 144.1 g glisin ve 10 g SDS
toplam hacim 1L olacak sekilde dH,O igerisinde ¢oziilmiistiir. Kullanilmadan 6nce
dH,O ile 1:10 oraninda seyreltilmistir.

10X Transfer Tamponu: 28.1 g Tris base, 131 g glisin toplam hacim 1L olacak
sekilde dH,O igerisinde ¢Oziilmiistiir.
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1X Transfer Tamponu: %10 10X transfer tamponu, %20 metanol ve %70 dH,O
olacak sekilde seyreltilerek hazirlanmistir. 1L 1X transfer tamponu hazirlamak i¢in;
100 ml 10X transfer tamponu + 200 ml methanol + 700 ml dH,O kullanilmistir.

4X SDS Yiikleme Tamponu: 2.4 ml Tris-HCI1 (1M, pH 6.8), 0.8 g SDS, 4 ml
gliserol (%100), %0.01 (w/v) bromophenol blue, 1 ml B-mercaptoethanol, 2.8 ml
dH,O eklenerek homojen hale gelene kadar karistirilmis ve aliiminyum folyoyla
sarilarak -20°C'de saklanmustir.

10X TBS: 0.2 M Tris (pH 7.5) ve 1.5 M NaCl final konsantrasyonlar1 olacak
sekilde dH,O eklenerek son hacim 1L ye tamamlanmustir.

1X TBS-T: 10X TBS tamponu 1:10 oraninda seyreltilerek 1X TBS
hazirlanmistir. 1X TBS igerisine %0.1 (v/v) olacak sekilde Tween 20 eklenmistir.

Membran Bloklama Soliisyonu: Hacmen %35 olacak sekilde yagsiz kuru siit
tozu 1X TBS-T i¢erisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

Tris-HCI Cozeltileri: SDS-Poliakrilamid jel hazirlanirken kullanilmak tizere iki
farkli  Tris-HCl  ¢6zeltisi  hazirlanmistir.  Belirlenen bir  hacimde  final
konsantrasyonlar1 1.5 M ve 0.5 M olacak sekilde Tris tartilarak bir miktar dH,O ile
cozlilmigtiir. 12.2 M HCI kullanilarak 1.5 M'lik Tris'in pH degeri 8.8'e, 0.5 M'lik
Tris'in pH degeri 6.8'e ayarlanmistir. Cozeltiler dH,O kullanilarak son hacmine
tamamlanmuistir.

Hiicre Liziz Tamponu: Kullanilacak hacimde final konsantrasyonlar1 50 mM
HEPES, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, %10 gliserol, %1 Triton-X 100 olacak sekilde
kimyasallar dH,O igerisinde ¢oziiliir. Kullanimdan hemen 6nce 10 pg/ml Aprotinin, 5
ug/ml Leupeptin, 1 nM Pepstatin , | mM PMSF olacak sekilde proteaz inhibitorleri

eklenmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiiru

Genisteinin IGF-1R regiilasyonunda aldig1 roliin anlasilabilmesi i¢in NSCLC
hiicreleri A549 ve H1299 kullanilmistir. Her iki hiicre hatti da RPMI-1640, %10
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FBS, %] penisilin/streptomisin, %1 sodyum piriivat, 4.5 g/L glukoz, 1.5 g/L sodyum
bikarbonat, 25 mM HEPES igeren besiyerlerinde, %5 CO, ve 37°C ortam
kosullarinda biiytitiilmiistiir.

Hiicrelere genistein uygulamasi yapilirken stok soliisyonlar1 besiyeri
kullanilarak 10° kat seyreltilmistir. Genistein Orneklerindeki final DMSO
konsantrasyonu %0.1'e diistiiglinden kontrol hiicrelerine de %0.1 DMSO
uygulanmistir.

Genisteinin IGF-1R {izerindeki etkisinin Ostrojenin kimyasal yapisina olan
benzerliginden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Hiicreler iizerinde sadece genistein
kaynakli etkinin goriilebilmesi i¢in besiyeri ortamindan Ostrojen ve benzeri
hormonlarin  etkisini  gdsterebilecek  biitiin  kimyasallarin  uzaklastirilmasi
amaclanmistir. Bu amagla dstrojene benzeyen etki gosterdigi bilindigi i¢in fenol red
icermeyen RPMI kullanilarak besiyerleri hazirlanmistir. Ayn1 zamanda deneyler
sirasinda kullanilan tripsinde de fenol red bulunmamaktadir. FBS icerisindeki
hormon igerigini uzaklastirmak i¢in de charcoal uygulamasi yapilmistir. 50 ml FBS
icin 1 g charcoal kullanilarak, soguk odada (+4°C) gece boyu 160 rpm de
calkalanmig, daha sonra 2000 rpm de 40 dk santrifiij edilmistir. Santriflij sonucu {ist
kistmdaki FBS dikkatli bir sekilde alinmis ve kullanilarak antibiyotik igceren ve
icermeyen fenol redsiz iki farkli besiyeri hazirlanmistir. Antibiyotik igermeyen

besiyeri siRNA transfeksiyonu sirasinda kullanilmigtir.

3.2.1.1. Hiicre Ekimi

A549 ve H1299 hiicre hatlarinin ekimi sirasinda ATCC'de (American Type
Culture Collection) yer alan protokol uygulanmistir. Besiyeri 20 dk 37°C'de su
banyosunda bekletilerek hiicre ekimine uygun pH (7.2-7.4) ve 1siya gelmesi
saglanmistir. Stoktan alinan hiicreler hizli bir sekilde 37°C'de su banyosuna
konulmus yaklasik 1 dk bekletilerek erimesi saglanmistir. Hiicreler dondurulurken
kullanilan DMSO'yu ortamdan uzaklastirmak amaciyla tiip igerisindeki siispansiyon
bir miktar besiyerine aktarildiktan sonra 1200 rpm'de 5 dk santrifiij edilmis ve

stipernatant ¢ekilmistir. Pelet besiyerinde ¢oziilerek 3 adet 25 cm?lik flaska esit
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olarak paylastirllmistir. Hiicrelerin yilizeye dagilimi kontrol edildikten sonra

inkiibatore konularak pasajlanana kadar 37°C'de inkiibe edilmistir.

3.2.1.2. Alt Kiiltiirleme

A549 ve H1299 hiicreleri 4 gilinde bir olacak sekilde pasajlanmistir. Hiicre
ekimi ve pasajlanmasi arasinda besiyeri degistirilmemistir. Hiicreler PBS ile
yikandiktan sonra 1X Tripsin-EDTA kullanilarak kalkmasi beklenmis, iizerlerine 1:5
oraninda besiyeri eklenerek tripsinin etkinligi azaltilmistir. 1200 rpm'de 5 dk
santrifiij edildikten sonra peletler taze besiyerinde ¢oziilmiis ve A549 hiicreleri 1:3

oraninda, H1299 hiicreleri 1:4 oraninda boliinerek 75 cm?'lik flasklara ekilmistir.

2.2.1.3. Hiicre Stoklama

Hiicreler, pasajlamadaki protokole uygun olarak kaldirildiktan sonra elde
edilen pelet lizerine her 1 ml'ye 1x10° hiicre denk gelecek sekilde dondurma
soliisyonu eklenerek siispanse edilmistir. Sollisyon Onceden etiketlenmis kriyo
tiiplere esit bir sekilde paylastirilmis ve tiipler hizli bir sekilde buza alinmistir. Daha
sonra -80°C sogutucuya ya da -196°C sivi azot tankina kaldirilarak uzun dénem

saklanmas1 amaglanmustir.

3.2.2. Hiicre Transfeksiyonu

3.2.2.1. siRNA Transfeksiyonu

p53'tin IGF-1R'min genisteinle olan regiilasyonunda rol alip almadigini
anlamak icin yabanil tip p53 tasiyan A549 hiicrelerine p53 siRNA's1 aktarilmasi
amaclanmistir. Hiicre ekimi gergeklestirildikten 20-22 saat sonra ortamin besiyeri
antibiyotik ve fenol red icermeyen ve CT-FBS kullanilarak hazirlanmis besiyeriyle
degistirilmistir. siRNA transfeksiyonu gerceklestirilmeden 6nce hiicrelerin %55-70

yogunlugunda ve diizgiin dagilmis olmalarina dikkat edilmistir. Transfeksiyon mix
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hazirlanmadan once, transfeksiyon besiyeri, XtremeGene siRNA transfeksiyon ajani
ve kullanilacak siRNA'lar oda sicakligina getirilmistir. Karigimlar hazirlanirken
transfeksiyon besiyerinin i¢ine sirasiyla siRNA ve transfeksiyon ajani eklenerek oda
sicakliginda 30 dk inkiibe edilmistir. Hazirlanan mixler hiicrelere besiyeri yiizeyinin
hemen altindan eklenmis ve 37°C'de 18-20 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
sonunda besiyeri fenol red icermeyen, antibiyotik ve CT-FBS kullanilarak
hazirlanmig besiyeriyle degistirilmistir. 2-3 saat inkiibasyondan sonra genistein
iceren besiyerleriyle degistirilerek 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyonun sonunda
kontrol siRNA's1yla transfekte edilen hiicrelerin floresans mikroskobuyla goriintiileri

alimmustir.

3.2.2.2. Plazmid Transfeksiyonu

Genisteinin /GF-1R promotoriine olan transkripsiyon diizeyindeki etkisini
belirlemek i¢in pGL3 lusiferaz raportor vektorleri kullanilmistir. Kullanilan vektorler
farkli promotor bolgelerini igermektedir; sigan full-length (-476/+641 - RF), si¢an 5'
flanking (-476/+41 - 5F), sigan 5'UTR (-41/+641 - 5U), insan full-length (-548/+570
- HF). Bos vektér pGL3 negatif kontrol olarak kullanilirken, pRLTK vektori
kalibrator olarak kullanilmistur.

Plazmit transfeksiyonu igin 96 well platelere her kuyuya 1x10* hiicre diisecek
sekilde 0.1 ml fenol red igermeyen, antibiyotik ve CT-FBS kullanilarak hazirlanmig
besiyeri kullanilarak ekilmistir. Hiicreler yaklasik %70 yogunluga ulastiklarinda
besiyerleri antibiyotiksiz besiyeriyle degistirilmistir. Transfeksiyon besiyerine
sirastyla plazmid ve TurboFect transfeksiyon ajani eklenerek transfeksiyon
karigimlart hazirlanmig ve 30 dk inkiibe edilmistir. Hazirlanan karigimlar besiyeri
ylizeyinin hemen altindan verildikten sonra hiicreler 37°C'de 18-20 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun sonunda besiyeri, fenol red igermeyen, antibiyotikli ve CT-
FBS kullanilarak hazirlanmis besiyeriyle degistirilmistir. 2-3 saat inkiibasyondan
sonra genistein iceren besiyerleriyle degistirilerek 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun sonunda plazmitlerle transfekte edilen hiicrelerin  floresans

mikroskobuyla goriintiileri alinmistir.
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3.2.3. Total RNA izolasyonu

Hiicrelerde gergeklestirilen transfeksiyon ve genistein uygulamalarinin
sonucunda /GF-IR, EGFR ve p53 mRNA seviyelerindeki degisimlerin RT-qPCR
yapilarak incelenebilmesi i¢in total RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Genistein
uygulamasindan 24 saat sonra hiicrelerden besiyeri uzaklastirilmig, 1X PBS ile
yikanmig ve fenol red icermeyen 1X Tripsin eklenerek hiicrelerin kalkmasi
saglanmistir. Tripsinin etkisini azaltmak amaciyla 1:5 oraninda besiyeri eklenmis ve
hiicreler 1500 rpm de 5 dk santrifiij edilerek ¢oktliriilmiistiir. Pelet {izerine 600 ul
liziz tamponu eklenerek vortekslenmis ve hiicrelerin parcalanmasi saglanmistir. Total
RNA, GenelJet RNA izolasyon kiti (Thermo Scientific) protokoliine uygun olarak
saflagtirilmis ve -80°C'de saklanmistir. Total RNA'nin konsantrasyon ve saflik

degerleri Nanodrop kullanilarak belirlenmistir.

