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OZET

Bu tez calismasinda, epidermal biiyliime faktorii reseptorii (EGFR) inhibitori
olan CL-387,785 (CL) ‘in mezotelyal ve malignant mezotelyoma (MM) hiicreleri
(Met5A, SPC212) proliferasyonuna, MAPK, PI3K/AKT yolaklar1 ve asagi
akimindaki molekiillere etkisi incelenmistir. Bu kapsamda, Epidermal biiyiime
faktorii (EGFR), ekstraselliiler diizenlenen protein kinaz (ERK), stres aktifleyici
protein kinaz/ c-Jun N-terminal kinaz (SAPK/INK) ile p38 protein kinaz (p38
MAPK) ve Protein kinase B (PKB/AKT) molekiillerinin protein; ELK-1, JUN,
STAT1, STAT3 ve STATS5A molekiillerinin  mMRNA diizeyinde arastirilmasi
planlanmustir.

Bu arastirma sonucunda, CL her iki hiicre iizerinde konsantrasyona ve zamana
bagimli anti-proliferatif etki gostermistir. EGFR fosforilasyonunun 100 nM ve
tizerindeki konsantrasyonlarda, tamamiyle inhibe edildigi belirlenmistir. ERK ve
AKT fosforilasyonu ayni konsantrasyon iizerinde engellenirken; toplam ERK ve
AKT seviyelerinde degisim gdzlenmemistir. {laveten stresle aktif olan diger MAPK
molekiillerinden JNK ve p38 ‘in fosforilasyon ve toplam protein seviyelerinde de
degisiklik olmadig1 tespit edilmistir. Bu sonuglara ek olarak, Jun, ELK-1 ve STAT1
MRNA seviyelerinde 6 saat i¢inde azalma belirlenirken, STAT3 ve STAT5A gen

ifadelerinde herhangi bir anlamli degisim belirlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Mezotelyoma, EGFR, Inhibitor, CL 387,785, Sinyal

iletimi.
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SUMMARY

In this study, we aim to evaluate the effects of EGFR inhibitor, CL-387,785, in
mesothelioma and malign mesothelioma cell lines Met5A and SPC212, respectively.

Firstly, alteration of cell proliferation was investigated. Then, protein profiles
of EGFR, ERK, JNK, p38 MAPK and PKB/AKT and finally, gene profiles of
transcription factors including ELK-1, JUN, STAT1, STAT3 ve STAT5A were
analyzed. Our results showed that CL inhibited proliferation of both cell lines at
concentration and time dependent manner. It also reduced EGFR, ERK and AKT
phosphorylations at 100 ng>. However, CL did not affect JNK and p38 protein
phosphorylations and expressions. MRNA analysis indicated that c-jun and ELK-1
and STATL levels were down regulated in 6 hours, although STAT3 and STAT5A

levels remain unchanged.

Key Words: Cancer, Mesothelioma, EGFR, Inhibitor, CL 387,785, Signal

Transduction Pathway.
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1. GIRIS

Kanser tedavisinde kullanilan kimyasal tedavi yontemleri son yillarda medikal
alanda hizla gelisme gostermektedir. Ilag etkinliklerinin yetersizligi ve ilaglarm yan
etkileri nedeniyle hastaligin tedavisi yetersiz kalmaktadir. Son yillarda tirozin kinaz
inhibitorleri biiytimeyle iligkili sinyalleri regiile edebilmesinden dolayr ¢esitli
kanserlerin tedavisinde onem kazanmaya baslamistir. Bu molekiiller, hedeflenmis
olmalari, disiik sitotoksik etki gostermeleri, 1sin tedavisi ve diger kimyasal tedavi
yontemleriyle kombine uygulanabilmeleri nedeniyle tedavide avantaj saglamaktadir
[Arora and Scholar, 2005]. Bu kapsamda hedeflenmis Epidermal Biiyiime Faktorii
Reseptorii (EGFR) tedavisi, son yillarda hizli bir gelisme gostererek Klinik olarak
yaygin bir kullanim alan1 kazanmistir [Wykosky et al., 2011]. Caligmamizda
kullandigimiz EGFR’1 doniisimsiiz olarak baglayan CL-387, 785 (CL) molekiiliiniin
baz1 kanser tiirlerinde EGFR’1 bloke ettigi belirtilmistir [Kobayashi et al., 2005],
[Mayer et al., 2009].

Malign mezotelyoma (MM) bolgesel olarak agresif olan ve pleural, peritonal
ve nadir olarak da perikardial mezoteliyal hiicreleri koken alan yiiksek oranda
oOldiiriicti bir kanser tiiriidiir [Craighead JE, 1987]. EGFR ve/veya HER 2’nin epitel
kokenli birgok kanser tiiriinde (akciger, gogiis, bas ve boyun, idrar kesesi) asiri
ekspres oldugu bildirilmistir [Ono et al., 2004]. MM’da EGFR’1n agir1 ifade edilmesi
hastaligin gelisimini hizlandirmaktadir bu nedenle de, EGFR’a yonelik tedavilerin

gelistirilmesi gerekmektedir [Barbieri et al., 2011], [Kindler HL, 2008].

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Bu tez ¢alismasinda EGFR inhibitorii olan CL‘nin mezotelyoma (Met5A) ve
malignant mezotelyoma (SPC212) hiicrelerinin biiyiimesine, EGFR, MAPK/ERK,
SAPK/INK & p38 sinyal yolaklari ile PI3K/AKT ve EGFR sinyalleri sonucu aktive
olan transkripsiyon faktorleri ELK-1, c- JUN, STAT1, STAT3 ve STAT5A mRNA
ekspresyonlarina etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu ¢alisma sonucunda MM
hastalarinin tedavisinde kullanilmaya aday bir molekiil olan CL-387,785" in MM
hiicrelerine olan etkisinin anlasilmasina molekiiler diizeyde aciklik getirmesi

umulmaktadir.



2. KANSER

Kanser yiizden fazla cesidi olan bir hastalik grubu olarak hiicrede genetik ve
epigenetik degisikliklerin birikmesiyle hiicrelerin transformasyonu sonucu meydana
gelir. Tim kanserler birbirinden farkli oldugu halde artan hiicre boliinmesi ve azalan
hiicre 6liimii tiim kanser tiirlerinde goriinen bir 6zelliktir (Sekil 2.1) [Levitzki and
Klein, 2010].

Mormal cell Cancer cell Cancer cell
Mommal Excessive cell Drrmanizhed
homeosiasis procluction oell death

o« |l
Prosdiferation

Cell
mass

o ||

Sekil 2.1: Kanser olusumunun genel yapisi.

Kanser hiicreleri saglikli hiicrelerden kararsiz genomlar1 ile ayrilirlar. Bu
hiicrelerde  goriilen  kromozomal anomaliler polyploidy, aneuploidy ve
translokasyonlar gibi kromozomal degisiklikleri igerir. Proto-onkogenleri dominant
onkogenlere ¢eviren mutasyonlarin yam sira timor baskilayici genlerde olusan
fonksiyon kayipli mutasyonlar; epigenetik olarak DNA metilasyonunda ve histon
asetilasyonunda meydana gelen degisiklikler kanserin temel nedenleri olarak
gosterilebilir [Levitzki and Klein, 2010].

Kanser viicuttaki farkli tipte hiicrelerden herhangi birinin anormal
proliferasyonu ile olusabileceginden yiizlerce farkli ¢esidi bulunmaktadir. Bu
farklilik kanser hiicrelerinin davranisinda ve tedaviye verecekleri cevaplarda da
degisikliklere neden olur. Kanser patolojisindeki en genel ayirim kanserin koti
huylu ya da iyi huylu olmasi seklindedir. Benign tiimorler (6rnegin sigiller) ¢evresini
saran normal dokuya ve/veya viicudun uzak kisminda bulunan herhangi bir dokuya
metastaz yapmamaktadir. Malign tiimorler ise kendisini ¢evreleyen dokuya sigrama
potansiyeline sahip, lenf ya da dolasim sistemi araciligi ile viicutta uzak bir dokuya
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metastas yapabilmektedir. Kanser terimi genelde malign tiimoérler igin kullanilmakta
olup bu hiicrelerin invazyon ve metastas yapma Ozellikleri hastaligi tehlikeli hale
getirmektedir.  Benign tiimorler genellikle ameliyat ile uzaklastirilabilmelerine
ragmen malign timorlerin viicudun farkli yerlerine dagilmalari nedeniyle lokal
tedavilere cevap verememesi durumu s6z konusudur.

Benign ve malign tiimorlerin her ikisi de koken aldiklari hiicre tipine gore
adlandirilmaktadirlar. Bircok kanser tiirii {i¢ ana grupta siniflandiriimaktadirlar. insan
kanserlerinin %90’ 11 olusturan karsinomalar epitel hiicrelerden olusan kanser
tirlerini icerir. Sarkomalar; kas, kemik, kikirdak gibi bag doku hiicrelerinde daha
nadir goriilen kanser tiirlerindendir. Kan-yapan ve immiin sistemi olusturan
hiicrelerden kaynaklanan 16semi ve lenfomalar %7 ‘lik goriilme sikligna sahip
kanser tiirleridir. Cesitli tiirleri olmasina ragmen bazi kanser tiirleri daha sik
goriilmektedir. Kanser vakalarmin yarisindan fazlasini prostat, gogis, akciger ve
kolon kanserini de igeren dort kanser tirii olusturur. Akciger kanseri, kanser
Oliimlerinin %30’unu olusturan en Oliimciil kanser tirtdir [The Cell, Cooper G.,
2006]. Tam ve tedavideki gelismelere ragmen hastalarin yasama orani hala ¢ok
zayiftir [Ebaugh et al., 2011], [Schmid et al., 2014], [Bojang et al., 2014]. Klinik
olarak agresif ve fatal seyirli kanserlerden birisi de MM dir.

2.1. Malign Mezotelyoma

Malign mezotelyoma (MM) serozal yiizeylerde goriilen bir timor tiiriidiir. Bu
hastalarin yaklasik %75°1 asbeste maruz kalmislardir [Jakobsen and Sorensen, 2011].
Asbest dogal olarak olusan sulu mineral silikat fiberlerine verilen genel isim olup,
asbest fiberlerinin mezotelyal hiicre DNA’larmi serozal yiizeyden gecerek direkt
olarak ya da makrofajlarin trettigi reaktive oksijen tiirleri (ROS) araciligi ile
etkiledigi diisiiniilmektedir [Zucali et al., 2010], [Pasello and Favaretto, 2009]. Insan
mezotelyal hiicreleri asbest sitotoksisitesine duyarlidir ve uzun siire asbeste maruz
kalinmasi tiimor olusumu ile iliskilendirilmistir, bu siire¢ boyunca bir¢ok patojenik
olaymm karsinogeneze sebep verdigi gozlemlenmistir. Doku kiiltiirlerinde
gozlemlenen asbest fiberlerinin doza bagli olarak hiicrelerde toksisite olusturmasi
akla fiberlerin bunu hangi mekanizma ile gerceklestirdigi sorusunu getirmistir. Yakin

zamanda yapilan ¢aligmalar timor nekroz faktor- o (TNF-a) ve niikleer faktor-xB



(NF-xB) sinyallerinin insan mezotelyal hiicrelerinde asbeste yanit olusturdugunu
gostermistir. Asbest sonucu olugan ROS, DNA hasar1 ve andploidiler meydana

getirebilir [Xu et al., 2002], [ Xu et al., 1999] (Sekil 2.2 ) [Zucali et al., 2010].
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Sekil 2.2: Asbest fiberlerinin patogenezi.