3.2.4. cDNA Sentezi

cDNA sentezi 100 ng total RNA kullanilarak gergeklestirilmistir. Stok RNA'lar
konsantrasyon 20 ng/ul olacak sekilde seyreltilmis ve her reaksiyon i¢in 5 pl RNA
kullanilmistir. Hazirlanan her reaksiyon karigiminin igine sirasiyla RNA, 0.125 pl
random hexamer primer, 0.5 ul 10 mM dNTP mix, 11.875 ul niikleaz igermeyen su,
2 ul 5X RT buffer ve 0.5 pl Maxima H Minus Enzyme mix eklenmis ve karigim
yavagea karistirilmistir. 10 dk oda sicakliginda inkiibasyondan sonra 15 dk 50°C'de
inkiibe edilmistir. Reaksiyonu sonlandirmak icin 85°C'de 5 dk inkiibasyon

gerceklestirilmistir. cDNA'lar -20°C'de saklanmustir.

3.2.5. RT-qPCR

RT-gPCR reaksiyonlar1 Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Genistein uygulamast yapilan A549, A549+p53
siRNA ve H1299 hiicrelerinde /IGF-IR, EGFR, p53 genlerinin mRNA seviyeleri
belirlenmistir. Referans gen olarak B-Aktin (ACTP) ve gliseraldehid 3-fosfat
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dehidrogenaz (GAPDH) kullanilmistir. Her bir kuyu i¢in 5 pl SYBR Green (2X), 0.3
uM forward primer, 0.3 uM reverse primer icerecek sekilde her bir gen i¢in mixler
hazirlanmis ve her kuyuya 8 ul konulacak sekilde niikleaz igermeyen su eklenerek
son hacim tamamlanmistir. Karisimlar her kuyuya paylastirildiktan sonra 20 kat
seyreltilmis cDNA Orneklerinin her birinden 2 pl eklenerek son hacim 10 pl'ye
tamamlanmistir. Kontaminasyon kaynakli hatalarin  belirlenmesi i¢in cDNA
icermeyen negatif kontroller kullanilarak da PCR reaksiyonu gerceklestirilmistir. RT-
qPCR, LightCycler 480 kullanilarak gerceklestirilmistr. Elde edilen sonuglar AACr
metodu kullanilarak hesaplanmigtir. Aktin ve GAPDH degerleri kullanilarak
sonuglarin normalizasyonu gerceklestirilmis ve kontrol hiicre grubuna gore
degisimleri grafik olarak gosterilmistir. Degerlerin standart sapma degerleri ve

istatistiksel analizleri ANOVA yontemi ile degerlendirilmistir.
3.2.6. Protein Izolasyonu

24 saatlik genistein uygulamasi sonucunda hiicre gruplarinda IGF-1R ve p53
protein seviyelerindeki degisimin belirlenebilmesi i¢in protein izolasyonu
gerceklestirilmistir. Hiicreler besiyeri cekildikten sonra hizli bir sekilde iki defa
soguk 1X PBS kullanilarak yikanmig, 200 pl 1X PBS kullanilarak yiizeyden
kazinmistir. Hiicreler mikrosantrifiij tiiplerine aktarilarak 5000 rpm de 5 dk santrifiij
edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicreler 100 pl liziz
bufferda ¢oziilmiis, 15 kez enjektorden gegirildikten sonra 15 dk buz iistiinde
bekletilmistir. Hiicreler 4°C'de 14000 g'de 15 dk santrifiij edilmis, iistte kalan sivi
pelet dagitilmadan alinarak yeni tiipe aktarilmistir. BCA protein assay kullanilarak
orneklerdeki protein konsantrasyonlar1  belirlenmistir.  Proteinler -80°C'de

saklanmustir.
3.2.7. SDS-PAGE ve Western Blotting

IGF-1R ve p53 protein seviyelerinin belirlenebilmesi i¢in protein ornekleri

SDS-PAGE jeline yiiklenerek agirliklarina gore ayrilmalart saglanmig, daha sonra da
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Western blotlama yapilarak protein miktarlarindaki degisim belirlenmistir. Her
ornekten 15 pg protein icerecek miktarda alinmis ve son hacim Tris (pH:6.8)
kullanilarak 15 pl'ye tamamlanmustir. Ornekler iizerine 5 pl 4X yiikleme tamponu
eklenerek karistirilmis, denatiirasyonu saglamak icin 5 dk 95°C'de inkiibe edilmistir.
Buza alinan 6rnekler kuyulara yiliklenmis, seperating jele gecene kadar 90 V'de 20 dk
yliriitiilmiis, sonra akim 120 V'ye c¢ikarillarak 1,5 saat daha yiiriitilmiistiir. Jel
iizerindeki proteinlerin PVDF membrana aktarilmasit da 120 V akimda 1,5 saatte
gergeklestirilmistir. Membran 1X TBS-T igerisinde 2 dk bekletildikten sonra %5
yagsiz siit tozu iceren 1X TBS-T igerisine alinip 100 rpm'de 1 saat ¢alkalanarak
bloklama iglemi gergeklestirilmistir. Bloklama sonunda 5-10-5 dk siirelerle 1X TBS-
T ile yikama islemi yapilmistir. Blokloma soliisyonu igerisinde belirlenen oranda
seyreltilmis olan primer antikor membran iizerine eklenerek +4 C'de 160 rpm de 16-
18 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 1X TBS-T kullanilarak 5-10-5 dk
yikama gerceklestirilmis ve bloklama soliisyonu igerisinde belirlenen oranda
seyreltilmis sekonder antikor eklenerek +4 C'de 160 rpm'de 2 saat inkiibe edilmistir.
Sekonder antikor uygulamasmin ardindan 1X TBS-T ile 5-10-5 dk yikama
gergeklestirilmis ve membran {izerine ECL soliisyonu eklenerek karanlik ortamda 5
dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda ChemiDoc XRS+ cihazi kullanilarak
proteinlerin ve karsilastirma yapmak i¢in yiiklenen marker proteinin goriintiileri
alinmigtir. Alman goriintiiler ImagelLab programi kullanilarak incelenmis ve
proteinlerin kalitatif analizi gerceklestirilmistir. Referans proteini olarak [-aktin
kullanilmis ve diger proteinlerin bant yogunluklar1 B-aktin bant yogunluklarina

boliinerek normalizasyon gergeklestirilmistir.

3.2.8. Dual Lusiferaz Raportor Testi

Hiicrelerde genistein uygulamasinin /GF-/R promotoriiniin regiilasyonundaki
roliinii belirlemek icin hiicrelere farkli promotdr bolgeleri iceren plazmit aktarimi
gergeklestirilmistir.  Yapilan deneylerde 40:1 pGL3-pRLTK oran1 kullanilmistir.
Kontrol olarak da herhangi bir vektér icermeyen pGL3 basic kullanilarak

transfeksiyon gerceklestirilmistir. Transfeksiyon sonrasi 24 saat genistein uygulanmis
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hiicreler besiyerleri ¢ekildikten sonra 1X PBS ile yikanmis ve her kuyuya 20 pl 1X
Passive Lysis Buffer eklenmistir. 15 dk 80 rpm de inkiibe edildikten sonra hiicreler
kuyulardan c¢ekilerek F96 Micro 96 well beyaz platelere aktarilmistir. Lusiferaz
enzim aktivite dl¢limleri Varioskan Flash Multimode okuyucuda ger¢eklestirilmistir.
Her kuyuya 100 pul LARII eklenerek pGL3 kaynakli firefly lusiferaz aktivitesi
Ol¢iilmiis, ardindan 100 pl Stop&Glo eklenerek firefly kaynakli lusiferaz aktivitesi
durdurulmus ve pRLTK kaynakli renilla lusiferaz aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Her bir
enzim aktivitesinin Olciilme periyodu 5 saniyedir. Transfeksiyon etkinligindeki
farkliliklardan kaynaklanacak hatali hesaplamalar1 engellemek i¢in her kuyudan elde
edilen lusiferaz aktivasyon degerleri ayn1 kuyudaki bazal protein seviyesini gdsteren

renilla aktivasyon degerine boliinerek sonuglar normalize edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. siRNA Transfeksiyonu

IGF-IR'nin genisteinin farkli dozlariyla regiilasyonunda p53'in roliiniin
belirlenmesi i¢in yabanil tip p53 igeren A549 hiicrelerinde siRNA transfeksiyonu
gergeklestirilmistir (AGSO0). p5S3 baskilanmasmi etkin bir sekilde gorebilmek igin
farkli siRNA : transfeksiyon ajani oranlar1 kullanilarak (1:10, 1:6, 1:5, 1:2) hiicreler
transfekte edilmistir. Transfeksiyonun etkisi protein ve mRNA seviyelerinde
belirlenmistir (Sekil 4.1).

1:10 oraniyla siRNA transfeksiyonu yapildiginda p53 protein seviyelerinde
azalma gozlenmezken, 1:6, 1:5 ve 1:2 oranlarinda transfeksiyon yapildiginda kontrol
hiicrelerinde p53 protein miktarlarinda azalma belirlenmistir. 1:6 ve 1:5 oranlarinda
transfeksiyon yapildiginda protein miktarlarinda sirasiyla %25 ve %30 azalma
gerceklesmistir. Iki uygulama arasindaki fark istatiksel olarak anlamli degildir.

1:2 oraninda transfeksiyon yapilirken, kullanilan transfeksiyon ajan1 miktarinin
da transfeksiyona olan etkisini anlamak i¢in iki farkli transfeksiyon karigimi
hazirlanmistir. 1:2 orani sabit tutulmak kaydiyla kullanilan transfeksiyon ajani
miktar1 yariya diistiriilmistiir (1:2-2X ve 1:2-X). p53 protein seviyelerinde azalma
sirastyla %56 ve %43 olarak belirlenmistir. Iki uygulama arasinda anlamli farklilik
vardir.

siRNA transfeksiyonunun mRNA seviyelerine olan etkisini belirlemek i¢in
ayn1 oranlarla transfeksiyon gerceklestirilen Orneklerden sentezlenen cDNA'lar
kullanilarak RT-qPCR yapilmustir. 1:10 oraninda transfeksiyon yapildiginda protein
seviyeleriyle uyumlu olarak mRNA seviyelerinde de herhangi bir degisiklik
gbézlenmemistir. 1:6 oraninda transfeksiyon yapilan hiicrelerde p53 mRNA
seviyelerinde kontrole gore yaklasik %20 azalma goriilmistiir. 1:5, 1:2-X ve 1:2-2X
oranlar1 icin mRNA seviyelerindeki baskilanma oranlar1 sirasiyla %90, %89 ve %90
olarak belirlenmistir. Yapilan deneylerde mRNA seviyelerindeki diisiisiin ayn1 olmasi
ve sitotoksisitenin diisiik olmasi sebebiyle 1:5 orami kullanilarak transfeksiyon

gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.1. Farkli siRNA: transfeksiyon ajani oranlarinin p53 protein ve mRNA
seviyeleri lizerindeki etkisi (AGSO0; 1:5, AG0-X, AG0-2X; 1:2).

1:5 oraninda siRNA transfeksiyonuyla p53 seviyeleri azaltilan hiicrelerle
kontrol hiicreleri arasinda 24 saat sonunda biiyiikliik ve say1 bakimindan herhangi bir

farklilik gozlenmemistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. A) Kontrol A549 hiicreleri (AGO0) ve B) p53 siRNA transfeksiyonu
(1:5) yapilan hiicrelerin (AGSO0) karsilastiriimasi (20X).

4.2. Genisteinin IGF-1R  proteinini doza  bagh
regiilasyonunda p53 etkisinin incelenmesi

A549 ve H1299 hiicreleri /GF-IR asir1 ifadelenen hiicrelerdir. Literatiirde bu
hiicre hatlarinda genistein uygulamasi sonucu IGF-1R regiilasyonunu inceleyen bir
yayimn bulunmamaktadir. Yapilan deneylerde A549 ve HI1299 hiicrelerinde
genisteinle IGF-1R regiilasyonu incelenmis ve bu regiilasyonda p53'in roli
anlasilmaya calisilmistir. A549 hiicrelerinde p53 miktarinin siRNA transfeksiyonuyla
azalmasi saglanmis ve IGF-1R miktarlar1 kontrol grubuyla karsilagtirilarak p53'in
regiilasyondaki roliinlin belirlenmesi amaglanmistir. H1299 hiicreleri ise p53
icermediginden IGF-1R'nin sadece genisteine bagli regiilasyonunu anlamak ig¢in
kontrol grubu olarak kullanilmistir.

Hiicrelerin normal p53 seviyelerini ve kullanilan genistein dozuna bagh
degisimlerini belirlemek i¢in genistein uygulamasindan 24 saat sonra protein
izolasyonu gergeklestirilmistir. 1 uM genistein uygulamasiyla A549 hiicrelerinde
(AGI) p53 protein seviyesi %50 artarken, 100 uM genistein uygulamasinda
(AG100) kontrole gore 6 kat artis belirlenmistir.

Hiicrelerde siRNA transfeksiyonu sonucu p53 protein seviyelerinin azaldigini
gostermek amaciyla transfekte edilen hiicrelerde de western blotting yontemiyle p53

protein seviyeleri incelenmistir. Kontrol DMSO (AGS0) ve 1 uM genistein
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uygulanan hiicrelerde (AGS1) p53 protein seviyeleri %30 oraninda azalmistir. 100
uM genistein uygulanan hiicrelerde (AGS100) ise p53 seviyesi kontrole gore 2 kat
artmistir. 100 uM genistein uygulanan kontrol hiicrelerinde 6 kat artis varken,
transfekte edilen hiicrelerde 2 kat artig goriilmesi siRNA transfeksiyonunun bu
hiicrelerde de gerceklestigini gdstermektedir. Ancak genistein p53 protein
stabilizasyonunu sagladigi i¢in protein miktarlar1 kontrole gore yiiksek seviyede

goriilmektedir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. A) A549 hiicrelerine genistein uygulanmasi sonucu p53 protein
miktarindaki degisiklik. B) A549 ve A549+p53 siRNA hiicrelerinin farkli genistein
dozlarinda p53 miktarlarint gosteren poliakrilamid jel goriintiileri.

Genistein uygulamasina bagli olarak p53 miktarinda gerceklesen artisin p-p53
oranlarina olan etkisini belirlemek i¢cin western blot yapilarak p-p53 miktarlar
Ol¢iilmiistiir. A549 hiicrelerinde CDKN2A4 geninde delesyon olmast pl4 proteinin
iiretimini engellemektedir. P14 proteini Mdm?2 miktarin1 kontrol altinda tutarak p53
fosforilasyonunun ger¢eklesmesini saglamaktadir. A549 hiicrelerinde p14 olmamasi
p-p53 seviyelerinin ¢ok diisiik olmasmna neden olmaktadir. Yapilan deneylerde
genistein uygulamasina bagli olarak p53 seviyesinde goriilen artisin da p-p53
miktarinda artisa yol actig1 belirlenmistir. AG100 hiicrelerinde %50'lik, AGS100
hiicrelerinde ise %95'lik artig gerceklesmistir. Artis goriillmesine ragmen hiicrelerin p-

p53 miktarin ¢ok diisiik oldugu poliakrilamid jelden alinan goriintiilerde de
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belirlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. A549 ve A549+p53 siRNA hiicrelerinin farkli genistein dozlarinda p-
p53 miktarlarin1 gosteren A) protein miktarlarindaki degisiklik grafigi, B)
poliakrilamid jel goriintiileri.

A549 ve HI299 hiicrelerinde IGF-1R protein seviyesinin genistein
uygulamasina bagli olarak degisim seviyeleri incelenmistir. A549 hiicrelerinde
genistein dozuna bagli olarak IGF-1R protein seviyelerinde artis goriilmektedir. 1
pM genistein kullamildiginda %70 artis, 100 pM genistein kullanildiginda ise
%110'luk bir artis belirlenmistir. Hiicreler p53 siRNAsi1 kullanilarak transfekte
edildiginde ise kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda %65'lik  bir  artig
gorlilmektedir. 1 uM genistein uygulamasinda, transfekte edilmeyen hiicrelere gore
IGF-1R protein miktarinda %20'lik bir azalma goriilmektedir. 100 uM genistein
uygulanan hiicrelerde ise 24 saatin sonunda kontrol hiicrelerine goére protein
miktarinda bir degisiklik gozlenmemistir.

H1299 hiicrelerinde ise IGF-1R miktar1 1 uM genistein uygulandiginda (HG1)
kontrole (HGO) gore %30 azalma gosterirken, 100 pM genistein uygulandiginda
(HG100) baskilanma oran1 %60'a yiikselmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. A)A549 ve H1299 hiicrelerine genistein uygulanmasi sonucu IGF-1R
protein miktarindaki degisiklik. B) A549 ve H1299 hiicrelerinde farkli genistein
dozlarinda IGF-1R miktarlarin1 gosteren poliakrilamid jel gortintiileri.

Genistein uygulamasinin  EGFR protein miktarlar1 {izerindeki etkisini
belirlemek i¢in farkli dozlarda genistein uygulanan A549, A549+p53 siRNA ve
H1299 hiicrelerinden protein izole edilerek western blot gerceklestirilmistir. SIRNA
transfeksiyonu gergeklestirilen AGSO ve AGS1 hiicrelerinde kendi kontrollerine
oranla sirasiyla %110 ve %80 artis goriilmiistiir. 100 pM genistein uygulanan
hiicrelerde artis ¢ok daha diislik seviyelerde gerceklesmektedir. A549 hiicrelerinde
artis %40 miktarinda gerceklesirken, A549+p53 siRNA hiicrelerinde kontrole gore
%70 artig belirlenmistir (Sekil 4.6). Bu durum genistein uygulamasmin EGFR
protein miktarini arttiran yonde etki gosterdigini, p53 inhibisyonunun da bu duruma
pozitif katkis1 oldugunu gostermektedir. P53 miktarinda daha fazla artigin goriildiigii
AG100 hiicrelerinde EGFR miktarindaki artigin en diisiik seviyede olmasi da bu

durumu destekler niteliktedir.

64



2,5 m EGFR/ACT

1,5-

0,5

EEEEEEEE

EGFE — S I — — 180kD

Aktin . A — —. L — T _—— 43 kD

Sekil 4.6. A) A549, A549+p53 siRNA ve H1299 hiicrelerinde genistein
uygulamasina bagli EGFR protein miktarlarindaki degisiklik, B) A549, A549+p53
siRNA ve H1299 hiicrelerinde EGFR protein miktarlarini gésteren poliakrilamid jel
goriintiileri.

0 uM, 1 uM ve 100 uM genistein uygulanan hiicreler (AG0, AG1, AG100) 24
saat sonra kontrol edildiginde hiicrelerin well yiizeyinin tamamii kapladigi
gorliilmektedir (Sekil 4.7). Hiicre sekilleri incelendiginde 100 puM genistein
uygulanan hiicrelerin ylizey kaplamalarinin asil nedeninin hiicre boliinmesi degil
hiicrelerin hacmindeki artis oldugu belirlenmistir. Genisteinin yiiksek dozlarda
tiibilin polimerizasyonunu bozdugu bilinmektedir [Mukherjee et al., 2010]. siRNA
transfeksiyonu yapilan hiicreler (AGS0, AGS1, AGS100) incelendiginde AGSO ve
AGSI] hiicrelerinde saglanan p53 protein seviyesindeki azalmanin hiicre say1 ve
biiyiikliigii a¢isindan bir farkliliga neden olmadigi goriilmiistiir. Hem p53 siRNA's1
hem de 100 uM genistein uygulanan hiicrelerde; AG100 hiicrelerinin tam tersi profil
gozlenmektedir. Hiicre sayisinda yine bir artig goriilmemekle beraber, hiicreler
normale gore ¢ok kiiciik ve sagliksizdir. AG100 ve AGS100 petrilerinde hiicre
sayilar1 arasinda istatiksel bir fark yoktur. Her iki durumda da hiicrelerde
graniiliizasyon ve cekirdek belirginlesmesi gdzlemlemek miimkiindiir. Ozellikle

AGS100 petrilerinde normalden farkli boy ve sekillerde hiicreler goriilmektedir.
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Hiicreler bu agidan apoptotik hiicre oOzellikleri gdstermelerine ragmen deney
gergeklestirilen higbir hiicre toplulugunda 24 saat sonunda hiicre oOlimi
gozlenmemistir. SIRNA uygulamasi tek basma hiicrelere zarar vermemektedir.
AGI100 ve AGSI100 hiicrelerinin her ikisinde de p53 miktarinda artig goriilmesi
sekilsel farkliligin siRNA transfeksiyonu veya p53 miktarina baglanamayacagini
gostermistir. AG100'de goriilen apoptozdan kagis profilinin artan IGF-1R protein

miktariyla baglantisi olabilir.

A549 AS549 + p53 siRNA

Sekil 4.7. Farkli dozlarda genistein uygulanan A549 ve A549+p53 siRNA
hiicrelerinin gorsel olarak karsilastirilmasi (20X). A) 0 um, B) 1 uM ve C) 100 pM.
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Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonlarda genistein uygulanan H1299 hiicrelerinin
gorsel olarak karsilastirilmasi (20X) A) O um, B) 1 uM ve C) 100 uM.

Genistein uygulanan H1299 hiicrelerinde (HGO, HG1, HG100) 24 saatin
sonunda boyut ve sekil agisindan degisiklik goriillmemektedir (Sekil 4.8). H1299
hiicreleri daha yiiksek boliinme hizina sahip oldugundan HGO ve HG1 %100
yogunlugu gecmistir. HG100'de ise hiicre sayis1 kontrole gore az olmakla beraber
azalma %20 seviyesindedir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Farkli konsantrasyonlarda genistein uygulamasi sonucu A549,
A549+p53 siRNA ve H1299 hiicre sayilarinda yiizdesel degisim.
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4.3. Genisteinin IGF-IR ifadelenmesini doza bagh
regiilasyonunda p53 etkisinin incelenmesi

Genisteinin /GF-IR ifadelenmesi tizerindeki etkisinin anlasilmasi1 icin
hiicrelerden total RNA izolasyonu gerceklestirilmigtir. RNA  Orneklerinin
konsantrasyonlar1 6l¢iildiikten sonra 100 ng RNA kullanilarak cDNA sentezlenmis ve
RT-gPCR yontemiyle I/GF-IR, EGFR ve p53 mRNA seviyeleri belirlenmistir.
Sonuglart normalize etmek icin GAPDH mRNA seviyeleri kullanilmistir.

A549 hiicrelerinde p53 ifadelenmesinin siRNA transfeksiyonuna ve genistein
uygulamalarina bagli olarak degisimi Ol¢iilmiistiir. 1 uM genistein uygulamasiyla
p53 mRNA seviyesi kontrol hiicrelerine gore %45 oraninda artmaktadir. 100 pM
genistein uygulamasi1 ise p53 ifadelenmesinde kontrole gore %50 oraninda
baskilanmaya neden olmustur. siRNA transfeksiyonu yapilan hiicrelerin p53 mRNA
seviyelerine bakildiginda AGSO ve AGSI hiicrelerinde kontrole gore %80
baskilanma oldugu goriilmistiir. AGS100 hiicrelerinde baskilanma oran1 %70'e

diismektedir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. A549 ve A549+p53 siRNA hiicrelerinin p53 mRNA seviyeleri.

A549 hiicrelerine 24 saat genistein uygulanmasinin sonucunda [GF-IR

ifadelenmesindeki degisim incelenmistir.] uM genistein uygulanmasinda /GF-IR
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mRNA seviyelerinde degisiklik gozlenmezken, 100 uM genistein uygulandiginda
%25 azalma belirlenmistir. siRNA transfeksiyonu yapilan hiicrelerde IGF-IR
ifadelenme seviyeleri kontrol hiicrelerinde %70, genistein uygulanan hiicrelerde doza
bagli olmaksizin %50 oraninda baskilanmistir (Sekil 4.11).

24 saat siireyle genistein uygulanan A549 hiicrelerinde EGFR mRNA
seviyeleri Ol¢iildiigiinde 1 uM ve 100 uM genistein uygulanan hiicrelerde EGFR
ifadelenmesindeki baskilanma miktarlari sirasiyla %25 ve %35 oranindadir. AGSO
hiicrelerinde gen ifadelenmesi %40 oraninda baskilanmistir. AGS1 hiicrelerinde
baskilanma miktar1 kontrole gore %70, AGS100 hiicrelerinde %40 oraninda
gerceklesmistir. Bu durumda genisteinin baskilama etkisi oldugu ancak p53 siRNA

uygulamasinin genisteinden daha etkili oldugu sdylenebilir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.11. A549, A549+p53 siRNA ve H1299 hiicrelerinin /GF-/R mRNA
seviyeleri.

HI1299 hiicrelerinde IGF-IR ve EGFR mRNA seviyelerinin genistein
uygulamasina bagli degisimi incelendiginde /GF-IR ifadelenme seviyelerinin doza
bagli degiskenlik gosterdigi, EGFR mRNA miktarinin ise genistein kullanimina baglh
olarak baskilandig1 goriilmiistiir. 1 uM genistein kullanildiginda /GF-IR seviyesi
%35 oraninda azalirken, 100 uM genistein kullanildiginda %45 oraninda arttig1
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goriilmektedir (Sekil 4.11). EGFR ifadelenme degerleri kullanilan her iki dozda da
%380 oraninda baskilanmustir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. A549, A549+p53 siRNA ve H1299 hiicrelerinin EGFR mRNA

seviyeleri.