Buna kargin bazi timorlerin asbest etkisi olmadan da gelistigi goriilmistiir
[Nutt et al., 2009]. Simian Viriis 40 (SV40) MM ile iliskilendirilen bir viriistiir.
SV40’in mezotelyomadaki patogenezi tartismalidir, 50’nin {izerinde laboratuvar
SV40 ile MM arasinda pozitif bir iliskiden s6z ederken diger calisma gruplar
baglantisinin olmadigin1 diisiinmektedir. Hayvan deneyleri SV40 ve Malign Plevral
Mezotelyoma (MPM) arasindaki iliskiyi agik bir sekilde gostermektedir. Karin yada
kalbin i¢cine SV40 enjekte edilen hamsterlarin 6 ay gibi bir siirede siklikla MPM
gelistirdikleri gbzlemlenmistir [1zzi et al., 2012].

SV40 kiigiik t (tag) ve biiyiikk T (Tag) antijeni olarak adlandirilan iki onkojenik
protein tretmektedir. Nitekim bu tag’ ler p53 ve pRb proteinlerine baglanarak
onlarin etkinligini engellerler. Ayrica IGF-I geninin promotor bdlgesine baglanarak
IGF-I ekpresyonunu artirip hiicre bilyiimesini indiiklemektedir. Ilaveten SV40 tag
MAPK sinyalini ve bir¢ok proteini defosforile eden protein fosfataz 2A (PP2A) ‘y1
inhibe ederek AP-1 aktivitesini degistirdigi belirtilmistir. Tiim bunlara ek olarak
SV40’m; HGF/Met reseptor, telomeraz ve Notch-1 aktivitesini HM hiicreleri ve
MPM biyopsi orneklerinde degistirdigi gozlemlenmistir [Cacciotti et al., 2001],
[Foddis et al., 2002], [Bocchetta et al., 2003].



Cesitli caligmalarda SV40 ile asbestin birlikte giiglii karsinojenik etki yaptigi
belirtilmistir. Asbest ve SV40 varyant1 olup tag ekpres etmeyen (SV40 dI883) ile
yapilan hayvan deneylerinde MPM olusumu goézlemlenmemistir. SV40 dI883
hamsterlarda tek basina MPM olusturmazken asbest ¢ok az bir kisminda
olusturmaktadir. Ayrica bu veri SV40 ile enfekte olan insanlarin az seviyelerde
asbeste maruz kalmalar1 sonucu MPM gelistirdigini gostermektedir. Bunun, SV40
kontamine as1 ile asilanan milyonlarca insanin neden MPM gelistirmedigi sorusuna
cevap oldugu diistiniilmektedir.

MPM’e sebep olan diger kanserojenler disiiniildiigiinde erionitinin MPM
olusturmada etkili mineral fiberi oldugu gézlemlenmistir. Tiirkiye’nin Kapadokya
bolgesinde erionit mineraline maruz kalan insanlarin mezotelyomaya genetik
egilimlilik gosterdigi ve bu egilimin yapilan mineralojik ve pedigre calismalar ile
otozomal dominant &zellik tagidig belirlenmistir [Carbone et al., 2007].

MM genellikle epiteliyoid 6zellik gostermekle beraber bifazik ve sarkomatoyid
tirleri de tamimlanmistir [Izzi et al., 2012]. Epitel koken gosteren tiirler
yaklasik %350-67 arasinda iken, bifazik %24-35 ve sarkomatoyid olanlar %7-21
oranlarinda goriilmektedir [Pasello and Favaretto, 2009].

MM ‘da cerrahi operasyon bir¢ok hasta i¢in uygun degildir. Radyasyon terapisi
hastalarin ¢ogunda agriy1 azaltici etki yapmasina ragmen, semptomlar1 kontrol siiresi
uzun olmadigindan kemoterapi siklikla kullanilan tedavi segenegi olmaktadir [Nutt et
al., 2009]. Yapilan c¢alismalar sonucu kanserde etkin rol alan sinyal proteinlerinin
tespiti bu proteinlerin sinyal iletiminde tedavi i¢in hedef molekiil olarak

kullanilmasina olanak vermistir [Levitzki and Klein, 2010].
2.2. Sinyal ileti Yolaklar

Sinyal iletimi; hormonlar, biiyiime faktorleri, norotransmiterler, kemokinler,
sitokinler hatta ATP gibi kiiciikk molekiillerin ligand olarak kullanildig:1 ve ilgili
reseptorler ile etkilesimleri sonucu gesitli biyokimyasal reaksiyonlarla hiicrenin
cevabina neden olan olaylar biitiiniidiir. Bu cevaplar metabolizma, gen ekspresyonu,
hiicre boliinmesi ve hiicre 6limii gibi metabolik olaylarin gergeklesmesine Yol
acarlar. Sinyal ileti yolaklar1 birbiri ile etkilesim halinde olup bu etkilesim sonucu

her bir hiicrenin ve organizmanin fonksiyonu belirlenmis olur. Bir¢ok hastalik bu



iletim sirasinda meydana gelen anomalilerden kaynaklanmaktadir [Levitzki and
Klein, 2010].

Timore spesifik olmasi nedeniyle molekiiler hedefli calisan kanser terapileri
konvansiyonel kemoterapi ve radyoterapi yontemlerine gore daha avantajli
olabilmektedir. Bu hedef molekiillerden biri de birgok epitel kanser tiiriinde asirt
ekpres edilmekte olan ya da regiilasyonu bozulan EGFR’dir. Bu reseptoriin
aktivasyonu tlimor olusum ve gelisiminde olduk¢a Onem arz etmektedir [Harari,

2004].

2.2.1. EGFR Sinyal Yolag

EGFR; HER2, HER3 ve HER4 ‘ii de iceren EGF reseptor ailesinin bir liyesi
olup; hiicre dis1 ligand baglanma, membrandan gecen (transmembran) ve hiicre igi
tirozin kinaz olmak iizere ii¢ temel bolimden olugmaktadir. Ligand baglanmasi ile
olusan dimerizasyon/oligomerizasyonlar tirozin kinaz kisminda konformasyonel
degisiklige yol acarak sonrasinda alt yolaklarin aktive olmasmna neden olur.
Ras/Raf/MEK/ERK1/2, PI3K/AKT ve JAK/STAT sinyal yolaklar1 EGFR molekiilii
ile aktive olan yolaklardandir. Bu aktiflesme durumu kanser hiicrelerinde kanserin
devamlilig, biiyiimesi, invazyonu ve anjiyogenezini saglar [Barbieri et al., 2011].

Genetik olarak birbirinden farkli yedi adet EGFR ligandi bulunmaktadir. Bu
ligandlar epidermal biiyiime faktorii (EGF), transforme edici biiyiime faktorii- o
(TGF-a), heparin-baglayict EGF (HB-EGF), amfiregiilin, betaseliilin, epiregiilin ve
nororegiilindir (Sekil 2.3) [Levitzki and Klein, 2010].



EGF
TGF-a
Livands: Amphiregulin
gandas: Betacellulin Heregulin
HB-EGF Heregulin Neuregulin
Epiregulin Neuregulin Betacellulin
Cystein rich domain-1 |1(
Cystein rich domain-2 |10
Tyrosine kinase domain | 100
C-terminus 33 8
ErbB2 ErbB3
HER2 HER3
neu

Sekil 2.3: EGFR reseptor ve ligandlari.

EGFR aktivasyonuyla birlikte proliferasyon, anjiyogenez, invazyon, metastaz
ve/veya apoptozun inhibisyonu ile tumor biliylime ve gelismesi stimiile edilir
[Salomon et al., 1995], [Wells, 1999], [Woodburn, 1999]. Malignansilerde EGFR’1n
asir1 ekspresyonu Ve regiilasyondan ¢ikmasi ile ilgili farkli rakamlar rapor edilmistir.
Ornegin bazi calismalar EGFR ekpresyonundaki bozulmus regiilasyon epital
timorlerin en az %50’sinde gorlindiigiinii [Aaronson, 1991], [Earp et al., 2003] bazi
caligmalar epitel malignansilerin iigte birinde EGFR* m asir1 ekspresyon gosterdigi
belirtilmistir [Mendelsohn, 2001].

Bas ve boyun kanserlerinde EGFR pozitif tomoérler c¢ogunluktadir
[Mendelsohn, 2001]. Calismalar ayrica idrar kesesi, beyin, gogiis, servikal, bagirsak,
rahim, yemek borusu, glioma, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCL),
yumurtalik, pankreas ve bobrek kanserlerinde de EGFR’mn asir1 ekspres edildigini
gostermektedir (Tablo 2.1) [Nicholson et al., 2001], [Herbst, 2002], [Mendelsohn
and Baselga, 2003].



Tablo 2.1: EGFR’1 asir1 ekspres eden tomorler, timor tipine gore gosterilmesi.

Tumor type Percentage of tumors
Bladder 3148
Breast 14-91
Cervix/uterus 90
Colon 25-77
Esophagael 43-89
Gastric 4-33
Glioma 40-63
Head and neck 80-100
Ovarian 35-70
Pancreatic 30-89
Prostate 40-80
Renal cell 50-90
Non-small-cell lung 40-80

2.2.1.1. ERK MAPK Yolagi

MAPK yolagininin ERK iizerinden aktif olan kisminda en cok calisilan
kinazlar ERK1 ve ERK2’dir. Ayrica asbest ile indiiklenen epitel ve mezotelyal
hiicrelerde ERK5 ve BMK proteinleri karakterize edilmistir [Ramos-Nino et al.,
2004]. ERK1 ve ERK2 kinazlan kiigiik G protein olan Ras’in aktive edilmesi
kisminda kesigir [Sekil 2.4] [Webl, 2013].

Fosforile olan ERK niikleusa go¢ ederek ELK-1 adli transkripsiyon faktoriinii
fosforile eder, bu fosforilasyon sonucunda c-fos geninin transkripsiyonel aktivasyonu
gerceklesmis olur [Gille H. et al., 1992]; [Marais R. et al, 1993].
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Sekil 2.4: MAPK sinyal yolagi.