4.4. Genisteinin IGF-IR promotoruni doza bagh
regiilasyonunda p53 etkisinin incelenmesi

Genisteinin /GF-IR promotor aktivitesi tlizerindeki doza bagli etkisinin
anlasilabilmesi i¢in hiicreler farkli /GF-1R promotorii igeren plazmitler kullanilarak
transfekte edilmistir. Transfeksiyon icin sican /GF-IR full-length (RF, -476/+641),
sican /GF-IR 5'flanking (5'F, -476/+41), sican IGF-1R 5'UTR (5'UTR, +41/+641),
insan /GF-IR full-length (HF, -548/+570) promotor bolgelerini igeren plazmitler
kullanilmigtir. Elde edilen sonuglarin normalizasyonunu saglamak amaciyla kontrol

hiicreleri basic pGL3 plazmitiyle transfekte edilmistir.
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Sekil 4.13. IGF-1R promotoriiniin ifadelenme seviyelerininin kontroliinde rol
alan proteinler.

IGF-1R
L i i A i1,

A549 ve H1299 hiicreleri transfekte edildikten sonra farkli /GF-IR promotor
bolgelerinin bu hiicrelerdeki goreceli aktiviteleri belirlenmistir. Genistein uygulamasi
yapilmayan hiicrelerde sican full-length promotor aktivitesi kontrol olarak kabul
edilmis ve diger promotdr bolgelerinin aktiviteleri hesaplanmistir. A549 hiicrelerinde
insan full-length promotdriiniin si¢an full-length promotoriine gore %10 daha fazla
ifadelendigi, S'UTR promotoriinde bu artisin %55 seviyesinde oldugu goriilmiistiir.
S'flanking promotorii ise %40 daha az ifadelenmektedir. H1299 hiicrelerinde insan
full-length ve sican full-length promot6r bolgelerinin ifadelenme seviyeleri aynidir.
S'flanking promotoriiniin ifadelenmesi kontrole oranla %40 daha azdir. 5'UTR

promotdr bolgesi de kontrole gore %75 daha az ifadelenmektedir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. A549 ve H1299 hiicrelerinde /GF-1R promotdr etkinligi (RF; rat
full-length, 5F; 5' flanking, 5' UTR ve HF; human full-length).

Genistein uygulamasimin /GF-IR promotor ifadelenmesine olan etkisini
anlayabilmek icin hiicreler 24 saat boyunca 1 uM ve 100 pM genisteine maruz
birakilmiglardir. p53'iin genistein-IGF-1R arasindaki iligskide rolii olup olmadigimnin
anlasilmas1 icin, genisteinin etkisi her bir plazmit ve doz icin p53 siRNA
transfeksiyonu yapilan A549 hiicrelerinde de incelenmistir.

Iki farkli transfeksiyon ajani kullaniminin siRNA transfeksiyon etkinligini
azaltip azaltmadigini kontrol etmek amaciyla pGL3 basic plazmiti aktarilan hiicrelere
es zamanli olarak kontrol siRNA's1 da verilmis ve sadece kontrol siRNA ile
transfekte edilen hiicrelerden elde edilen mikroskop goriintiileriyle karsilagtirma
yapilmistir. Hiicreler sekil, boyut ve sayr bakimindan benzer ve saglikli
goriinmektedir. Iki farkli transfeksiyon ajani kullaniminin transfeksiyon etkinligi

tizerinde negatif bir etkisi goriilmemektedir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. A549 hiicrelerinde transfeksiyon etkinliginin karsilastirilmasi A)
A549+p53 siRNA, B) A549+p53 siRNA + pGL3 plazmit.

DLR testi yapilarak hem A549 hem de H1299 hiicrelerinde genistein dozuna
bagli /GF-1R promotdr etkinligi incelenmistir. Sigan full-length promotériinii iceren
plazmit verilen A549 hiicrelerinde [GF-IR seviyelerinin 1 pM genistein
kullanildiginda kontrole gore %90 oraninda arttig1, 100 uM genistein uygulamasinda
ise %50 azaldig1r goriilmistiir. p53 ifadelenmesi siRNA kullanilarak susturulan
hiicrelerin hepsinde /GF-IR promotor etkinligi kendi kontrollerine gore iki kat
artmaktadir. AGSO hiicrelerinde kontroliin iki kati degerde promotdr etkinligi
goriilmektedir. 1 uM genistein uygulanan AGS1 hiicrelerinde kontrole gore 3 kat
artis vardir. AGS100 hiicrelerinde promotdr aktivitesi kontrol hiicreleriyle ayni
seviyededir (Sekil 4.16). p53 negatif olan H1299 hiicrelerinde ise 1 uM genistein
kullanildiginda /GF-1R promotdr etkinliginde kontrole gore herhangi bir degisiklik
olmazken, 100 uM genistein kullanildiginda %70 azalma gozlenmistir (Sekil 4.17).
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Sican S'flanking promotoriinii igeren plazmitlerle transfekte edilen A549
hiicrelerinde 1 uM genistein uygulandiginda kontrole oranla %10'luk bir azalma
goriilmiistiir. 100 puM genistein  uygulandiginda baskilanma oran1  %g80'e
yiikselmektedir. p53 siRNA'siyla transfekte edilen ve genistein uygulanmayan
hiicrelerde IGF-1R miktar1 kontrole gore %35 azalmistir. 1 pM genistein
uygulandiginda kontrole oranla baskilanma %45, 100 uM genistein uygulandiginda
%85 seviyesindedir (Sekil 4.16). H1299 hiicrelerinde 5'flanking promotoriiniin
ifadelenme miktar1 6l¢iildiigiinde 1 uM genistein kullaniminin %30 baskilanmaya
neden oldugu, 100 uM genistein uygulamasinin ise baskilanma miktarini %95'e
cikardigi belirlenmistir (Sekil 4.17). Bu durumda 100 uM uygulamasinin 5'flanking

bolgesinde yiiksek oranda baskilanmaya yol actig1 sdylenebilir.
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Sekil 4.16.A549 ve A549+p53 siRNA hiicrelerinde farkli /GF-1R promotor
bolgeleri igeren plazmitlerin ifadelenme miktarlarinin genistein uygulamalarina bagh
olarak degisimi.

Sican 5'UTR promotdriinii iceren plazmitlerin aktarildigit A549 hiicrelerinde

promotdr etkinliginin doza bagl olarak azaldigir goriilmektedir. 1 pM genistein
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uygulamasiyla %20 baskilanma gergeklesirken 100 uM genistein uygulandiginda
baskilanma miktar1 %95'e ¢ikmustir. p53 siRNA's1 uygulanan hiicrelerde promotor
etkinligi %35 azalmigtir. 1 uM genistein uygulamasinda IGF-1R seviyesinin %20
arttig1 goriilmektedir. 100 pM genistein uygulamasinda ise elde edilen baskilanma
miktart %90'dir (Sekil 3.16). H1299 hiicrelerinde ise 1 uM genistein uygulamasiyla
5'UTR promotor etkinligi iki kat artarken, 100 uM genistein uygulamasinda kontrole
gore %85 oraninda baskilanmistir (Sekil 4.17). Bu sonuclar gz oniine alindiginda
p53 olmayan durumlarda 1 pM genistein kullannmmin 5' UTR bdlgesinin
ifadelenmesinde yliksek miktarda artisa sebep oldugu sdylenebilir.

Insan full-length /GF-1R promotorii kullanilarak transfekte edilen hiicrelerde 1
uM genistein uygulamasinda ifadelenme seviyesi %30 artarken, 100 pM genistein
uygulamasinda %90 baskilanma ger¢eklesmistir. p53 siRNA transfeksiyonu yapilan
hiicrelerde promotdr etkinligi kendi kontrollerine oranla yaklasik %50 artmaktadir.
AGSO hiicrelerinde IGF-1R miktar1 kontrole gore iki kat, 1 uM genistein uygulanan
hiicrelerde ise 2.5 kat artig gostermistir. 100 uM genistein kullanilan hiicrelerde ise
baskilanma miktar1 %80'dir (Sekil 4.16). H1299 hiicrelerinde insan full-length
promotdr aktivite seviyeleri 1 puM genistein uygulamasinda kontroliin 2 katina
cikmisti. 100uM genistein uygulamasinda ise baskilanma miktar1 %80 olarak
belirlenmistir (Sekil 4.17). 100 uM genistein A549 hiicrelerinde insan full-length
promotoriinii  baskilama acisindan sican full-length promotériine oranla daha
basarilidir. Ayn1 durum H1299 hiicerelerinde goriilmemektedir. H1299 hiicrelerinde
yiiksek dozda genistein kullanimi iki promotor bolgesinde benzer sonuglar1 vermistir.
Promotor ifadelenme seviyeleri incelendiginde 5' UTR ve insan full-length

promotdriiniin ayn1 profili verdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.17. H1299 hiicrelerinde farkli /GF-1R promotdr bolgeleri iceren

plazmitlerin ifadelenme miktarlarinin genistein uygulamalarina bagl olarak

degisimi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Literatiir incelendiginde A549 ve H1299 hiicre hatlar iizerinde farkli dozlarda
genistein kullanimiyla hiicre sag kalim oranlarim1 arastiran calismalar oldugu
goriilmektedir. Ancak /GF-IR ifadelenme seviyeleri yiiksek oldugu bilinen bu
hiicrelerde, genistein uygulamasiyla /GF-IR regiilasyonu {izerine bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Genisteinin yiiksek dozlarmin IGF-1R miktarinit hem protein hem
de mRNA diizeyinde azalttig1 daha 6nce prostat ve meme kanseri hiicre hatlariyla
yapilan caligmalarda gosterilmistir. Ayni etkinin NSCLC hiicre hatlarinda da
gosterilmesi hiicre sagkalim mekanizmasinda IGF-1R yolaginin etkinliginin daha iyi
anlasilmasinmi saglayacaktir. Yapilan deneylerde p53 ifadelenmesinin bu siirece olan
katkis1 incelenmistir.

Kullanilan her iki hiicre hatti da /GF-IR ve ER-f asir1 ifadelenen hiicrelerdir.
A549 hiicresi yabanil tip p53 igerirken, kontrol hiicresi olarak kullanilan H1299'da
p33 delesyonu vardir. Her iki hiicrede de yabanmil tip EGFR bulunmaktadir.
Hiicrelerin p-Src ve p-Shc seviyeleri normalden yiiksektir. Hiicrelerde bu duruma ek
olarak Ras mutasyonu belirlenmistir (A549 — KRAS, HI1299 — NRAS). A549
hiicrelerinde ayrica CDKN2A geninde de delesyon vardir.

CDKN2A geni pl6 ve pl4 proteinlerini kodlamaktadir. P16; cdk4 ve cdké6
ifadelenmesini baskilayarak Rb fosforilasyonunu engeller ve bu yolla G1/S arasi
gecisi durdurarak hiicre boliinmesinin oniine geger. p14 ise Mdm2'nin ifadelenmesini
baskilayarak p53'in fosforillenebilen serbest forma gegigini saglamaktadir. Mdm?2
p53'in  DNA baglanma bolgesine ve transaktivasyon bolgesine baglanarak
aktivasyonunu ve iglevini engeller. Ayrica ubikitinasyon yoluyla p53'in degrade
edilmesine de sebep olur. Normal kosullarda RAS miktarindaki artis, p14 iiretimini
uyardigindan, p53 fosforilasyon seviyelerinde artisi beraberinde getirir. A549
hiicrelerinde CDKN2A delesyonu bulundugundan pl4 dretimi gerceklesmez.
Hiicrede aktif olarak p53 iiretilmesine ragmen, Mdm?2 iiretimi siirekli oldugundan
p53 degredasyonu gergeklesir ve hiicrenin p-p53 seviyeleri hep bazal seviyede kalir.
Normal hiicrelerde p53 fosforlanmig formuyla denge durumunda bulunurken, pl4

olmayan durumlarda denge bozulur ve bu durum tek basina p53 mutasyonuyla ayni
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etkiye yol acar. p53 aktivasyonu yeterli miktarda gerceklesmediginden hiicre
dongiisii kontrolii yapilamaz.

Yapilan deneyler sirasinda ozellikle A549 hiicrelerinde 100 uM genistein
uygulamasina bagli olarak hiicre sekillerinde farklilik goriilmistiir. Genistein
uygulanmayan kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda 100 pM genistein uygulanan
hiicreler hacimsel olarak daha fazla yer kaplamaktadir. Hiicrelerin ekildigi yiizeyler
karsilagtirildiginda AGO ve AGI00 hiicrelerinin ikisinde de yiizeyin tamamen
kaplanmis olmas1 ve 6li hiicre bulunmamasi, 100 uM genistein verilen hiicrelerin
sayisal olarak az olmalarmma ragmen, kontrol hiicrelerine goére daha biiyilik
olduklarindan yiizeyi kaplayabildiklerini gdstermektedir. Bu durumun gercekligini
kontrol etmek icin farkli biiyiikliikte yiizeylerde ¢ogaltilmis olan hiicrelerin
gorilintiileri karsilagtirilarak sayisal farkliliklar belirlenmis ve sonuglar Tablo 4.1'de
istatiksel olarak incelenmistir.

1 puM genistein uygulamasiyla A549 hiicre sayisinin kontrole gore %20
oraninda daha fazla, 100 uM genistein uygulamasiyla ise %30 daha az oldugu
belirlenmigtir. Hiicre sayisindaki %30'luk fark hiicre Oliimiiniin degil, kontrol
hiicreleri 24 saatlik deney siirecinde bdliinmeye devam ederken 100 pM genistein
uygulanan hiicrelerde boliinmenin durmasinin sonucudur. Yapilan deneylerle siRNA
transfeksiyonu yapilan hiicrelerle kiyaslama yapilarak p53 inhibisyonunun hiicre
sayisinda etkili olup olmadigi belirlenmistir. Genistein uygulanmayan hiicrelerle
karsilastirildiginda hiicre sayilar1 arasinda farklilik goriilmemektedir (p=1.00).
Transfekte edilen hiicrelerde p53 protein seviyesi %30 azalmis olmasina ragmen
hiicre sayisinda farklilik goriilmemesi hiicre bdliinmesinin p53  seviyesinden
bagimsiz gergeklestigini gostermektedir. 1 uM genistein kullanimi da bu durumu
destekler niteliktedir. 1 pM genistein verilen hiicrelerde p53 seviyesinin %50
oraninda arttig1, transfekte edilen A549 hiicrelerinde ise %30 azaldig1 belirlenmistir.
Her iki hiicre tipinde de 1 uM genistein uygulamasi sonucu hiicre artis1 %20
oraninda gergeklesmistir. 100 uM genistein uygulanan ornekler arasinda ise hiicre
sayist acisindan %5'lik bir fark bulunmaktadir, ancak bu fark istatiksel olarak anlaml1
degildir (p=0.261). Hiicreler arasinda sayisal olarak bir fark bulunmamasina ragmen
sekil ve kapladiklar1 hacim acgisindan farklilik gosterirler. AG100 hiicreleri hacim
artis1 gosterirken, AGS100 hiicreleri ¢ok kiiciik ve sagliksizdir. ki hiicre tipinde de
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p53 miktar1 kontrole oranla ¢ok yiliksek seviyelerde bulunmaktadir. Transfekte edilen
hiicreleri normal A549 hiicrelerinden ayiran sey IGF-1R protein seviyeleridir. A549
hiicrelerinde 100 uM genistein uygulanmasi sonucu IGF-1R seviyeleri iki katina
cikarken, transfekte edilen hiicrelerde kontrolle ayni seviyede kalmistir. Ancak bu
durumun hiicre sekilleriyle baglantili oldugunu gosteren herhangi bir yayin
bulunmamaktadir. AG100 ve AGS100 hiicreleri arasindaki sekilsel farkliliklarin bir
baska sebebi de p-p53 seviyelerindeki farklilik olabilir. AGS100 hiicrelerinde p-p53
seviyeleri kontrol hiicrelerine oranla %95 artis gostermekte, AG100 hiicrelerinde bu
oranin %50 seviyesiyle sinirli kalmaktadir. Kontrol A549 hiicrelerinin bazal p-p53
seviyelerinin ¢ok diisiik oldugu belirlenmistir. Transfekte edilen hiicrelerde goriilen
%095 'lik artig hiicrelerin apoptotik yolaga girebilmesi i¢in gereken p-p53 seviyesini
saglamis olabilir. Ancak seviyelerde %95'e varan artis olmasina ragmen p-p53
seviyelerinin yine de ¢ok diisiik oldugunu unutmamak gerekir.

Genisteinin antiproliferatif etkisini, tiibilinlere spesifik olarak baglanip
mikrotiibiil depolimerizasyonuna yol agarak gosterdigi diisiiniilmektedir. Genisteinin
miikrotiibiil organizasyonunu doza bagli olarak bozup, A549 hiicrelerinde G2/M
gecisini engelledigi yapilan bir calismada gosterilmistir. A549 hiicreleriyle yapilan
deneylerde tiibiilin mikrotiibiil doniisiimiiniin engellenmesi i¢in gereken ICsy dozu 87
uM genistein olarak belirlenmistir. Aym1 ¢alismada 100 uM genistein kullanimi
sonucu, bu c¢alismada elde edilen verilerle benzer bigimde hiicre hacminde artis

gorlilmiistiir [Mukherjee ef al., 2010].

Tablo 5.1. A549 ve H1299 hiicre sayilarinin genistein uygulamasina bagl
olarak degisimi (1 artig, | azalma, * herhangi bir farklilik olmadigini belirtmektedir).

GEN-0 uM GEN-1 uM GEN-100 pM
A549 C 1 ! —
A549 +p53 siRNA * 1 | f’
H1299 C * |

HI1299 hiicrelerinde genistein uygulanmasit sonucu hiicre sayilarindaki

degisimler incelendiginde 1 puM genistein uygulamasinin hiicre sayist iizerinde
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belirgin bir etkisi goriillmemektedir (Tablo 5.1). 100 uM genistein kullanimi ise hiicre
sayisinda kontrole gore %20'lik bir azalmaya yol agmistir. A549 hiicrelerinin aksine,
yiiksek dozda genistein uygulanan H1299 hiicreleri saghkli goriilmektedir. A549
hiicrelerinde g6zlenen hacimsel degisiklikler H1299 hiicrelerinde gézlenmemektedir.
Daha oOnce yapilan ¢alismalarda 90 uM genistein kullanimi1 sonrast H1299
hiicrelerinde G2/M gecisinin %20 oraninda durduruldugu gdésterilmistir [Ding ef al.,
2003]. H1299 hiicrelerinde goriilen sayisal azalmanin bu gec¢is engellendigi icin
gerceklestigi diisiiniilmektedir. IGF-1R protein seviyeleri kullanilan her iki dozda da
azaldigindan  H1299  hiicrelerinin  biiyiimesindeki ~ yavaslamayr  IGF-1R
inhibisyonuyla bagdastirmak mantikli degildir.

Genisteinin  Ostrojen analogu gibi davranarak [/GF-I/R inhibisyonunu
gerceklestirdigi prostat ve meme kanserlerinde yapilan ¢alismalarla gdsterilmistir.
A549 ve H1299 hiicrelerinde genistein-IGF-1R iliskisini gosteren herhangi bir yayin
bulunmamaktadir. Yapilan deneylerde genisteinin IGF-1R protein miktarlar tizerinde
herhangi bir inhibisyon etkisi belirlenememistir (Tablo 5.2). A549 hiicrelerinde
yapilan incelemelerde beklenenin tersine her iki genistein dozunda da IGF-1R
protein miktarinda artig belirlenmigtir. 1 pM genistein kullanimiyla %70 artis
belirlenirken, 100 uM genistein dozunda protein miktar1 kontroliin iki katina
cikmustir. Elde edilen veriler /GF-1R mRNA miktarlartyla uyumlu goriinmemektedir
(Tablo 5.2). 1 uM genistein uygulanmasi kontrole gére /GF-/R mRNA seviyelerinde
bir degisiklige yol agmazken, 100 puM genistein uygulanmast /GF-/R mRNA
miktarinda %25 azalmaya yol agmistir. mRNA seviyelerinde azalmaya ragmen
protein seviyelerinde artis IGF-1R proteininin stabil hale geldigini veya hidrolizinin
engellendigini gostermektedir. P53 siRNA transfeksiyonu gerceklestirilen A549
hiicrelerinde genistein-IGF-1R iligkisini belirlemek igin deneyler tekrarlanmistir.
Transfekte edilen tiim hiicrelerde genistein dozuna bagli olmaksizin /GF-IR mRNA
seviyelerinde azalma gergeklesmistir.  Genistein  uygulanmayan transfekte
hiicrelerdeki azalma miktar1 kontrole oranla %70 seviyesindedir. Genistein
uygulanan hiicrelerde ise inhibisyon miktar1 doza bagli olmaksizin %350
seviyesindedir. Normal A549 hiicrelerine kiyasla transfekte hiicrelerde protein
miktarlar1 degiskenlik gostermektedir. Genistein uygulanmayan transfekte hiicrelerde

en yiiksek mRNA inhibisyon orani1 gériinmesine ragmen protein miktar1 %65 artis
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gostermistir. Genistein kullanilan hiicrelerde esit miktarda mRNA inhibisyonu
goriilmesine ragmen, 1 pM genistein uygulamasi protein miktarinda %20 azalmaya
sebep olurken, 100 uM genistein uygulanan hiicreler kontrolle karsilastirildiginda
protein miktarinda degisiklik belirlenmemistir. Benzer etki goriilmemesini p53
inhibisyonuyla bagdastirmak, 100 pM genistein kullanimi  p53 miktarini

arttirdigindan miimkiin degildir.

Tablo 5.2. A549 ve A549+p53 siRNA hiicrelerinin /GF-1R mRNA ve protein
seviyelerinin genistein uygulamasina bagli degisimi.

A549 A549 + p53 siRNA
GO Gl G100 GO Gl G100
IGF-1R mRNA C * ! ! ! !
L 1
*
IGF-1R protein C 1 1 1 ! *

Yapilan deneylerde 100 uM gibi yiiksek bir dozda genistein kullanilmasina
ragmen IGF-1R {izerinde inhibisyon etkisi goriilmemektedir. Hiicrelerde yiiksek
dozda genistein uygulamasina bagli olarak gozlenenen diger parametrelerin
(genistein uygulamasiyla p53 miktarinda artig, hiicre iskelet yapisinda bozulmalar,
boliinmenin  durdurulmasi) literatiirle uyumlu olmast inhibisyon etkisinin
gorlilmemesinin hiicre hattina 6zgli bir durum oldugunu diisiindiirmektedir. Ayni1
hiicre hatlar1 tlizerinde yapilan IGF-1R inhibisyonuna yonelik diger g¢aligmalar
incelendiginde, inhibisyonun genelde gerceklesmedigi goriilmiistiir. IGF-1R
fosforilasyonunu engelleyerek etki gosteren PQIP kullanimi A549 hiicrelerinde
yiiksek dozlarda kullanildiginda bile IGF-1R miktarin1 azaltmada beklenen etkiyi
gostermemistir.  Hiicrelerin  tasidiklar1  diger mutasyonlar genistein-IGF-1R
diizenleme iligkisinin gergeklesmesini engellemektedir. Bu durumun ortaya
cikmasina A549 hiicrelerinin KRAS mutant olmasinin neden oldugu diistiniilmektedir.
KRAS yabanil tip NSCLC hiicre hatlartyla yapilan deneylerde IGF-1R
baskilanmasmin bu hiicrelerde canlilig1 azalttig1 belirlenmistir [Kim et al., 2012].

Daha once yapilan c¢aligmalarda genistein kullanimiyla IGF-1R inhibisyonunun
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gerceklestigi gosterilen prostat ve meme kanseri hiicrelerinde KRAS mutasyonu
bulunmamast da bu durumu destekler niteliktedir. A549 hiicrelerinde KRAS
mutasyonu bulunmasinin IGF-1R yolagina olan bagimlilig1 ortadan kaldirdigi
diistiniilebilir. Benzer bir durum da NRAS mutasyonu tasiyan H1299 hiicrelerinde
goriilmektedir. Her iki hiicrede de RAS mutasyonu olmasi, IGF-1R fosforilasyonu
engellenmis olsa bile etkisinin goriilmesini engellemektedir. Ras yolaginin kendisi
IGF-1R gibi ¢ok sayida hiicre yiizeyi reseptOriiniin transkripsiyonel aktivatorii gibi
davrandigindan IGF-1R mRNA ve protein miktarlarinda beklenen diisiis
gerceklesmemektedir.