2.2.1.2. INK MAPK Yolag:

Sitokinler ve stres ile aktif olan diger MAPK yolaklart JINK ve p38 yolaklaridir.
JNK protein kinazlarint kodlayan 3 gen karakterize edilmistir. Bunlardan JNK1 ve
JNK2 tiim hiicrelerde sentezlenirken JNK3 beyin ve testislerde sentezlenmektedir.
JNK tarafindan fosforile edilen c-jun’un transkripsiyonel aktivitesi artmaktadir. EIKk-
1 ve ATF2 (Aktive Edici Transkripsiyon Faktor 2) transkripsiyon faktorleri de JNK
yolagi tarafindan regiile edilmektedir [Ip YT et al., 1998], [Sekil 2.5], [Web 2, 2013].

IL-1 EGF UV-irradiation
TNF-o PDGF y-radiation etc.
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Sekil 2.5: SAPK/INK sinyal yolagi.

2.2.1.3. p38 MAPK Yolag

Cevresel stres, sitokinler ve endotoksinler ile aktive olan diger bir stress yolag1
ise p38’dir. p38 protein ailesi p38a, p38pB, p38y ve p385°dan olusan 4 tiye igerir. Elk-
1 ve ATF2’ nin yam1 sira MEF-2C, CHOP ve SAP-1 p38 ile aktif hale gecen
transkripsiyon faktorlerindendir [Rincon M et al., 2000], [Sekil 2.6], [Web 3, 2013].
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Sekil 2.6: p38 MAPK yolag:.

MAPK yolagimin 6nemli fonksiyonlarindan biri de AP-1 aile iiyeleri gibi erken
cevapli proto-onkogenleri regiile etmesidir [Rincon M et al., 2000]. MAPK’lar
transkripsiyon Oncesi, transkripsiyonda ve transkripsiyon sonrast bircok basamakta
diizenleme gorevine sahiptir. MAPK’lar tarafindan gen ekspresyonunun
diizenlenmesi ayrica protein degradasyonu yoluyla da yapilmaktadir. Ornegin, JNK
tarafindan fosforile edile c-jun’un ubikuitinlesmesi ve degredasyonu engellenerek
yar1 0mrii uzatilmaktadir [Fucsh S. et al., 1996]; [Musti A. et al., 1997]

Erken cevapli onkogenler ya da AP-1 proto-onkogenleri fos (c-fos, fra-1, fra-2,
fosB) ve jun (c-jun, junB, junD) ailelerinden olusmaktadir. Fos ve jun genleri,
transkripsiyon faktorii olan AP-1 ailesinin alt iinitelerini sentezlemektedirler [Reddy
S. et al.,, 2002]. AP-1 kompleksi Jun-Jun homodimerleri, Fos-Jun heterodimerleri ve
diger bazik-16sin fermuarli proteinlerden (ATF2) olusmaktadir [Karin M. et al.,
1997]. Bu kompleksler hiicre proliferasyonu ve hiicrelerin hayatta kalmasinda
(survival) gdrev alan bir ¢ok genin promotor/hizlandirict (enhancer) bolgelerinde yer
alan TRE (TPA response element) ‘ye baglanarak gen ekspresyonunu kontrol eder.
Farkli dimer kombinasyonlar1 farkli TRE’lerin transkripsiyonel aktivasyonunu ve
DNA baglanma afinitelerini belirler; AP-1 kompleksinin spesifitesi, kompleksi
olusturan alt {initelere baglh olarak degisirr MAPK’lar AP-1 transkripsiyon

aktivitesini, AP-1 genlerini regiile ederek ya da 6zel bazi Fos ve Jun genlerinin alt
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tinitelerini fosforile ederek diizenlerler [Karin M et al., 1997], [Sekil 2.7], [Wagner et
al., 2009].
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Biological responses

Sekil 2.7: Mitojen aktivasyonlu protein kinaz yolaginin aktivasyonu.

Asbest ile indiiklenen mezotelyal hiicrelerde transformasyonun, AP-1
kompleksinin DNA’ya baglanmasinda artis ile orantili oldugu goriilmiistiir. Ayrica
AP-1"1n DNA’ya baglanmasindaki artisin hasta ve normal rat mezotelyal hiicreler
kiyaslandiginda, hasta olan 6rneklerde daha fazla oldugu gozlemlenmistir. Asbeste
maruz birakilan rat plevral mezoyelyal (RPM) hiicrelerinde AP-1 komponenti olan c-
Jun, JunB v Fra-1 ekspresyonlarinda artig oldugu tespit edilmistir [Ramos Nino et al.,
2002].

2.2.1.4. JAK/STAT Yolag:

STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription) proteinleri
neredeyse tiim sitokin kaynakli sinyallere aracilik etmektedir. Bu proteinler
sitoplazmada inaktif halde bulunmaktadir. JAKs (Janus Kinase) ya da biiylime
faktorii reseptor tirozin kinazlar araciligr ile fosforile olup aktif hale gegerler. Yakin
zamanda yapilan ¢alismalarda src ve abl gibi bazi reseptor olmayan tirozin kinazlarin
da STAT proteinlerini fosforilledigi bulunmustur. Fosforillenme sonucu niikleusa

goc eden STAT’lar diger transkripsiyon faktorleri ile beraber gen ekspresyonu
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diizenlerler [Horvath, 2000]. Normal hiicrelerde liganda bagimli STAT aktivasyonu
gecici olup, dakikalarca ya da saatlerce siirmektedir. Transformasyonun temel nedeni
sayilabilecek hiicre biiyliime regiilasyonu bozuklugu olusan kanser hiicrelerinde ise
STAT proteinler (6zellikler STAT 1, 3 ve 5) kalic1 olarak fosforillenmekte ya da
aktive olmaktadir [Bromberg and Darnell, 2000].

ERK1/2 fosforilasyonunun ve ERK2 aktivitesinin asbest fiberlerine maruz
birakilan rat plevral mezotelyoma hiicrelerinde arttigi gézlemlenmistir. Ayrica EGF
ve TGF- a ile indiiklenen hiicrelerde ERK’lerin aktivasyonu goriiliirken PDGF ve
IGF-1 uygulanan hiicrelerde degisiklik goriilmemesi EGFR’in kritik 6nemini

gostermektedir [Zanella et al., 1999].

2.2.1.5. PDGFR Yolag

EGFR disinda diger reseptor tirozin kinaz molekiilleri de MM’de aktive
olmaktadir. Platelet Kaynakli Biiyiime Faktorii (PDGF) bag doku hiicreleri ve
mezotelyal hiicreler i¢in doza baglh artan miktarlarda mitojenik &zellik
gostermektedir. PDGF reseptorlerinin de (PDGFR) malign mezotelyoma hiicrelerde
normal mezotelyal hiicrelerle kiyaslandiginda farkli ekpresyon 6zellikleri gosterdigi
belirtilmistir. Malign hiicrelerde PDGFR- ekprese olurken normal mezotelyal
hiicrelerde PDGFR-a sentezlenmektedir [Langerak et al., 1996].

2.2.1.6. VEGF Yolag:

Vaskiiler Endoteliyal Biiylime Faktorii (VEGF) MPM hiicreleri tarafindan
sentezlenen diger bir biiyiime faktorii olup endoteliyal hiicre reseptorlerine
baglanarak yeni damar olusumunu indiiklemektedir [Pasello and Favaretto, 2009].
VEGF ile MPM arasinda biiyiik bir iliski bulunmaktadir ¢iinkii VEGF seviyesi bu
kanser tiiriinde diger tiim solid tiimorlerle kiyaslandiginda fazlalik gostermektedir.

Artan VEGF seviyesi ile hastalarin yagsama siireleri ters oranti gostermektedir

[Demirag et al., 2005].

12



2.2.1.7. c-MET Yolag

c-MET bircok malignanside rol oynayan bir tirozin kinaz reseptdrii olup HGF
(hepatosit biiyiime faktorii) bu reseptoriin bilinen tek ligandidir [Zucali et al., 2010].
Bu yolagin aktif hale gelmesi ile hiicre biiyiimesi, hareketliligi, invazyonu, metastazi
ve anjiyogenezi gibi birgok hiicresel faaliyet aktiflesmis olur [Pasello and Favaretto,
2009]. c-MET ile aktif hale gelen yolaklardan bazilar1 Ras/Erk, PI3K/Akt ve c-Src
yolaklaridir [Mazzone and Comoglio, 2006], [Giaccone and Zucali, 2008]. Ayrica
HGF seviyesi normal hastalarla kiyaslandiginda MPM hastalarinda daha fazla
oldugu i¢in bu molekiiliin hastaligin tani, teshis ve tedavisinde biyomarker olarak

kullanilabilecegi diistiniilmektedir [Pasello and Favaretto, 2009].
2.3. Kiiciik Molekiil Tirozin Kinaz inhibitorleri

Protein kinazlarin ii¢ boyutlu yapilari ile ilgili bilginin artmasi; elliden fazla protein
kinazin X-151n kristalografik yapilarimin belirlenmesi; ATP baglanma bdolgesinin
cesitli kisimlarindaki (adenin bolgesi, seker bolgesi, hidrofilik ve hidrofobik kanallar
ve fosfat baglanma bdlgesi) molekiiler etkilesimlerin anlagilmasi ilag gelistirilmesini
hizlandirmistir. ATP baglanma bolgesini tirozin kinazlar arasinda korunmus
olmasina karsin, kiiciik farkliliklar yiiksek selektif inhibitorlerin gelistirilmesine
olanak saglamistir. Klinik gelisme gosteren birgok kii¢iik molekiil hedefledikleri
kinazlarin ATP baglanma bdlgesinin yakinina, yapi iskeletlerinin bir boliimiinii
ATP’deki adenini taklit ederek baglanirlar. Bu ATP mimikleri katalitik bolgedeki
substrat baglanma bolgesinin rekabetci (kompetitif) inhibitorleri olup endojen ATP
ile (genellikle hiicrede milimolar seviyesinde) baglanmada yarisirlar [Sekil 2.8]. ik
bilesikler zayif ¢6ziiniirlik ve optimum seviyede bir hedef inhibisyonu i¢in yiiksek
dozda uygulanabilir molekiiller olarak {iretilmisler sonrasinda ¢oziiniirliiklerinin
arttig1 fakat kinaz domaine afinitelerinin azaldigr yeni bilesikler iiretilmistir. Bu
problemleri ¢6zmek i¢in doniisiimsiiz (irreversible) inhibitorler gelistirilmeye
baslamistir. Bunlarda temel amag secici inhibitdriin kinaz bolgesine kovalent bag ile
baglanip katalitik etkinin tamamen engellenerek bu inhibitorlerin potansiyel ilag
olarak kullanimi hedeflenmistir. Bu mekanizma ile ¢alisip siras1 ile EGFR ve HER-2

reseptorlerine baglanan CI-1033 (Pfizer) and EKB-569 (Wyeth) inhibitorlerine ek
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olarak birden fazla tirozin kinazi hedefleyip birgok yolagi bloklayan ve gelismis anti-
kanser etki gosteren inhibitorler de bulunmaktadir. PKI-166 EGFR ve HER-2’yi
inhibe ederken, SU6668 ise VEGFR, PDGFR ve FGFR’1 inhibe etmektedir
[Madhusudan and Ganesan, 2004], [Harari, 2004].
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Sekil 2.8: EGFR inhibitdrii olan mAB ve TKI i¢in baglanma bolgeleri ve sinyal
yolaklarinin sematize gosterimi.