IGF-1R regiilasyonunun p53 yoklugunda nasil gerceklestigini belirlemek
amaciyla p53 delesyonu igeren H1299 hiicreleri kullanilarak deneyler tekrarlanmaistir.
1 puM genistein uygulamast sonucu IGF-1R''n hem mRNA hem de protein
seviyesinde sirasiyla %35 ve %30 oraninda inhibe edildigi belirlenmistir. 100 uM
genistein uygulamasinda ise mRNA seviyesi %45 oraninda artarken, protein seviyesi
%60 oraninda azalmaktadir. Genisteinin yliksek dozunda mRNA ve protein

seviyeleri arasinda goriilen bu uyumsuzlugun sebebi bilinmemektedir.

Tablo 5.3. H1299 hiicrelerinin IGF-1R mRNA ve protein seviyelerinin
genistein uygulamasina bagl degisimi.

IGF-1R mRNA IGF-1R protein
GO C C
Gl
H1299 : ’
G100 1 |

Tezde amaglanan IGF-1R regiilasyonunda p53'iin roliiniin belirlenmesi oldugu
icin ilk olarak hiicrelerin genistein uygulamasiyla degisen p53 mRNA ve protein
seviyeleri belirlenmistir. Daha sonra p53 siRNA'siyla transfeksiyon gergeklestirilen
hiicrelerden elde edilen verilerle karsilagtirilarak transfeksiyonun etkinligi
Olclilmiistiir.  Genisteinin  p53 protein  stabilizasyonunu arttirarak  protein
miktarlarinda artisa sebep oldugu ve bu etkisinin mRNA miktarindan bagimsiz
olarak gerceklestigi farkli bir calismada gosterilmistir [Ding ez al., 2000]. P53

miktarini arttiran bu etki uygulamadan sonra 6 saat gibi kisa bir siirede baglamakta ve
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72 saate kadar stirmektedir. Yapilan deneyde 1 pM genistein kullanimi hem protein
hem de mRNA seviyelerinde %50 oraninda artisa sebep olmustur. 100 uM genistein
uygulamas1t mRNA seviyesini %50 oraninda azaltirken, p53 protein miktarlar1 6 kat
artis gostermistir. Bu sonuglar literatiirle uyumludur. P53 ortamda bulunmadiginda
genistein-IGF-1R iliskisinin nasil gelisecegini anlamak amaciyla p53 siRNA'siyla
transfekte edilen A549 hiicreleri kullanilmistir. Bu hiicrelerde p53 mRNA seviyeleri
Ol¢iildiiglinde genistein uygulanmayan hiicrelerde %90 inhibisyon goriilmistiir. 1
UM genistein uygulamasiyla bu oran %80, 100 pM genistein verilen hiicrelerde ise
%70 olarak belirlenmistir. 1 uM genistein uygulanan hiicreler ve kontrol hiicreleri
arasinda protein seviyeleri agisindan bir fark goriilmemektedir. Her iki durumda da
p53 protein miktar1 %30 oraninda azalmistir. 100 uM genistein uygulamasiyla p53
protein miktarlarinda yine artig goriilmiis ancak bu sefer 2 kat artigla sinirli kalmistr.
Artig oranlar arasindaki bu farkliliga siRNA transfeksiyonu sonucunda p53 mRNA
miktarinda goriilen %70 oranindaki azalmanin neden oldugu disiliniilmektedir.
Sonuglar genel olarak dikkate alindiginda 1 uM genistein uygulamasinin p53
iizerinde net bir etkisi oldugu sdylenemez (Tablo 5.4). Literatiire bakildiginda
genisteinin p53 iizerindeki stabilizasyon etkisinin 30 uM ve iizeri dozlarda
gerceklestigi goriilmektedir [Ding er al., 2000]. Bu acidan elde edilen veriler
literatiirle uyumludur. Genisteinin yliksek dozunda siRNA transfeksiyonuna ragmen
yiksek miktarda p53 goriilmesi genistein-IGF-1R iligkisinin p53 agisindan
karsilastirilmasimi engellemektedir. 100 uM'lik doz IGF-1R {izerinde inhibisyon
etkisi gostermesi beklenen asil dozdur. Yapilan deneyler genisteinin yiiksek
dozlarinda p53 protein miktarlarinda istenilen disiisiin  saglanmadigini
gostermektedir (Tablo 5.4). Bu durumda inhibisyon etkisinin p53 miktarma bagl
degisimini belirlemek miimkiin goriilmemektedir. 100 uM genistein uygulanmasi ve
p53 yiliksek miktarlarda iiretilmesine ragmen IGF-1R {izerinde bir baskilanma
goriilmemesi, ¢alisilan hiicre hattinda IGF-1R {iretimini uyaran ER-B disinda bir
yolak oldugunu diisiindiirmektedir. p53 miktarindaki artis sonucunda beklenildigi
gibi Spl inhibisyonunun gerceklesmedigi ya da /GF-IR asir1 ifadelenmesinden Spl
disinda bir transkripsiyon faktoriiniin sorumlu oldugu da disiiniilebilir. A549
hiicrelerinde p53 aktivasyonunun ger¢eklesmedigi bilindiginden Sp1 inhibisyonunun

ger¢ceklesmemis olmasi daha olasiliklidir.
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Tablo 5.4. A549 ve A549+p53 siRNA hiicrelerinin p53 mRNA ve protein
seviyelerinin genistein uygulamasina bagli degisimi.

A549 A549 + p53 siRNA
GO Gl G100 GO Gl G100
p5S3 mRNA C 1 ! ! ! !
pS3 protein C 1 1 l l 0
L |
E

A549 hiicrelerinde yiiksek dozda genistein uygulamasi sonucu goriilen artmis
p53 protein miktarina ragmen hiicrelerde neden apoptotik yolagin tercih edilmedigi
bilinmemektedir. Bu durumun A549 hiicrelerinin p-p53 seviyeleriyle baglantili
oldugu diisiiniilmiistiir. Yapilan deneylerde elde edilen protein ornekleri kullanilarak
A549 ve A549+p53 siRNA hiicrelerinin p-p53 seviyeleri western blot yontemiyle
belirlenmistir. Sonug olarak hiicrelerin bazal p-p53 seviyelerinin ¢ok diisiik oldugu,
100 uM genistein uygulamasmin kontrol hiicrelerine gore sirayla %50, siRNA
uygulanan hiicrelerde de %95 oranlarinda artisa yol agtig1r goriilmiistiir. Hiicrelerde
CDKN2A geninin delesyonu p-p53 seviyelerini Mdm?2 araciliiyla kontrol eden p14
proteininin {iretilmemesine neden olmaktadir. A549 hiicrelerinde p14 bulunmamasi,
Mdm2'nin p53'e baglanarak c¢ekirdege translokasyonunu ve transaktivasyonunu
engellemesine yol agar. Bu durum A549 hiicrelerinde p-p53 miktarlarinin asir1 diistik
olmasini agiklamaktadir. 100 uM genistein uygulanan hiicrelerde p53 miktarindaki
artigla berbaber p-p53 miktarlarinda da artis goriilmektedir. Bu durum p-p53
miktarinda goriilen artisin direk nicelikle baglantili oldugunu gdstermez c¢ilinkii
sadece 100 uM genistein uygulanan hiicrelerin p53 protein seviyeleri daha
yiiksekken, transfekte edilmis ve 100 uM genistein uygulanmis hiicrelerde p-p53
seviyeleri daha yiiksektir (Tablo 5.5). Ancak aradaki bu farkliligin sebebi

bilinmemektedir.

84



Tablo 5.5. A549 ve A549+p53 siRNA hiicrelerinde p-p53 protein seviyelerinin
genistein uygulamasina bagl degisimi.

A549 A549+p53 siRNA
p-p53 GO C )
(Protein) Gl % 1
G100 ) T

IGF-1R ve EGFR yolaklarinin akciger kanseri hiicre hatlarinda karsinogenez
siirecini beraber calisarak yonlendirdikleri bilinmektedir. Hem A549 hem de H1299
hiicrelerinde p-shc seviyelerinin yiliksek oldugu ve bu sayede bu hiicrelerin bir by-
pass yolagi olusturarak IGF-1R 'nin PQIP ile inhibisyonunda EGFR miktarini
arttirdig1 gosterilmistir. IGF-1R fosforilasyonu inhibe edildiginde, Shc proteinin
EGF iiretimini arttirdigi ve EGFR yolaginin aktivasyonuyla IGF-1R inhibisyonu
sonucu olusan ag¢ig1 kapattifi belirlenmistir. By-pass yolagi hiicrelerin IGF-1R
bagimliligin1 biiylik 6lgiide ortadan kaldirmaktadir. IGF-1R inhibisyonu olmayan
durumlarda p-She, EGF miktarmi uyarici sekilde c¢alismamaktadir. inhibisyon
sonucu ortaya c¢ikan bu yolak hiicrelerin boliinmesi i¢in gerekli olan biiylime
sinyalinin devamliligin1 saglamaktadir. Yapilan deneylerde IGF-1R 'min genisteinle
regiilasyonu sonucu EGFR ifadelenmesinde de farklilik gerceklesip gerceklesmedigi
incelenmistir. A549 hiicre hatlarinda EGFR mRNA seviyelerinin her iki genistein
dozunda da azaldig1 belirlenmistir. 1 uM genistein uygulamasi %25 azalmaya, 100
uM genistein uygulamasi da %35 oraninda azalmaya yol agmistir. Transfekte edilen
A549 hiicrelerinde EGFR mRNA seviyelerinin kontrole oranla %40 azaldigi
belirlenmistir. 1 pM genistein kullanilan hiicrelerde inhibisyon miktar1 %70'e
yiikselirken, 100 M genistein uygulanan hiicrelerde inhibisyon seviyesi %40 olarak
Olctilmiistiir.

EGFR inhibisyon seviyelerinde p53 miktarma gore farklilhik olustugu
belirlenmistir (Tablo 5.6). p53'in %30 daha az oldugu 1 uM genistein
uygulamasinda inhibisyon orani %25'ten %70'e yiikselmistir. Ayn1 durum iki kontrol
hiicresi arasinda da %40'lik fark olmasiyla goriilebilir. P53 protein seviyelerinde
azalma gerceklesmesi EGFR ifadelenmesinde baskilanmay1 beraberinde getirmis

goriinmektedir. 100 uM genistein uygulamasiysa transfeksiyona bagli olmaksizin
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%40 baskilanmaya yol agmistir. Ayn1 dozlarda ayni inhibisyon oraninin goériilmesi bu
durumun siRNA transfeksiyonuyla degil yiliksek dozda genistein kullanimiyla
baglantili oldugunu diisiindiirmektedir. Zaten bu hiicrelerde transfeksiyon
gerceklesmesine ragmen p53 protein miktarlarinda azalma goriillmememistir.

HI1299 hiicrelerinde ise EGFR mRNA seviyeleri incelendiginde doza baglh
olmaksizin %80 baskilanma gerceklestigi goriilmektedir. Her iki hiicre hattinda da
EGFR mRNA seviyelerinde gergeklesen azalmalarla IGF-1R mRNA veya protein

seviyeleri acisindan bir baglant1 bulunamamustir (Tablo 5.6).

Tablo 5.6. H1299, A549 ve A549+p53 siRNA hiicrelerinde EGFR mRNA
seviyelerinin genistein uygulamasiyla degisimi.

A549 A549 + p53 siRNA H1299
Go Gl |Gl00| GO | Gl |GloO| GO | Gl | Gl0O
EGFR C ! ! ! l ! C ! !
(mRNA) ' | o
* *k

Akciger kanseri hiicrelerinde EGFR protein seviyelerinin — genistein
uygulamasina bagh olarak degisimini belirlemek amaciyla A549, A549+p53 siRNA
ve H1299 hiicrelerinde western blot yapilarak EGFR protein miktarlar1 belirlenmistir.
A549 hiicrelerinde EGFR mRNA seviyeleri genistein uygulamasina bagli olarak
azalirken, EGFR protein seviyelerinde genel olarak artis goézlenmistir. H1299
hiicrelerinde ise mRNA sonuglariyla uyumlu olarak her iki dozda da EGFR protein
miktarlarinda azalma meydana gelmistir.

A549 hiicrelerinde 1 uM genistein uygulamasiyla kontrol hiicrelerinin EGFR
seviyeleri arasinda anlamli bir farklililk bulunmamaktadir. 100 pM genistein
uygulanan hiicrelerin EGFR protein seviyelerinde %35'lik bir artis belirlenmistir.
Ancak AGS0O ve AGSI1 hiicreleri arasinda EGFR protein seviyesi agisindan yine
anlamhi bir farklilik bulunmamaktadir. 100 pM genistein uygulanan transfekte
hiicrelerde ise %70 oraninda artig goriilmiistiir. Sonuglar genel olarak incelenirse
transfekte edilen her 6rnegin EGFR protein miktarinda kendi kontroliine oranla bir

kat artis gerceklestigi goriilmektedir (Tablo 5.7). Bu durum p53 veya IGF-1R protein
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miktarlarina veya genistein dozuna bagli olarak gerceklesmemektedir. Her Grnekte
goriilen sabit artis oraninin siRNA transfeksiyon isleminin dogrudan bir sonucu
oldugu diisiintilebilir. Ancak bu durumda transfeksiyon islemi sonucunda EGFR'in
yikimin1 yoneten bir proteinin hedefte olmasa da etkinliginin engellenmis olmasi
gerekmektedir. P53 miktarlarindaki degisiklik uygulanan her genistein dozunda ayni
olmadigindan ve yiiksek dozlarda protein miktarindaki artisa ragmen p53
fosforilasyonu ger¢eklesmediginden, bu durumun p53 miktarindaki artigla baglantili

oldugu sdylenemez.

Tablo 5.7. A549, A549+p53 siRNA ve H1299 hiicrelerinde EGFR protein
seviyelerinin genistein uygulamasina bagli degisimi.

A549 A549+p53 siRNA H1299
EGFR GO C 1 C
(Protein) Gl * 1 |
G100 1 1 !

Genisteinin /GF-IR ifadelenme seviyelerini de diizenledigi bilinmektedir. Bu
diizenlemenin IGF-1R promotoriiniin hangi bdlgesinde gerceklestigini anlamak icin
A549, A549+p53 siRNA ve HI1299 hiicrelerine plazmit aktarimi gerceklesmistir.
Farkli IGF-1R promotor bolgelerinin genistein varliginda ifadelenme seviyelerini
belirlemek igin tiim promotdr dizisi (Sigan full-length -476/+641 ve Insan full-length
-548/+570), sadece 5' flanking bdlgesinin dizisi (Sican 5' flanking -476/+41) ve
sadece 5' UTR bolgesinin dizisini (Sigan 5' UTR +41/+641) iceren plazmitler
kullanilarak hiicre hatlarinda transfeksiyon gerceklestirilmis, tiim genistein
dozlarinda ifadelenme seviyeleri DLR yontemi kullanilarak dl¢iilmiistiir.

Yapilan deneylerde sican IGF-1R full-length (RF), insan IGF-1R full-length
(HF) ve sadece sican IGF-1R 5' flanking (5F) veya sican IGF-1R 5'UTR (5U)
bolgelerini igeren plazmitler kullanilmistir. Her iki hiicre hattinda da genistein
kullanilmadan biitiin promotdr bolgelerinin bazal ifadelenme seviyeleri Ol¢lilmiistiir.
Hem A549 hem de H1299 hiicrelerinde sigan ve insan full-length promotorleri
beklenildigi gibi aynm1 seviyede ifadelenmistir (Tablo 5.8). Her iki hiicre hattinda da

5'F bolgesini igeren promotor kontrole gore %40 oraninda daha az ifadelenmektedir.
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5'UTR promotor bolgesinin ifadelenmesi ise A549 hiicrelerinde kontrole oranla %55
artis gosterirken, H1299 hiicrelerinde %75 oraninda az ifadelenmistir. Bu durumda
p53 tarafindan iretimi uyarilan transkripsiyon faktorii Spl'in hedef aldigi IGF-1R
promotdr bolgesinin 5S'UTR bolgesi oldugu, 5'F bolgesinin ifadelenmesinin ise
pS3'ten bagimsiz bir sekilde diizenlendigi sonucuna varilabilir. Farkli IGF-1R
promotdr bolgelerinin ifadelenme seviyelerini belirlemek i¢in yapilan ¢alismada elde
edilen degerler daha once prostat kanseri hiicre hatt1 LNCaP hiicrelerinde belirlenen
degerlerle ortligmektedir. Bu durum promotorlerin bazal ifadelenme seviyelerinin

hiicre tipinden bagimsiz oldugu anlamina gelebilir.

Tablo 5.8. A549 ve H1299 hiicrelerinde farkli /GF-1R promotor bolgeleri
iceren plazmitlerin ifadelenme seviyeleri.

IGF-IRRF | IGF-IRSF |IGF-IR5' UTR| IGF-IR HF
A549 C ! 1 *
H1299 C ! ! *

Sigan promotoriiyle transfeksiyon gerceklestirilen hiicrelere bakildiginda 1 uM
genistein uygulanan hiicrelerde promotér ifadelenme seviyelerinde belirgin artis
gorlilmiistiir (Tablo 5.9). Kontrol A549 hiicrelerinde bu artis %90 seviyesindeyken,
p353 siRNA'siyla transfekte edilen hiicrelerde kontrole gore 3 kat artis belirlenmisgtir.
Genisteinin diisiik dozlarda IGF-1R iiretimini uyardig1 zaten bilinmekle beraber, bu
hiicrelerde p53 protein {retiminin gergekten azaltilmasiyla (%30 baskilanma)
iiretimin artmas1 6nemlidir. Genistein uygulamasi yapilmayan ancak p53 siRNA'siyla
transfekte edilen A549 hiicrelerinde de IGF-1R miktari, yalnizca 1 uM genistein
kullanimiyla benzer olarak, iki kat artmistir. /GF-1R ifadelenme seviyeleri arasindaki
% 90k fark 1 pM genistein uygulamasit sonucudur. Bunun yaninda p53
miktarindaki azalma da basli basina gen ifadelenmesini arttirict etki gostermektedir.

Ayni1 profildeki hiicrelere 100 uM genistein uygulanmasi sonucunda, normal
hiicrelerde ifadelenme seviyesinin yariya diistiigii, p53 siRNA'siyla transfekte edilen
hiicrelerde ise kontrolle ayni kaldig1 belirlenmistir (Tablo 5.9). Daha 6nce yapilan
deneylerde, 100 uM genistein uygulanan hiicrelerde mRNA seviyelerindeki diisiise
ragmen pS53 protein seviyelerinin 6 kata kadar yiikseldigi belirlenmistir. SiRNA
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transfeksiyonuyla gen ifadelenmesi susturulan hiicrelerde bu artis iki katla sinirlt
kalmaktadir. Normal hiicrelerde /GF-IR ifadelenme seviyesindeki azalma p53
artisgina bagli olarak gerceklesmis goriinse de, bu durum siRNA'yla transfekte edilen
hiicrelerin durumunu agiklamaz. Diger biitiin promotor bolgeleri incelendiginde, p53
susturulmug hiicrelerde 100 pM genistein uygulanmasi sonucunda belirgin
baskilanma goriilmesi, sigan full-length plazmiti uygulamasinda goriilen bu durumun
deneysel bir hatadan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Sigan IGF-1R full-
length promotoriinii igeren plazmitten yeterli miktarda bulunmadigi i¢in deney
tekrarlanamamustir.

P53 negatif H1299 hiicreleri aym1 kosullarda incelendiginde 1 pM genistein
uygulamasinin /GF-IR ifadelenme seviyelerini azalttigt ancak bu azalmanin
kontrolle arasinda anlamli bir fark bulunmadigi belirlenmistir (Tablo 5.9). P53
olmamasina ragmen genisteinin diisiik dozdaki uyarict etkisinin goriilmemesi, bu
etkinlik i¢in bazal miktarda p53 gereksinimi olabilecegini gostermektedir. 100 uM
genistein uygulamasinda ise hiicrede IGF-1R ifadelenme seviyesi olmasi gerektigi
gibi baskilanarak %90 oraninda azalmistir. Yiiksek dozda genistein kullaniminin

inhibisyon etkisi agikca goriilmektedir.

Tablo 5.9. A549, A549+p53 siRNA ve H1299 hiicrelerinde sican full-length
IGF-1R (RF) promotoriiniin ifadelenme seviyelerinin incelenmesi.

A549 A549 + p53 siRNA H1299
GO C 0 C
IGF-1R RF Gl 0 0 *
G100 ! * l

Farkli dozlarda genistein uygulanan hiicrelerde /GF-/R insan full-length
promotdriiniin ifadelenme seviyeleri incelenmistir. Insan full-length promotdriiniin
ifadelenme profili olarak sican full-length promotoériine benzemesi beklenmektedir.
A549 hiicrelerinde bu durum dogrulanirken, H1299 hiicrelerinde farkli hareket
ettikleri belirlenmistir (Tablo 5.10).

A549 hiicrelerinde genistein dozuna bagli olarak [/GF-IR promotoriiniin

davranis1 incelendiginde beklendigi gibi 1 uM genistein kullanimiyla IGF-1R {iretimi
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artarken, 100 uM genistein kullanimiyla baskilanmaktadir. Sican promotoériinden
farkli olarak artig daha diisiik miktarda gerceklesirken baskilanma ytlizdesi artmuistir.
Ayni durum p53 siRNA'siyla transfekte edilen A549 hiicrelerinde de goriilmektedir.
1 uM genistein kullanimiyla sigan promotoriiniin etkinligi 4 kat artarken insan
promotori 3 kat artis gostermistir. Sigan promotoriinden farkli olarak insan
promotoriinde 100 uM genistein kullanimina bagli olarak belirgin baskilanma
goriilmektedir. Bu durum her iki promotoriin genisteinle olan etkilesimlerinde
farklilik oldugu seklinde yorumlanabilir.

HI1299 hiicrelerinde promotor ifadelenme seviyeleri sican full-length
promotoriiyle benzerlik gostermemekle beraber sican 5'UTR promotdriiyle benzer
profil ¢izmektedir. Diisiik dozda genistein uygulamasina bagli olarak ifadelenme
seviyesi yaklasik 2.5 katina ¢ikmistir. Yiiksek doz genistein kullanimiyla IGF-1R
promotdr etkinliginde azalma goriilmekle beraber, bu azalma oranm1 sican
promotdriine oranla belirgin Olgiide daha diisiiktiir. Bu durum AS549 hiicrelerinde
goriilen fakliligin tam tersine isaret etmektedir. Bu durumda p53 pozitif hiicrelerde
gensiteinin inhibe etme giicli insan promotoriinde daha yiiksekken, p53 negatif
hiicrelerde sigan promotoriinde daha yiliksek oldugu sdylenebilir. Diger promotorler
de bu duruma uygun davrams gostermektedir. Ifadelenme seviyeleri agisindan
karsilagtirma yapildiginda 5'flanking promotdriiniin sican full-length promotoriiyle,
5' UTR promotdriiniin insan full-length promotériiyle ayni ifadelenme profiline sahip
oldugu goriilmektedir. Aynm1 sekilde p5S3 pozitif hiicrelerde yliksek dozda genistein
uygulanmasi sonucunda 5' UTR daha fazla baskilanirken, p53 negatif hiicre hattinda

5' flanking promotdriiniin baskilanma seviyesinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Tablo 5.10. A549, A549+p53 siRNA ve H1299 hiicrelerinde insan full-length
IGF-1R (HF) promotoriiniin ifadelenme seviyelerinin incelenmesi.

A549 A549 + p53 siRNA H1299
GO C 0 C
IGF-1R HF Gl ) 7 1
G100 ! ! !

Genisteinin diisiik ve yiiksek dozlarinda /GF-1R promotoriinii farkli yonlerde
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etkiledigi gosterilmistir. /GF-/R promotorii olduk¢a uzun bir niikleotid dizisinden
olusmaktadir ve hem 5' flanking, hem de 5' UTR boélgelerinde genisteinin hedef
alabilecegi ¢ok sayida baglanma bdlgesi yer almaktadir. Genisteinin inhibisyon
etkisini IGF-1R promotériiniin hangi kismiyla etkilesime girerek gerceklestirdigini
belirlemek amaciyla sadece sican 5' flanking ve sadece sican 5' UTR promotor
bolgelerini igeren plazmitlerle A549 ve H1299 hiicreleri transfekte edilmislerdir.

5" flanking promotdr bdlgesini igeren plazmitle transfekte edilen A549
hiicrelerine 1 pM genistein kullanimi sonras1 ifadelenme seviyelerinde %10 oraninda
azalma gozlenmistir. Genistein dozundaki artisa bagli olarak bu azalmanin orani
%380'e yiikselmistir. P53 siRNA'siyla transfekte edilen hiicrelerde ise kontrol
hiicrelerinde baskilanma orani1 %35 olarak belirlenmistir. Bu oran 1 pM genistein
uygulamasiyla %45'e, 100 pM genistein uygulamasiyla %85'e yiikselmistir. P53 iin
gergekten baskilandigi hiicrelerde (GSO ve GS1) baskilanma oraninin %35 arttigi
goriilmektedir. Bu hiicrelerde p53 baskilanma oranlar1 arasinda protein ve mRNA
seviyelerinde farklilik bulunmamaktadir (Tablo 5.11). Ortamda p53 azalmasinin 5'
flanking bolgede baskilanmayr arttirdigi goriilmektedir. Ayrica diger promotor
bolgelerinden farkli olarak 5' flanking promotdr bolgesinin ifadelenme seviyesi
diisiik dozlarda genistein uygulanmasiyla da baskilanabilmektedir.