Kolorektal kanserde kullanilan FDA onayli cetuximab ve panitumumab; bas ve
boyun yasst hiicreli karsinomalarda kullanilan nimotuzumab monoklonal
antikorlardan bazilar1 olup yine yakin zamanli ¢aligmalarda kullanilan lapatinib
gogls kanserinde kullanilan kii¢lik molekiil tirozin kinaz inhibitorlerinden bazilaridir
[Wykosky et al.,, 2011] [Tablo 2.2][Web 4]. Kii¢iik molekiil tirozin kinaz
inhibitorlerinden olan CL’nin (Sekil 2.9) [CalBiochem], EGFR ve Erb-2’ye kovalent
olarak baglanip reseptorleri bloke ederek EGF ile stimiile edilen otofosforilasyonu

doniistimsiiz olarak inhibe ettigi bildirilmistir [Discafani C.M. et al., 1999].
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Sekil 2.9: CL 387, 785 ajaninin molekiiler yapisi.

CL erbB-1’e C773 (sistein 773) bolgesinden baglanir [Landau et al., 2008]
(Sekil 2.10) [Fry, 2003] ve ATP baglanma cebinin sistein kisminda gergeklesen
Michael tipi katilma reaksiyonlarm1 etkileyerek EGFR fosforilasyonunu
engellemektedir. Bu kovalent baglanma sayesinde ATP baglanma boélgesi biiyiik
oranda inhibitor tarafindan tutuldugundan T790M etkisini goériilmez [Ghosh et al.,
2010]. 790. kodondaki treonin amino asitinin metionine dénmesi sonucu olusan
T790M mutasyonu kanser tedavisinde ilaca karsi diren¢ olusumunun en temel
nedenlerinden biridir [Nurwidya et al., 2013].

Sekil 2.10: ATP-kompetitif inhibitdrlerinin erbB-1 iizerinde baglandiklar
bilinen amino asit bolgelerinin molekiiler modeli.
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Kinaz inhibitorlerini hedefleyerek yapilan kanser tedavilerinde en c¢ok
karsilasilan problemlerden biri hiicrelerin inhibitorlere karsi direng kazanmasidir.

EGFR’da meydana gelen mutasyonlar hiicrelerin ilaca verecekleri tepkiyi
etkileyen en Onemli etkenlerdendir. Spesifik mutasyonlar yada mutasyonlarin
kombinasyonlart sonucu EGFR ve inhibitor arasindaki dinamik etkilesim
degismektedir. Bu da bir¢ok tiimorde ilaca kars1 verilen tepkiyi degistirmektedir. Bu
durumlarda doniisiimsiiz olarak baglanan inhibitdrler olusan/olusabilecek dirence
kars1 tek basina ya da diger inhibitorlerle kombine halde kullanilmaktadir. En ¢ok
goriilen mutasyonlardan olan 790. amino asitteki (ATP baglanma bdolgesi) treonin-
metionin degisimi klinik vakalarin %50’sinde EGFR’ in EGFR TKI’ne kars1 direng
gostermesine neden olmaktadir [Kosaka et al., 2006], [Pao et al., 2005], [Ma et al.,
2011], [Remon et al., 2014].

Tablo 2.2: FDA tarafindan onayl kii¢ciik molekiil tirozin kinaz inhibitdrleri.

Inhibitor Trade Name Target Cancer Type

Imatinib mesylate Gileevec ABL. c-KIT. PDGFR Ph+ CML, GISTs, ALL

Sprycel SFK, ABL CML, ALL

Tasigna ABL CMI

Bosulif SFK., ABL CMI

Iressa HERI] MNSCLC

Tarceva HERI] Lung

T'yvkerb HERI, HER2 Breast, others £
Caprelsa EGFR, VEGFR, RET Medullary thyroid

Xalkori EMLA-ALK NSCLC

Sutent VEGFR, PDGFR, c-KIT, FLT-3 GIST, renal

Nexavar B-Raf, VEGFR, PDGFR Renal, hepatocellular, prostate
VEGFR, c-KIT, PDGFR Renal; soft tissue sarcoma

2, PDGFR, RET, c-KIT, RAF Colorectal

EGFR ekzon 20’ de meydana gelen mutasyon sonucu hiicrelerin geftinib ve
erlotinibe diren¢ kazandig1 fakat CL 387,785’in bu hiicrelerde koloni olusumunu
engelledigi gozlemlenmistir [Sasaki et al., 2007].

Ayrica CL’nin yapilan diger bir c¢alismada ekzon 20°de goriilen nokta
mutasyonu (T790M) sonucu kazanilan dirence karst EGFR’ 1 bloke ederek sinyal
iletim molekiillerini baskiladigi gézlemlenmistir [Kobayashi et al., 2005].

Pasi et al. (2008) tarafindan yapilan calismada NSCLC’de uygulanan ve
gelecek vadeden gefitinib ve erlotinib, EGFR tirozin kinaz inhibitorlerinden ikisidir.
Bu iki inhibitérden herhangi birisi ile tedavi edilen hastalarin %10-20 oraninda

anlamli bir cevap alinmaktadir. Caligmalarin devaminda cevap alinan hastalarin
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EGFR geninde aktif mutasyon oldugu ve gen kopya sayisinin arttig1 tespit edilmistir.
Uzun siireli tedavi sonucunda hastalar inhibitorlere diren¢ kazanmaktadir ve timor
gelisimi  stirmektedir. Diren¢ mekanizmasi ya EGFR genindeki T790M
mutasyonundan ya da MET proto-onkogenindeki artistan kaynaklanmaktadir.
T790M mutasyonunun sterik engel (hindrance) yiiziinden geftinib/erlotinibin ATP
baglanma bolgesine baglanmasina engel oldugu diisiiniilmektedir. T790M gibi direng
mekanizmasini aktif hale getiren mutasyonlara karsin geri doniisiimsiiz TKI’leri
gelistirilmektedir. Bu ¢alismada; EGFR’1n mutasyonlu ve amplifiye oldugu H3255
hattina ve gefitinib direncli (GRH3255) hiicrelerine gefitinib ve CL-387,785
maddeleri uygulanmig; gefitinibe hassas hiicrelerde (H3255) her iki maddede
apoptozu indiiklerken, GRH3255 hiicrelerinde yalnizca CL’ nin apoptozu
indiikledigi goriilmiistiir. Diger bir ¢alisjmada EGFR geninin 746-750 bolgeleri arasi
silinen ve sonucunda tirozin kinazin aktivayon bolgesindeki ATP baglanma kismi
acikta kalan PC9 GR (delE746-750/T790M) NSCLC hiicrelerine gesitli tirozin kinaz
inhibitorleri uygulanmigtir. CL-387, 785 inhibitoriiniin biiylime, boliinme,
anjiyogenez gibi bir¢ok temel hiicresel faaliyette rol alan p-EGFR, p-AKT ve p-
ERK1/2 sinyallerini artan dozlarda baskiladigi belirtilmistir. delE746-750/T790M
mutasyonlarmi1 tastyan 3T3  hiicrelerine CL uygulamasi1 yine p-EGFR™1
baskilamaktadir [Zhou et al, 2009]. Chiu ve grubu (2012) tarafindan yapilan bir diger
caligmada gefitinibe L858R ve T790M mutasyonlar1 sonucu diren¢ kazanmis H1975
hiicrelerinin CL uygulanmasina daha net yanit verdigi goriilmektedir. CL’nin ¢esitli
kanser tiirlerinde 6rnegin kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde [Kobayashi et
al., 2005] ve gogiis kanserinde [Mayer et al., 2009] EGFR’ 1 bloke ederek sinyal

iletim molekiillerini baskiladig1 gézlemlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

CL-387,785 (Calbiochem, 233100), UO126 ethanolate (Sigma U120), SB
202190 (Sigma S7067), SP600125 (Sigma Aldrich S5567) Fetal Bovine Serum
(Lonza, DE14-802F; HyClone, SV30180.03), 10X Tyrpsin (Lonza, BE17-160E),
Penicillin-Streptomycin (HyClone, SV30010), Yagsiz siit tozu (%5), Agarose
(Sigma, A9539), Red Safe Nucleic Acid Staining Solution (Intron, 21141), ECL
(Thermo Scientific 32106; Thermo Scientific Plus, 32132), RT-PCR (Qiagen
RNeasy Mini Kit, 74104), DEPC (AppliChem A0881,0100), RNaseZAP (Sigma
R2020), DMSO (Sigma D5879), RPMI 1640 (Sigma Aldrich R6504; Lonza 15-
7020; HyClone SH3001103), Page Ruler Prestained (Thermo Scientific 26616),
Akrilamid/bisakrilamid (MP BIAC3752, %40; Applichem UN3426 ,%40), Medium
199 ( Sigma Aldrich M5017) , BCA Protein Assay Kit (Thermo, 23227).

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

CO; inkiibatorii (Thermo Forma), Laminar Akim Kabini (Herau Safe), Su
banyosu (Memmert), Plate Reader (Varioskan Flash), Isik Mikroskobu (Nikon TMS),
Floresans Mikroskobu (Nikon, Eclipse Ti-S), Dikey Elektroforez ve Transfer Sistemi
(BioRad Mini Protean), PVDF Western Blotting Membrane (Amersham Biosciences,
Hybond-P), Sogutmali Mikrosantrifiij (Beckman Coulter 22R), Mikrosantrifiij,
(Eppendorf Mini Spin), Santrifiij (Beckman Coulter Allegra X-22, Eppendorf
Centrifuge 5810R), Sicaklik Inkiibatérlii Calkalayici (BioSan , ES-20), Termal
Dongii Cihazi (BioRad), Ger¢ek Zamanli Termal Dongii Cihazi (Roche, LC4801II),
Hassas terazi (Precisa XB320M), -80°C Dondurucu (Symphany), pH Metre (Mettler
Toledo), Jel Goriintiileme Sistemi (BioRad, ChemiDoc XRS+), Vortex (Yellowline
TTS2), Sivi Azot Tanki (Arpege 140), Otoklav (Hirayama, HVE-50), Orbital Shaker
(IKA, Yellow line), Isitic1 Blok (VWR), Manyetik karistiric1 (Heidolph).

18



3.1.3. Kullanmilan Soliisyonlar

M199: 500ml besiyeri i¢gin M5017 Sigma besiyerinden 4.75 gr tartilir 50 ml
suda ¢oziiliir, 0.62 gr NaHCO3 50 ml suda ¢6ziiniir, 100 mI’lik karisim 0,22 uM’lik
filtreden gegirilir. Karisim otoklavlanmis 333 ml distile suya eklenir, 5 ml pen/strep,
50 ml FBS, 10 ml HEPES (final konsantrasyon 20 mM), 2 ml L-glutamine (final
konsantrasyon 0,75 mM), 10 uM EGF (3.3 nM final konsantrasyon), 1445 uM
hydrocortizone (400 nM final konsantrasyon), 250 puM insulin (870 nM final
konsantrasyon) eklenerek besi yerinin pH’1 7.2-7.4 arasinda olacak sekilde ayarlanir.

RPMI: R6504 Sigma besiyerinden 5.2 g tartilir 50 ml suda ¢oziliir, 19
NaHCO3 50 ml suda ¢oziiliir, 100 mI’lik karisim 0,22 uM’lik filtreden gegirilir.
Karigim otoklavlanmig 345 ml distile suya eklenir, 5 ml pen/strep ve 50 ml FBS
eklenerek besi yerinin pH’1 7.2-7.4 arasinda olacak sekilde ayarlanir.

EGF (Sigma E9644) asetik asit ile ¢oziilmistir. 0,2 mg (toz) stok EGF’e 0,2
ml (10mM ) asetik asit karistirilarak 1 mg/ml EGF stok hazirlanmistir. Deneylerde
kullanilan EGF serumsuz besiyeriyle 100 uM olacak sekilde seyreltilmistir.

10X PBS: 80 g NaCl, 2 g KClI, 14.4 g Na2HPO4.7H20, 2.4 g KH2PO4 son
hacim 1 L olacak sekilde distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra (pH 7.4), 0,22
uM’lik filtre yardimi ile sterilize edilmistir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda 1:10
oraninda steril distile su ile seyreltilerek 1X PBS olarak kullanilmistir.

1X Tripsin: Ticari olarak elde edilen 10X Tripsin, steril 1X Pack Saline ile
1:10 oraninda seyreltilerek hiicre pasajlamada kullanilmistir.

1X Puck’s Saline A: 6 g NaCl, 0.4 g KCI, 10 g Glukoz (D- Glukoz), 0.0005 g
Fenol Red, 0.35 g NaHCO2 ya da NaHCO3 100 ml suyun iginde ¢ozilip 0,22
uM’lik filtreden gegirilip, pH 7.2’ye ayarlanir. Sonrasinda 1 1t’ye steril dH20 ile
tamamlanir.

Hiicre Dondurma/Stok Medyumu: FBS’e %5 (v/v) olacak sekilde DMSO
eklenerek hazirlanmis ve -200C’de muhafaza edilmistir.

10X SDS-Yiiriitme Tamponu: 30.3 g Tris Base, 144.1 g Glisin ve 10 g SDS
tartilarak toplam hacim 1 L olacak sekilde distile su (dH20) igerisinde ¢oziilmiistiir.
SDS-PAGE i¢in kullanilacagi zaman ise distile su ile 1:10 seyreltilerek (1X)

kullanilmustir.
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10X Transfer Tamponu: 30.3 g Tris Base, 144.1 g Glisin tartilarak distile su ile
1 L total hacim igerisinde ¢ozilmiistiir.

1X Transfer Tamponu: Hazirlanacak toplam hacmin %10’u 10X Transfer
tamponu, %20’si metanol igerecek sekilde soliisyonlar meziir ile 6l¢iilmiis ve hacmin
geri kalan1 dH20O ile tamamlanmistir. (1 L 1X Transfer Tamponu i¢in; 100 ml 10X
Transfer Tamponu + 200 ml metanol + 700 ml dH20).

4X SDS Yiikleme (Laemmli) Boyasi: 0,134 ml Tris-HCI (0,2 M pH 6.8), 0.8 g
SDS(%40 SDS’ten 0,4 ml), %40 Gliserol (0,8 ml %100), %0.4 (w/v) Bromophenol
Blue (%3 ‘likkten 0,267 ml), %20 B-Mercaptoethanol(%100’likten 0,4 ml), toplam
hacim 2 ml olacak sekilde dH2O eklenerek falkon tiipte birbirlerine iyice karigmasi
saglanmistir. Karisim homojen hale getirildikten sonra aliiminyum folyo ile sarilarak
-200C’de muhafaza edilmistir.

10X TBS: 0,5 M Tris-HCI (250 ml %100 Tris-HCI’den, pH 7.4), 1,5 M NaCl
(187,5 ml ,4 M NaCl’den ) yaklasik 800-900 ml dH2O igerisinde ¢ozilmiis ve HCI
ile pH aralig1 7.4-7.6’ya ayarlanarak final hacim 1 litreye tamamlanmastir.

1X TBS-T: 10X TBS tamponu distile su ile 1:10 oraninda sulandirilarak 1X
TBS hazirlanmistir. Elde edilen 1X TBS igerisine ise %0.1 (v/v) olacak sekilde
Tween 20 eklenmistir.

Membran Bloklama Soliisyonu: %5 (w/v) olacak sekilde yagsiz siit tozu
tartilarak 1X TBS-T igerisinde ¢oziilmiistiir.

Tris-HCI Cozeltileri: SDS-Poliakrilamid jel i¢in iki ayr1 Tris-HCI ¢ozeltisi (1.5
M pH 8.8 ve 1 M pH 6.8) kullanilmaktadur. Istenilen hacim i¢in 1.5 M olacak sekilde
Tris tartilmis ve bir miktar dH2O igerisinde ¢oziilmiistiir. Derisik (12.2 M) HCl ile
pH’s1 8.8’e diger Tris ¢ozeltisinin pH’s1 6.8’e ayarlandiktan sonra dH2O ile son
hacime tamamlanmuistir.

RNase’s1z Su: Ticari olarak alinan 1ml DEPC, koyu sise igerisinde 1 litre ¢ift
distile suya (ddH20) eklenerek gece boyu karistiritlmis ve 1210C’de 20 dk otoklav
edilmistir.

Liziz Tamponu: 150 mM NacCl (15 ml, 1 M NaCl’den), 1 mM MgCl12 (0,1 ml,
1 M MgCI2 ‘den), %10 gliserol (10 ml), 20 mM Tris (2 ml, 1 M Tris-HCI, pH 7,5-8),
%1 Triton X-100 (1 ml), 71,9 ml dH20
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3.2. METOD

3.2.1. Hiicre Kiiltiiru ve Alt Kiiltiirleme

Met5A hiicreleri ve SPC-212 hiicreleri %10 (v/v) FBS ve %1 Pen/Strep igeren
sirastyla M199 ve RPMI besiyerlerinde 37°C’de ve %5 CO, kosullarinda inkiibatorde
biyiitilmustir. Hiicrelerin besiyeri ortalama 2-3 giinde bir taze besiyeri ile
degistirilirken, yeterli yogunluga ulasan hiicreler ise pasajlanmistir.

Hiicrelerin yogunlugu (confluency), biiyiitiildiikleri flaskta yaklasik % 90-100
oranina ulastiginda alt kiiltiirleri yapilmistir. Flasktaki besiyeri vakum yardimiyla
¢ekildikten sonra yaklagik 1-2 ml (25 cm®lik petri i¢cin) 1X PBS ile yikanan
hiicrelere, hiicre-hiicre ve hiicre-ylizey baglantilarin1 ayirmak i¢in 1-1.5 ml 1X
Tripsin eklenerek hiicreler kaldirilmistir. Oda sicakliginda 1000 rpm’de 5 dk
santrifiijiin ardindan st sivi gekilir (tripsin ve besi yeri) ve belirlenen oranda (1:3)
seyreltmek amaciyla tiiplin dibinde olusan hiicre pelletinin iistiine taze besiyeri
eklenir. Hiicre ¢okeltisi homojen olarak dagitildiktan sonra taze besiyeri bulunan
flasklara nazikge ilave edilir ve 37°C’de nemli, %5 CO, inkiibatdriinde bilyiimesi

saglanir.

3.2.2. Hiicre Stoklama

1X tripsin ile flasktan kaldirilan hiicreler iizerlerine 5:1 oraninda besiyeri
eklenerek tripsinin etkinligi azaltilmistir. Hiicreler 1000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilerek ¢okertildikten sonra iist kistmdaki sivi atilarak pellet 1 ml hiicre dondurma
soliisyonu ile silispanse edilmistir.Soliisyon kriyo tiiplere aktarilarak hizli bir sekilde

buzda -80°C’ye ve sonrasinda -196 °C’ye aktarilmustir.

3.2.3. Hiicre Proliferasyon Testi

Hiicre canliligini belirlemek amaciyla kullanilan MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H tetrazolium salt), canli
hiicrelerin mitokondriyal aktiviteleri sonucu, tetrazolium tuzunun, renkli bir iiriine

doniistiiriilmesi temeline dayanir. Dehidrogenaz enzimlerinin trettigi formazan
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miktari, kiiltiirdeki canli hiicre sayisiyla ve mitokondriyel aktivite ile dogru
orantilidir ve spektral yontemler kullanilarak 490 nm’de formazan miktar1 dl¢iilebilir.

Met5A ve SPC-212 hiicre hatlar1, 200 ul’de 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde
96-kuyulu plakalara ekilerek, FBS igeren besiyerinde 24 saat inkiibe edilmistir. 24
saat sonra 1,5,10,20 ve 30 uM’lik CL-387,785 ile muamele edilen hiicreler 0- 96
saatler arasinda izlenmistir. MTS deneyi i¢in CellTiter 96 Aqueous One Solution
Cell Proliferasyon Assay kiti (Promega) kullanilmistir. 20 pl MTS bilesigi, 200 ul
besiyeri iceren her bir kuyuya eklendikten sonra, 37°C’de 1 saat inkiibasyona
birakilmig, bu siirenin sonunda plate 25°C’de 5 dakika bekletilerek reaksiyon
iceriginin oda sicakligina gelmesi saglanmistir. Mikroplate Reader (Thermo,
Varioskan Flash) kullanilarak 490 nm dalga boyunda fotometrik 6l¢iim yapilmistir.
Ortalamalar ve standart sapmalar Mikrosoft Excel programi kullanilarak; istatistiksel

hesaplamalar Annova ve Benforoni testleri ile SPSS programinda yapilmustir.
3.2.4. Protein Izolasyonu

Petrilere 2X106 SPC212 hiicresi ekildikten 24 saat sonra PBS ile yikanan
hiicreler serumsuz besi yerinde starvation tabi tutulmustur. EGFR, ERK, JNK, p38
proteinlerinin aktivasyonu ve toplam protein seviyelerinde doza bagli meydana
gelen degisimler belirlenmistir. SPC212 hiicrelerinden CL uygulamasinin 3 saat
sonrasinda total protein izolasyonlari yapilmistir. Hiicreler izolasyonun 15 dak
oncesinde EGF (100 ng/ml) ile indiiklenmistir ve tizerlerindeki besiyeri ¢ekildikten
sonra PBS ile yikanmis ve tizerlerine 200 ul (%1 proteaz-fosfataz inhibitorii igeren)
lizis buffer eklenerek hiicrelerin lizisi gerceklesirilmistir. 14000 g’de 7 dakika
santrifiij edilen hiicrelerin supernatant: yeni bir tiipe aktarilmistir. Protein lizatindan

20 pl BCA assay i¢in ayrilmistir. Proteinler — 20 °C’de muhafaza edilmistir.
3.2.5. Protein Miktar Tayini