Yiiksek doz genistein uygulanmasinda ise baskilanma oranlar1 arasinda AG100
ve AGS100 hiicreleri arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir. Bu hiicrelerin
her ikisinde de farkli oranlarda olmasina ragmen kontrole gore belirgin bir sekilde
artmis p53 proteini bulunmaktadir. Normal hiicrelerde p53 miktar1 kontroliin alt1
katiyken transfekte edilen hiicrelerde iki kat1 olarak belirlenmistir. Bu belirgin
farkliliga ragmen baskilanmanin ayn1 seviyede gerceklesmesi, baskilanmadan yiiksek
dozda genistein uygulamasimin sorumlu oldugunu gostermektedir. Benzer durum
si¢an full-length promotorii disinda tiim diger promotorlerde goriinmekte ve 100 uM
genisteinin promotdrii baskilama seviyesi %80-95 araliginda degismektedir.

H1299 hiicrelerinde 100 uM genistein kullanimina bagli olarak 5'F promotdr
bolgesinin baskilanma miktarinin %95 seviyesinde oldugu goriilmiistiir. Bu durum
100 uM genisteinin etkisinin p53 seviyesinden bagimsiz gerceklestigi diisiincesini
kuvvetlendirmektedir. 1 uM genistein kullaniminda yine baskilanma ger¢eklesmesi

ve baskilanma seviyesinin p53 susturulan hiicrelerden daha diisiik olmasi genisteinin
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en azindan bu promotor bolgesinde p53 bagimsiz islev gordiigline isaret etmektedir

(Tablo 5.11).

Tablo 5.11. A549, A549+p53 siRNA ve H1299 hiicrelerinde sican /GF-IR 5'
flanking (5F) bolgesini igeren promotoriin ifadelenme seviyelerinin incelenmesi.

A549 A549+p53 siRNA H1299
GO C ! C
IGF-1R 5'F Gl ! l !
G100 l ! l
| |
*

S'UTR promotdr bolgesini iceren plazmitlerle transfekte edilen hiicreler
incelendiginde promotdr davranisinin genel olarak insan full-length promotoriiyle
benzerlik gosterdigi goriilmektedir (Tablo 5.12). Bu benzerlik 6zellikle H1299
hiicrelerinde goze carpmaktadir. 1 pM genistein uygulamasi sonucu HI1299
hiicrelerinde 5'UTR ifadelenme seviyesi 2 kat artis gdstermistir. Insan full-length
promotoriiyle artis miktar1 acisindan farklilik bulunmasina ragmen bu davranisi
gosteren tek promotor bolgesi S'UTR 'dir. 100 pM genistein uygulanmasi sonucu
diger tiim promotor bolgelerinde oldugu gibi baskilanma gozlenmis ve ifadelenme
diizeyinde %85 azalma goriilmiistiir. Bu oran A549 hiicrelerinde daha yiiksektir.

A549 hiicrelerine 100 pM genistein verilerek 5'UTR bolgesinin aktivitesi
olgiildiiglinde, p53 siRNA transfeksiyonuna bagli olmaksizin  baskilanma
gerceklestigi goriilmiistiir. Tki farkli hiicre tipinde baskilanma oranlar1 arasinda
anlaml bir farklilik bulunmamaktadir.

1 uM genistein uygulanan A549 hiicrelerinde 5'flanking bélgesine benzer
sekilde baskilanma goriilmekle beraber, A549+p53 siRNA hiicrelerinde tam tersi bir
durum yani promotdr ifadelenmesinde artis goriilmiistir. Bu durumda 5' UTR
promotor bolgesinin 5'flanking promotoriinde goriilenin tersine, diisiik doz genistein
uygulamalarinda ortamdaki p53 miktarmdan etkilendigi sdylenebilir. Ozellikle
siRNA transfeksiyonu yapilan kontrol hiicrelerinin ifadelenme seviyelerinin azalmasi

bu durumu destekler niteliktedir.
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Tablo 5.12. A549, A549+p53 siRNA ve H1299 hiicrelerinde sigan /GF-IR 5'
UTR (SUTR) bolgesini i¢eren promotoriin ifadelenme seviyelerinin incelenmesi.

A549 A549 + p53 siRNA H1299
GO C l C
IGF-IR 5'UTR | Gl ! 7 i
G100 | l l
| |
£ 3

Sonug olarak genisteinin diisiik dozlarda ortamda p53 varligina ve miktarina
bagli olarak etki gosterdigi, ancak yiiksek dozlarda p53 varligi ve miktarinin
regiilasyonda rol oynamadigi sdylenebilir. P53 pozitif hiicrelerde genistein — p53
iligkisinin goriildiigli promotor bolgesi S'UTR bolgesidir. Bu bolgede diisiik doz
genistein uygulamalar1 bile p53 miktarina bagli olarak promotdr ifadelenmesini
negatif diizenleyebilmektedir. 5'F bolgesi ise gensiteinin diisiik dozlarda IGF-1R
iiretimini uyarici etkisini gosterdigi promotor bolgesi gibi goriinmektedir. Hiicrelerde
p53 varligindan bagimsiz olarak diisilk genistein dozlar1 bu promotér bolgesini
uyarabilmektedir.

Genisteinin yiiksek dozlar ise tiim promotdr bolgelerinde baskilanmaya yol
acmisgtir. Bu durum diger deneylerden elde edilen IGF-1R mRNA miktarlarindaki
azalmayla uyumlu goriinmekle birlikte ayni etkinin neden protein seviyelerinde
gorlilmedigini agiklamaz. IGF-1R yapis1 geregi ¢ok sayida farkli tirozin kinaz
reseptoriiyle heterodimer olusturabilmektedir. Bu durum IGF-1R''n yikiminin
engellenmesine yol acgiyor olabilir. Hiicre yiizeyindeki IGF-1R seviyelerinin
diizenlenmesi IGF-I ligandina bagh olarak gerceklesmektedir. IGF-I baglandiktan
sonra IGF-1R'nin hiicre i¢ine vezikiillerle translokasyonu ger¢eklesmekte ve burada
Mdm?2 tarafindan ubikitinlenerek yikima ugratilmaktadir. Yapilan bir ¢aligmada bu
durumun IGF-1R aktivasyonuna degil IGF-1R'a baglanan liganda bagli olarak
gerceklestigi gosterilmistir. IGF-1 varligi degredasyonu saglarken, IGF-II de bu
etkinin azaldig1, IGF-1R'nin yiiksek afiniteyle baglandig: insiilinde ise bazal seviyeye
diistiigli belirlenmistir [Aleksic ef al., 2010]. Bu durum protein seviyelerinde azalma

gorlilmemesine yol agabilir.
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IGF-1R protein miktarlarinda azalma goriilmemesinin diger bir sebebi de
deney siiresinin 24 saatle smirlandirilmis olmasi olabilir. Hiicrede zaten asiri
miktarda olan IGF-1R protein miktarinda mRNA seviyelerine bagli bir diisiis
gorebilmek i¢cin daha uzun siire beklenmesi gerekli olabilir. Farkli inhibitorler
kullanilmis olsa da A549 hiicreleriyle yapilan farkli ¢aligmalarda IGF-1R protein
miktarindaki diistisler 48. ve 72. saatlerde belirgin seviyede goriilmektedir. Bu
durumu test etmek adina daha sonra yapilacak ¢alismalarda deneyler siire 48 ve 72
saatlere uzatilarak tekrarlanabilir.

Yapilan deneyler sirasinda hiicre oliimii goriilmemesinin sebebi olarak da
deney siiresinin 24 saat gibi kisa bir siire olmas1 disiintilmektedir. Temel olarak
sinyal yolagmin isleyisi incelenmek istendiginden deneyler mRNA seviyelerinin
transfeksiyonla degisiminin daha dogru belirlenebilecegi 24 saatlik periyotla
sinirlandirilmigtir. Hiicreler daha uzun siireler genisteine maruz birakildiginda hiicre
olimi gerceklestigi goriilmiistiir. A549 hiicreleri 100 uM genistein uygulamasindan
yaklagik 60 saat sonra incelendiginde %40 oraninda hiicre 6limii gerceklestigi
belirlenmistir. H1299 hiicrelerinde de 100 uM genistein uygulamasi sonucu 48 saat
sonunda %60 oraninda hiicre olimii gerceklesmektedir. Hiicre dliimiine sebep olan
mekanizmanin belirlenmesi i¢in daha uzun siireler genisteine maruz birakilan
hiicrelerin de protein ve mRNA seviyeleri acisindan incelenmesi daha saglikli
sonuglar elde etmeyi saglayabilir.

Hiicre 6liimiiniin ve yolak inhibisyonunun gergeklesmemesinin p-p53 kaynakli
olup olmadigini anlamak i¢in hiicrelerde ya Mdm2 inhibisyonu yoluyla veya p14 gen
ifadelenmesinin onarimiyla p-p53 seviyelerinde artis saglanmali ve deneyler
tekrarlanmalidir. A549 hiicre hatlar1 lizerinde farkli bir izoflavon kullanilarak yapilan
bir caligmada p53 protein miktarindaki artigla beraber Mdm2 gen ifadelenmesi ve
protein seviyeleri azaltildiginda p-p53 seviyeleri belirgin bir artig gostermis ve A549
hiicrelerinde biiylik oranda 6liim gerceklesmistir [Fu et al., 2017]. A549 hiicreleriyle
yapilan farkli bir ¢alisjmada bu sefer p53 stabilizasyonunu saglamak icin
ubikitinasyonu engelleyen WDRS5 geninin ifadelenmesi arttirilmis, bunun sonucunda
p53 protein miktarlarinin arttigi ve hiicre boéliinmesinin durduruldugu belirlenmistir.
Ancak p-p53 seviyelerinde herhangi bir artis goriilmemekte ve apoptoz

gerceklesmemektedir [Xie et al., 2017]. Bu durum yapilan deneyler sonucu
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olusturulan hipotezi desteklemekte ve p53 miktarindaki artisin hiicre 6limii igin
yeterli olmadigin1 p-p53 seviyelerinde artisin beraberinde gelmesi gerektigini
gostermektedir.

Sonug olarak ¢alisilan akciger kanseri hiicrelerinde genisteinin yiiksek dozlar
bile IGF-1R miktarin1 azaltmada 24 saatlik siire icerisinde yeterli gelmemektedir. Bu
durumun hem hiicrelerin Ras mutasyonu tasimasiyla, hem de hiicrelerde IGF-1R
ifadelenmesini diizenlemede rol oynadigi diisiiniilen p53 proteininin aktif formda
bulunmamastyla baglantili oldugu diistiniilmektedir. Promotor ifadelenme seviyeleri
ve IGF-IR mRNA seviyeleri dikkate alindiginda genisteinin beklenildigi gibi
ifadelenmeyi baskiladigr goriilmektedir. Bunun yaninda genistein daha oOnceki
calismalarda da gosterilen p53 protein miktarini arttirma, hiicre iskelet yapisina zarar
verme ve hiicre boliinmesini durdurma etkilerini de gdstermektedir. Bu sonuglar bize
genistein-IGF-1R iligkisinde beklenen etkinin goriilmemesinin hiicre 6zelliklerinden
kaynaklandigim1  gostermektedir. Genistein-IGF-1R iligkisinde p53'iin  roliinii
belirlemek icin deneyler p-p53 mekanizmasinda hasar bulunmayan ve Ras
mutasyonu tagimayan, IGF-1R fazla ifadelenen farkli hiicrelerde tekrarlanmali veya
A549 ve HI1299 hiicrelerinde mutRas ifadelenmesi engellenerek deneyler
tekrarlanmalidir. Bunun disinda hiicrelerin p14 ifadelenmesi onarilarak veya Mdm?2
ifadelenmesi baskilanarak p-p53 seviyelerinde artis saglanmali ve genistein
uygulamasiyla hiicrelerin mRNA ve protein seviyelerindeki degisimler tekrar
incelenmelidir. Hiicre olimi gozlemleyebilmek i¢in ise deney siireleri uzatilarak

apoptotik hiicrelerin oranlar1 belirlenmelidir.
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