Izole edilen total protein miktarlan Thermo BCA Protein Assay ile
belirlenmistir. BCA (bicinchoninic acid) i¢eriginde bulunan Cu+2 iyonlarinin, alkali
ortamda protein ile tepkimeye girmesiyle Cu+’ya indirgenmesi (Biuret tepkimesi)

sonucu olusan mor-menekse renkli iiriinlin kolorimetrik olarak 6l¢iilmesi temeline
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dayanmaktadir. Olusan iiriin ise 562 nm’de maksimum absorbans vermektedir.
BCA’nm iki soliisyonu (Reagent A ve B) 50:1 oraninda karistirilarak 96-kuyucuklu
plakanin her bir kuyucuguna 200 pl eklenmistir. Elde edilen protein lizatlarindan ve
konsantrasyonlar1 bilinen protein standartlarindan her bir kuyucuga iki tekrarh
olacak sekilde 10’ar pl eklenerek iyice karistirilmistir. Kuyucuklara liziz tamponu da
kor kuyucuk (blank) olarak eklenmis, olusan {iriiniin 1s1iktan etkilenmemesi i¢in 96-
kuyucuklu plaka aliiminyum folyo ile sarilarak 370C’de 30 dk inkiibe edilmistir.
Plakanin oda sicakligina sogumasi beklendikten sonra 562 nm’de absorbans
degerleri Ol¢lilmiistiir. Protein standartlarinin ve 6rneklerin absorbans degerlerinin
ortalamasi alinarak kor kuyucugun absorbans degeri bu ortalamalardan ¢ikarilmistir.
Standartlarin absorbans degeri kullanilarak grafik ¢izildikten sonra dogrusal grafigin
formiilii ile R2 degeri hesaplanmistir. Hesaplanan formiilde ilgili yere absorbans
degerleri yazilarak protein lizatlarinin  konsantrasyonlar1 pg/ml cinsinden

hesaplanmustir.

3.2.6. SDS-PAGE ve Western Blotting

Protein seviyelerinde meydana gelen degisimleri analiz etmek amaciyla SDS-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve Western blotting uygulamalari
yapilmistir.15 pg total protein lizat1 4X sample yiikleme tamponu ile karistirilmis,
proteinleri denatiire etmek amaciyla 95°C’de 5 dk inkiibe edildikten sonra drnekler
kuyulara vyiiklenerek jelde yiiriitilmistir. %10 SDS-PAGE ile ayrigtirilan
proteinlerin jelden PVDF membrana aktarilmasi 1,5 saat 110 V elektrik akimi ile
gerceklestirilmistir.  Transfer verimliligi ve proteinlerin  yeri renkli marker
kullanilarak belirlenmistir. Membran %5 (w/v) yagsiz siit tozu igeren 1X TBS-T
icerisinde, 80-100 rpm’de oda sicakliginda 1saat calkalanarak bloklama islemi
gerceklestirilmistir. Membran 1X TBS-T ile {i¢ kez (5, 10 ve 5 dk siireyle) 240
rpm’de ¢alkalanarak yikanmistir. Membran, %35’lik yagsiz siit tozu igerisinde
belirlenen oranlarda seyreltilere hazirlanan primer (birincil) antikor ile +4°C’de gece
boyu 80-100 rpm’de ¢alkalanarak inkiibe edilmistir.Birincil antikor ile inkiibasyonun
ardindan membran 1X TBS-T ile 3 kez yikanmistir. Membran, %5’lik yagsiz siit
tozu igerisinde belirlenen oranlarda seyreltilerek hazirlanan HRP-konjuge sekonder

(ikincil) antikor ile +4°C’de 1,5 saat 80-100 rpm’de calkalanarak inkiibe edilmistir.
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Ikincil antikor ile inkiibasyonun ardindan 1X TBS-T ile 3 kez yikanan membran,
ECL (enhanced chemiluminescence) plus kit (Pierce) igerigindeki soliisyonlar
kullanilarak iiretici firmanin 6nerdigi sekilde karanlik ortamda, oda sicakliginda 5 dk
muamele edilmistir. Membran aliiminyum folyo ile sarilarak ChemiDoc XRS+
(BioRad) cihaz1 ile goriintiilenmistir. Elde edilen protein bantlarinin yogunlugu ve
protein miktarlar1 BioRad ImageLab programi ile analiz edilerek protein
seviyelerindeki degisimler karsilastirilmistir. Referans olarak B-aktin kullanilmis ve
deney gruplarni birbirlerine gére normalize etmek amaciyla, Olgiilen bant
yogunluklar1 her bir deney grubuna ait -aktin bant yogunluklarina boliinerek elde
edilen degerler analiz edilmistir. Asagida Tablo 3.1 ‘de jel konsantrasyonlari ve

3.2°de deneylerde kullanilan antikorlar gosterilmektedir.

Tablo 3.1: %10’1uk ayirma jeli ve %4.5’1ik paketleme jeli hazirlamak i¢in kullanilan
maddeler ve miktarlari.

Running Gel (%10) Stacking Gel (%4.5)
dH20 7.75 ml 3.1ml
Tris-HCI 4 ml (pH 8.8) 1.25 ml (pH 6.8)

15M 0.5M
%10 SDS 159.6 ul 50 ul
%40 Acr:Bis 4 ml 562 ul
%10 APS 79.8 ul 25 ul
TEMED 11.4 ul 5ul
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Tablo 3.2: Westen Blotting’de ilgili proteinlerin saptanmasi amaciyla kullanilan
primer ve sekonder antikorlar ile kullanilan seyreltme oranlari.

Birincil (1°) 1° Antikor Sekonder 2° Antikor Katalog
Antikor Seyreltme Orani (2°)Antikor Seyreltme Orani Numarasi
EGFR 1:1000 Anti-Rabbit 1:1000 Cell jiz%r;a””g
p-EGFR 1:100 Anti-Rabbit 1:1000 Cell Signaling
3777
ERK1 1:200 Anti-Rabbit 1:1000 sCo4
p-ERK 1:200 Anti-Mouse 1:1000 SC7383
Jnk 1:1000 Anti-Mouse 1:1000 SC7345
p-jnk 1:1000 Anti-Rabbit 1:1000 Cell Signaling
4668
p38 1:1000 Anti-Rabbit 1:1000 Cell Signaling
9212
p-p38 1:1000 Anti-Rabbit 1:1000 Cell Signaling
4511
AKT 1:1000 Anti-Rabbit 1:1000 Cell Signaling
4691
p-AKT 1:2000 Anti-Rabbit 1:1000 Cell Signaling
4060
p-c-jun 1:1000 Anti-Rabbit 1:1000 Cell Signaling
3270
B-actin 1:2000 Anti-Mouse 1:1000 SC47778
Anti-Mouse 1:2000 SC2005
Anti-Rabbit 1:1000 Cell Signaling
7074

3.2.7. Total RNA izolasyonu

Hiicrelerde CL uygulamasi sonucu EGFR alt yolaginda rol alan ELK-1, jun,
STAT1, STAT3 ve STAT5A nin gen ifadelerindeki degisimlerin qRT-PCR ile analiz
edilebilmesi icin 1x10° SPC212 hiicresi serum starvation yapildiktan sonra hiicrelere
3 saatlik siire i¢in 100 nM dozda CL uygulanmustir. Lizizden 15 dakika 6nce 100
ng/ul EGF ile indiiklenen hiicrelerden total RNA izolasyonlart 3, 6, 12 ve 24
saatlerde yapilmistir.

Oncelikle RNA izolasyonu vyapilacak yiizey ve kullanilacak malzemeler
RNaz’siz su ile hazirlanmis %70’lik (v/v) etanol ve RNAZap ile silinmistir.
Hiicrelerin besiyeri uzaklastirildiktan sonra hiicreler 1X PBS kazinarak kaldirilmastir.
Falkona alinan hiicre-PBS karisimi oda sicakliginda 1000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Ust s1iv1 ¢ekildikten sonra pelletin 350 ul RLT buffer (liziz
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buffer) eklenmis ve RNase/DNase free tiipe alinip lizizleri yapilmistir. 3 dk 14000
rpm’de santrifiij edilip supernatant yeni bir tiipe aktarilmistir. Uzerine 350 ul %70
Etanol (1:1) eklemistir. Karisim 2 ml’lik toplama tiipiine 700 pl transfer edilip, 15 sn
8000xg yada 10000 rpm’de santrifiij edilmistir. Atik sivi kisim atildiktan sonra 700
ul RW1 buffer spin kolona eklenmis ve 15 sn 10000 rpm’de santrifilij edilmistir.
Daha sonra 500 ul RPE buffer spin kolona eklenmistir ve yukaridaki sekilde
santrifiij edilmistir, atik sivi kisim atilmistir. 500 pl RPE buffer spin kolona
eklenmis, 2 dk 8000xg yada 10000 rpm’de santrifiij edilmistir. Spin kolon 1,5 ml
toplama tiipiine yerlestirildikten sonra, 40 pul RNase free su eklenip RNA’y1 siizmek
icin 1 dk 8000 g de santrifiij edilmistir. Elde edilen total RNA karisimindan 3 kez
saflik 6l¢climiil yapilmasi i¢in 6 ul, jelde yiiriitmek i¢in de 2-4 ul RNA ayrilmistir.

3.2.8. cDNA Sentezi

Revers transkripsiyon reaksiyonu 100 ng RNA kullanilarak gergeklestirilmistir.
Random Hexamer Primer (60 uM final konsantrasyon), RNA ve su karisimi total
hacim 11.4 ul olacak sekilde hazirlanmistir. Template-primer karigimi tiipler 65 © C
‘de 10 dakika 1sitilmigtir. Reaksiyon buffer (8 mM MgCl, konsantrasyonu), RNase
inhibitort, ANTP mix (final konsantrasyonu 1 mM her birinden), DTT (5 mM final
konsantrasyonu), ve Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase (final
konsantrasyonu 10 birim) den olusan karisim tiiplere son hacim 20 pl olacak sekilde
eklenmistir. Oda sicakliginda 29 °C ‘de 10 dakika inkiibasyon sonrasinda 48 ° C ‘de
60 dakika inkiibe edilmistir. 85 © C ‘de 5 dakika bekletilerek Transcriptor High
Fidelity Reverse Transcriptase enzimi inaktif edilmistir. Reaksiyon tiipler buza

alinarak -20 ° C ‘de daha sonra kullanilmak tizere saklanmistir.
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3.2.9. RT-PCR

Primer-probe karisimindan son hacim 1X olacak sekilde alinir, su ve final
konsantrasyonu 1X olacak sekilde LightCycler 480 Probe Master karigimi ile PCR
mix olusturulmustur. 1:3 oraninda seyreltilen cDNA” ler toplam hacim 10 ul olacak
sekilde 384’lii plaga yerlestirilmistir. QPCR reaksiyonlar1 LightCycler 480
sisteminde analiz edilmistir. Referans gen olarak B-Aktin (ACTB) ve hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1)  kullanilirken, deney  gruplarinin
normalizasyonu kontrol grubuna gore yapilmustir. PCR  reaksiyonlarinda
kontaminasyon kaynakli olast hatalarin belirlenmesi amaci ile kalip cDNA
icermeyen negatif kontrol gruplari da kuyucuklara eklenmistir. PCR reaksiyonu
sonucunda olusan {rilinlerin 6zgiin olup olmadiginin belirlenmesi i¢in de bu
reaksiyonlara ait erime egrileri analiz edilmistir. qPCR sonuglart AACt metodu ile
analiz edilmistir. AACt degerleri kullanilarak gen ifadelerindeki goreceli degisim
hesaplanarak grafikleri ¢izilmistir. Asagida real time reaksiyonunun sicaklik, siire ve

dongii sayilart belirtilmistir.

Tablo 3.3: RT-PCR sirasinda kullanilan sicaklik ve siireleri.

Sicaklik (°C)

Siire

Dongii Sayist

Pre-Inkiibasyon

95

10 dakika

PCR Amplifikasyonu (45 Dongii)

Denatiirasyon 95 10sn
Baglanma 60 15sn
Uzama 72 1sn
Soguma 40 10sn
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4. SONUCLAR

4.1. CL-387,785’ in Met5A ve SPC212 Hiicre
Proliferasyonuna Etkisi

Met5a ve SPC212 hiicrelerinde CL molekiiliiniin hiicre canliligina doza ve
zamana bagimli etkileri MTS hiicre proliferasyon testi ile belirlenmistir. FBS iceren
besiyerinde 24 saat inkiibe edilen hiicrelere 0-30 uM’lik CL eklenerek 0-96 saatler
arasinda hiicre proliferasyonundaki degisimler incelenmistir. Hiicre canlilig1
absorbans degerlerine gore degerlendirilmistir.

Met5a hiicrelerinde inhibitoriin hiicre biiylimesi tizerindeki anlamli azaltici
etkisi 72. saatte 5 uM ve lizeri dozlarda gozlemlenirken SPC212 hiicrelerinde bu etki

48 . saatten itibaren 10 uM’lik konsantrasyonlarda etkin bulunmustur (Sekil 4.1).

CL Treated Met5a

1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

oD

24 48 72 96
HOURS

a) HUNTREATED #1puM ®5pM H10uM ®20uM H 30uM

CL Treated SPC212

2,00
1,80
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

oD

HOURS

b) B UNTREATED ®1uyM ®5pM & 10puM ®20uM ® 30uM

Sekil 4.1: CL’ nin Met5a a) ve SPC212 b) hiicre canliligina etkisi.
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Sekil 4.1°de MTS testi 0, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde uygulanmistir. Sonuglar 3
bagimsiz deneyin ¢iftli tekrarlari olarak yapilmis ve ortalamalar1 alinmigtir. p degeri
SPSS programinda One way ANOVA ve Benforoni testleri ile hesaplanmistir. p
degeri *P<0,005 ve #p<0,001 olarak hesaplanmistir.

4.2. CL 387,785 Molekiiliiniin MAPK Sinyal Yolagindaki
Protein Diizeylerine Etkisi

SPC212 hiicrelerinde CL 387,785’in doza bagimli olarak MAPK sinyal
yolaginda rol alan bazi anahtar proteinler iizerinde etkisinin incelenmesinde, %70-80
yogunlugundaki hiicreler serumsuz besi yerine aktarildiktan sonra, CL molekiilii
eklenerek 3 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun bitiminden 15 dakika
once hiicreler EGF (100 ng/pl) ile indiiklenmistir. Protein diizeyleri SDS-PAGE ve
Western Blotlama yontemleriyle belirlenmistir. Boylelikle spesifik EGFR inhibitori
olan CL’nin MAPK yolagindaki etkisi gozlenmistir. Sekil 4.2’de klasik MAPK
yolaginin asagi akiminda yer alan ERK1/2 proteinlerinin fosforilasyonu ve toplam
seviyeleri gosterilmektedir. SPC212 hiicrelerinde CL, EGFR aktivasyonunu 5 ng’in
tizerindeki konsantrasyonlarda diisiirmektedir. 100 ng {izerindeki konsantrasyonlarda
EGFR fosforilasyonu tamamiyle inhibe edilmistir. EGFR protein seviyesi 5 ng CL
konsantrasyonu ile indiiklenirken, 100 ng’dan itibaren asag regiile edilmistir. ERK
fosforilasyonu 100 nm {iizerinde engellenirken toplam ERK seviyesinde degisiklik

gbzlenmemistir.
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5 10 50 100 500 1000 CL 387,785 (nM)

+ + + + + + + EGF (nM)
a. | =i | p-EGFR
b [ — e a— . —
C. | — | p-ERK
d | — e ————| ERK1
€. | | Aktin

Sekil 4.2 : CL’ nin p-EGFR a), EGFR b), p-ERK ¢), ERK1 d) ve aktine)
proteinlerinde doza bagli meydana getirdigi degisim. (Aktin proteini kontrol olarak
kullanilmustir.)

Arastirmamizda klasik MAPK/ERK yolaginin analizinin takibinde stresle
aktive olan MAPK yolaklar1 da incelenmistir. CL molekiiliiniin SAPK yolagindaki
anahtar proteinlerden olan p38 ve jnk proteinlerin fosforilasyonlarinin ve toplam
seviyelerinin doza baglh olarak degisimi 3 saatlik inhibitdr inkiibasyonla
belirlenmistir. CL’nin 0-1000 nM dozlarda bu yolaklarda protein fosforilasyonlarina

ve protein seviyelerine etkisinin olmadigi belirlenmistir (Sekil 4.3).

5 10 50 100 500 1000 cCL 387,785 (nM)
+ + + + + + +  EGF (nM)

p-p38

p38

JINK

|
|
| | p-JNK
|
|

® o 0 T

Aktin

Sekil 4.3: CL’nin p-p38 a), p38 b), p-JNK c), INK d) ve aktin e) proteinlerinde doza
bagli meydana getirdigi degisim.
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4.3. CL’nin PI3K/AKT Yolag Uzerine Aktivitesinin
Olculmesi

CL uygulamasi sonucu AKT sinyal yolaginda bulunan p-AKT proteinindeki
degisimi incelemek amaciyla 0-1 uM CL uygulanarak 3 saatlik siirede AKT
fosforilasyon ve total protein miktar1 incelenmistir. 100 nM tizerindeki dozlarda CL
uygulamast AKT fosforilasyonunu etkilerken toplam AKT seviyesinde degisim

gozlenmemistir (Sekil 4.4).

- 5 10 50 100 500 1000  CL 387,785 (nM)
+ + + + + + + EGF (nM)
a. [— — — —— | p-AKT
b, [= | AKT
c. | | Aktin

Sekil 4.4: CL’nin p-AKT a), AKT b) ve aktin ¢) proteinlerinde doza bagli meydana
getirdigi degisim.

4.4. CL’nin Zamana Bagh Etkisinin Incelenmesi

SPC212 hiicrelerinde CL’nin zaman bagmli etkisinin incelenmesinde
hiicrelere 10,100 ve 1000 nM konsantrasyonlarinda CL eklenerek 6, 12 ve 24.
saatlerde protein diizeyleri SDS-PAGE ve Western Blot yontemleriyle belirlenmistir.
Sekil 4.5’de goriildiigii iizere ERK fosforilasyonlarinin inhibisyonu 1 pM’ m
altindaki dozlarda 24 saat icinde kaybolurken 1uM dozda hala engellenmektedir.

Benzer durum AKT fosforilasyonlarinda da gézlemlenmektedir.
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6h 12h 24 h

10 100 1000 - 10 100 1000 - 10 100 1000  cL(nM)
+ + + + + + + + + + + + EGF (nM)

| | EGrR

[— ——— ] — o— o || g— ———— ] EGFR
M|m ||--- e |pERK
b—_aﬂaa‘,—ﬂ-—-z | ERK

= = — — |pAKT

e :—|_“-ﬂ—-- | AKT

| 10 1 ] .
al uli 1 Aktin

Sekil 4.5: 10, 100, 1000 nM CL zamana bagl olarak p-EGFR, EGFR ,p-ERK,
ERK, p-AKT, AKT ve aktin proteinlerinde meydana getirdigi degisim. (Aktin
kontrol olarak kullanilmustir.)

4.5. CL’nin Etkisinin mRNA Diizeyinde incelenmesi

SPC212 hiicrelerinde CL’nin gen ekspresyonlar1 iizerinde Zamana bagiml
olarak etkisinin incelenmesinde p-ERK ve p-AKT seviyelerinde diisiisiin basladigi
100 nM konsantrasyonu segilerek uygulanmis ve etkisi 3, 6, 12 ve 24. saatlerde
incelenmistir. Bu amagla, 6nce RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve real time PCR
yapilarak, c-jun, STAT1, STAT3A, STAT5A ve elkl genleri incelenmistir. Referans
gen olarak aktin (actb) ve hprt kullanilmis hesaplamalar aktin dikkate alinarak
yapilmistir. AACt yontemi ile goreceli miktar degisimi hesaplanmistir (Sekil 4.6).
AACt yontemi ile farkli deneylerden elde edile Ct degerleri referans gene (actb) gore
normalize edilip kiyaslanmis, ilgili gendeki ekspresyon farkliligi 2"°(-AACt)

hesaplamasi sonucu bulunmustur [Web 5].
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kontrol 3h 6h
2
1 T T
= = u STAT3-actb
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2
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2
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0 H N | L
e) kontrol 3h 6h 12h 24h

Sekil 4.6: CL’nin zamana bagli olarak sirasi ile c-jun a), STAT1 b), STAT3 ¢),
STATS5A d) ve elkl e) transkripsiyon faktorlerinin mMRNA seviyelerine olan etkisi.

Sekil 4.6'da, sonuglar 2-3 bagimsiz deneyin ¢iftli tekrarlar1 olarak yapilmis ve
ortalamalar1 alinmistir. p degeri SPSS programinda One way ANOVA ve Benforoni

testleri ile hesaplanmstir. p degeri *P<0,005 olarak hesaplanmustir.
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5. TARTISMA

Calismamizda CL’nin etkisi ilk kez mezotelyoma hiicrelerinde incelenmistir.
[lk olarak, kontrol ve malign mezotelyoma hiicre canlilig1 iizerine CL’ nin (0-30 pM)
etkisi incelenmistir. SPC212 hiicrelerinde 48. saatte 10 uM f{izerindeki dozlarda
hiicrelerin proliferasyonunu inhibe ederken, MetSA hiicrelerinde aymi dozda 72.
saatte etkin olmaktadir. CL uygulamasinda hiicre canlilif1 istatiksel olarak anlamli
sekilde azalmaya baslamistir (Sekil 4.1). Sonuglarimiz dogrultusunda CL’nin kanser
hiicreleri {lizerinde konsantrasyon ve zamana bagimli olarak daha etkin oldugunu
sOylemek miimkiindiir.

Ras/Raf/MEK/ERK1/2,PI13K/Akt ve JAK/STAT sinyal yolaklart EGFR
molekiilii ile aktive olan yolaklardandir. CL’nin protein diizeyindeki etkisi bu
yolaklar ftizerinde incelenmistir. MAPK yolagininin ERK {izerinden aktif olan
kisminda en ¢ok calisilan kinazlar ERK1 ve ERK2’dir [Ramos-Nino et al., 2004].
Sekil 4.2’de CL’nin EGFR ile ERK iizerindeki etkisi goriilmektedir. Artan CL
konsantrasyonlarinda EGFR fosforilasyonu 5 nM ve tizerinde, ERK fosforilasyonu
ise 100 nM tizerinde baskilanmigtir. EGFR fosforilasyonu beklenen sekilde EGFR
molekiiliinlin ATP baglanma bolgesi ile etkileserek aktive olmasini dolayisiyla
fosforilasyonunu engellemistir. EGFR protein seviyeleri incelendiginde ayni1 dozda
(5 nM) ve tizerinde indiikleme oldugu ve bu durumun hiicrenin inhibitdre verdigi
tepki olabilecegi disiiniilmektedir. p-ERK seviyesindeki azalma 100 nM CL
uygulandiginda baslamakta ve CL konsantrasyonunun artmasi ile dogru orantili
olarak fosforilasyon diisiis gostermektedir (Sekil 4.2.c).

Stresle aktif olan diger MAPK molekiillerinden JNK ve p38 ‘in [Ip YT et al.,
1998] fosforilasyonlarinda bir degisiklik goriilmemektedir (Sekil 4.3.a ve c¢). Bu
sonuglar EGFR’in CL tarafindan inhibe edilmesinin SAPK ve p38 MAPK yolagi
izerinden bir etki olusturmadigina isaret etmektedir.

EGFR ile ERK fosforilasyonun her ikisinin de inhibisyonu EGFR ve ona
bagimli olarak alt yolagindaki ERK’in inaktivasyonunu gosterir. EGFR
fosforilasyonu daha diisiik dozda etkilenirken ERK fosforilasyon inhibisyonu daha
yiiksek dozda baslamaktadir. Bu durum EGFR’in bu hiicrelerde MAPK disinda diger

yolaklar1 da kullandigini diistindiirebilir.
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EGFR alt yolaginda bulunan, biiyiime ve hiicre sag kaliminda 6nemli etkileri
olan yolaklardan biri de AKT yolagidir. Bu yolagin aktivasyonu sonucu g¢esitli
kanser tiirlerinde biiylime, metastaz, apoptozu engelleme gibi kanseri tetikleyici
Ozelliklerin arttig1 gozlemlenmistir [Song et al., 2013], [Long et al., 2013], [Kunter et
al., 2013].

Fare ve hayvan mezotelyoma modellerinde PI3K/AKT yolaginda ciddi bir
aktivasyon artis1 goriilmektedir (Fennell et al, 2011). EGFR’in protein kinaz B/AKT
yolagin1 aktiflestirip hiicre sag kalimini (survival) artirdigr bir ¢ok calismada
incelenmistir [Datta et al., 1999], [Toru et al., 2004], [Yamada et al., 2013].
Yaptigimiz ¢alismada CL ‘nin bu yolak iizerindeki etkisi AKT proteinin
fosforilasyonuna bakarak tespit edilmistir. p-AKT seviyesinin 100 nM CL dozundan
itibaren azalmaya basladig1 goriilmiistiir (Sekil 4.4). Bu sonug¢ bize inhibitoriin bu
yolak iizerinden etkili olan hiicre proliferasyonu ve sag kalimii yanm sira diger
hiicresel faaliyetleri Onleyici etki gosterdigini kanitlamaktadir. AKT yolaginin
inaktivasyonu hayatta kalmayr engelledigi i¢in kanser hiicre biiylimesinin
durdurulmasinda énem teskil etmektedir. PKB/AKT yolaginin biiylimeyi tetikleyip,
hiicre sag kalimimi artirdigr ve sonug¢ olarak kanser gelisimine katkida bulundugu
[Nicholson and Anderson, 2002] diisiiniildiigiinde bu sinyalleri baskilamanin kanser
gelisimini yavaslatma adina ¢6ziim sunmasi kaginilmazdir.

CL’nin hiicre i¢indeki etkisini zamana bagli incelemek icin 10,100 ve 1000
nM CL hiicrelere uygulandiktan sonra, ERK ve PKB/AKT yolag: iizerindeki degisim
6,12 ve 24. saatler de analiz edilmistir. Sekil 4.5 ‘de goriildiigi tizere 1000 nM (1
puM)’in  altindaki dozlarda CL’nin gerek EGFR gerekse ERK ve AKT
fosforilasyonuna etkisi 24 saat iginde azalmaktadir.

Bir¢ok kanser, Ras mutasyonu sonucu artan ERK aktivasyonuna bagh
gelisim gostermektedir [Ishii et al.,2013], [Hollestelle et al., 2007]. Ras/Raf
aktivasyonu sonucu fosforile olan ERK yolaginin inhibe edilmesi kanserin bu yolaga
bagl gelisimine engel olmaktadir. 1000 nM ve {istiinde 24. saatte devam etmekte
olan p-ERK inhibisyonu, CL ajaninin kanser hiicrelerinin biiylimesine baskilayici
etkisini uzun siire devam ettirdigini gostermektedir. Bu inhibisyonlar kanser
hiicrelerinin gelisimini engelleyerek, hem proliferasyon hem survival (hayatta kalma)
icin gerekli iki yolagin baskilanmasi stres yolaklarinin aktive olmamasi CL’nin

tedavide hedef bir ajan aday1 olabilecegi fikrini destekler. Boylelikle heniiz klinik
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oncesi ¢aligmalarda denenmekte olan bu ajanin daha detayli in vivo arastirmalardan
sonra MM tedavisi kapsaminda kullanilmast miimkiin olabilecektir.

Hiicrelerde AP-1 kompleksini olusturan komponentlerden biri c-jun’dur. JNK,
bazal seviyede c-jun ekpresyonu ve fosforilasyonu igin gerekli olmakla beraber.
yapilan ¢aligmalardan bazilar1 p38 MAPK, ERK1/2 ve ERK5’ in de UV ya da EGF
indiiklenmis c-jun ekspresyonu i¢in gerekli oldugunu gostermistir. Melonoma
hiicreleri ile yapilan bir ¢alisma ERK’in konstitiitif aktif olusunun c-jun ekspresyonu
ve stabilitesini artirdigini gostermektedir [Bergami et al., 2007]. Fibroblast hiicreleri
ile yapilan bir diger calisma ise, EGF ile indiiklenen hiicrelerde 30 dakika icerisinde
c-jun mRNA miktarinda 5.5 kata kadar artma oldugunu gostermistir [Kayahara M. et
al, 2005]. Sekil 4.6.a’da goriildiigii tizere 100 nM’lik CL uygulamasina bagl olarak
c-jun mRNA seviyesinde 6. saatte kadar ciddi bir baskilanma goriilmektedir. 24 saat
icinde anlamli degerde baskilandig1 belirlenmistir. Bu sonuglar Kayahara M. et al,
2005 tarafindan yapilan caligmalara paralel olarak EGF tarafindan indiiklenen
ERK1/2’ nin c-jun ekpresyonu igin gerekli oldugu fikrini desteklemektedir.

ELK-1 geninin regiilasyonundaki bozukluklar prostat, gogiis ve T- hiicresi
kanserleri gibi birgok kanser tiirii ile iliskilendirilmislerdir. Mitojen sonucu aktive
olan c-fos gibi ¢ok erken genler AP-1’e¢ bagli genlerin aktivasyonunda 6nemli rol
almaktadir [Araud T. et al, 2007]. U138 glioblastoma hiicrelerinde EGF
stimiilasyonuna cevap olarak aktive olan ELK-1’in, biiylime ve hayatta kalma ile
ilgili sinyalleri artirdig1 gozlenmis, MAPK/ERK1/2 ve PI3K/Akt yolaklarinin Elk-1
tizerinden gelen sinyale cevap igin regiile edici 6zellikler gosterdigi belirlenmistir.
Sekil 4.6.e’de gorildiigi tizere 6. saat iginde CL’ nin ELK-1 transkripsiyonunu
azalttigr gorlilmektedir. ELK-1 transkripsiyon faktoriiniin c-fos genini regiile ettigi
ve c-fos geninin proto-onkogen olmasi, bu baskilamanin hiicrenin kontrolsiiz
biiyiimesini engellemeye yonelik faydasi olacagini akla getirmektedir. c-jun ve c-fos
hizl1 erken genlerden olduklarindan dolay: hiicrenin stimiile olmasi ile gerceklesen c-
jun ve c-fos ekspresyonu hizli, genis ve gecici olmaktadir [Kayahara M. et al, 2005].
Inhibisyonu 6. saatte maksimuma ulasip daha sonra artma gdsteren c-jun ve c-fos’un
iist yolaginda bulunan ELK-1 genlerinin ekpresyonlarinin 12 ve 24. saatteki artan
profillerinin bu geg¢ici etkiden kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Sekil 4.6.a ve e).

STAT’lar ¢ok cesitli sitokin ve biliylime faktorlerinin sinyalini regiile eden
anahtar molekiillerdendir. Teoride ¢ok basit goriinen JAK/STAT sinyali, diger sinyal
yolaklar1 ile olusturdugu etkilesimden dolayr kompleks hale gelmektedir. RTK
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(reseptor tirozin kinaz) bagimli JAK/STAT sinyali bilinen en az iki mekanizma ile
aktif hale gelmektedir. Bunlardan birinci mekanizma; EGFR ve PDGFR gibi bazi
reseptOr tirozin kinazlarin aktif hale gecip, JAK’dan bagimsiz olarak STAT’lar
tirozin fosforilasyonu sonucu aktive etmeleri seklinde olur ve bu aktivasyonun Src
kinaz aracilif1 ile oldugu tahmin edilmektedir. Bir diger mekanizma ise RTK/Ras
sinyali sonucu aktive olan MAPK’in, STAT’lar1 C-terminaline yakin serin amino
asidinden fosforile etmesi ile ger¢eklesir [Rawlings J. et al, 2004]. Protein diizeyinde
yapilan ¢alismalar EGFR ve STAT’lar arasinda iliski oldugunu gostermekle beraber
EGFR yolaginin STAT gen regiilasyonuna etkisi ile alakali ¢ok fazla calisma
bulunmamaktadir. CL uygulamast STAT1 gen ifadesinde 6 saat iginde anlamli
sekilde azalirken 24 saat icinde tekrar kontrol seviyesine ulagmistir. Buna karsin
STAT3 ve STAT5a gen ifadelerinde herhangi bir anlamli degisim tespit
edilememistir. (Sekil 4.6 b, ¢ ve d). Bu bilgiler literatiirde olmayan EGFR ve STAT

gen diizenlemesi iliskisine perspektif sunma acgisindan 6nem tagimaktadir.
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