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SEMBOLLER, KISALTMALAR 

 

4EBP1 : Ökaryotik Başlatma Faktörü 4E Bağlayıcı Protein 1 

α  : Alfa 

β  : Beta 

μL  : Mikrolitre 

μM  : Mikromolar 

ABD  : Amerika Birleşik Devletleri 

AMPK  : AMP tarafından aktifleştirilmiş protein kinaz 

BADJ  : Bronşiyoalveolar geçiş bölgesi 

BAKH  : Bronşiyoalveolar kök hücre 

BCL2  : B-hücre lenfoması 2 

CCND1 : Siklin D1 (gen) 

CDK  : Siklin Bağımlı Kinaz 

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Media 

DMSO : Dimetil Sülfoksit 

DOX  : Doksosiklin 

GFP  : Yeşil floresan protein 

EDTA  : Etilendiamin Tetraasetik Asit 

EGF  : Epidermal Büyüme Faktörü 

EGFR  : Epidermal Büyüme Faktörü Reseptörü 

ERK  : Hücredışı Sinyalle Düzenlenen Kinaz 

ERBB2 : İnsan Epidermal Büyüme Faktörü Reseptörü 2 

FBS  : Fetal Sığır Serumu 

FGFR2 : Fibroblast Büyüme Faktörü Reseptörü 2 

FOXO  : Çatalbaşlı kutu proteini 

g  : Gram 

GAPDH : Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz 

H&E  : Hematoksilen-Eozin 

HER2  : İnsan Epidermal Büyüme Faktörü Reseptörü 2 

HGF  : Hepatosit Büyüme Faktörü 
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HH  : Hedgehog 

HIF-1 α : Hipoksiyle Uyarılan Faktör 1 alfa 

IGFBP3 : İnsülin büyüme faktörü bağlanma proteini 3 

IGF-1R : İnsülin büyüme faktör 1 reseptörü  

KHAK  : Küçük Hücreli Akciğer Kanseri 

KHDAK : Küçük Hücreli Dışı Akciğer Kanseri 

KLF4  : Kruppel benzeri faktör 4 

KRAS  : V-Ki-ras2 Kirsten rat sarkoma viral onkogen homoloğu 

LY  : LY29004 

M  : Molar 

MAPK  : Mitojen ile aktive edilmiş protein kinaz 

MDR  : Çoklu ilaç direnç proteini 

MEK  : MAPK, Mitojen ile aktive edilmiş protein kinaz 

MET  : Hepatosit Büyüme Faktörü Reseptörü 

mg  : Miligram 

ml  : Mililitre 

mRNA  : Elçi RNA 

mTOR  : Rapamisinin Memeli Hücrelerindeki Hedefi 

NF-κB  : Nükleer Faktör-kappa B 

nM  : Nanomolar 

NNK   : 4-(Metilnitrozamino)-1-(3-piridil)1-butanon 

OCT4  : Oktamere bağlanan transkripsiyon faktörü 4 

PAH  : Polisiklik aromatik hidrokarbonlar 

PARP  : Poli ADP-Riboz Polimeraz 

PCR  : Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

PI3K  : Fosfoinozitol 3 Kinaz 

PKB  : AKT, Protein Kinaz B 

PKC  : Protein Kinaz C 

PNH  : Pulmoner nöroendokrin hücreler 

PRAS40 : Prolince zengin 40 kDa’luk AKT/PKB substratı 

Rpm  : Dakika başına dönme sayısı 
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RTK  : Reseptör Tirozin Kinaz 

S  : Saat 

shRNA : Short hairpin ribonükleik asit 

sn  : Saniye 

SOX2  : SRY (sex determining region Y)-kutu 2 

STAT3 : Traskripsiyonda sinyal dönüştürücü ve aktifleştirici 3 

TBE  : Tris Borat EDTA 

TKI  : Tirozin Kinaz İnhibitörü 

TRC  : Triciribine 

TSC2  : Tuberoskleroz 2 proteini 

VEGF  : Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü 

VEGFR : Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü Reseptörü 

WNT  : Wingless proteini 

°C  : Santigrad derece 
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1. GİRİŞ 

 

Akciğer kanseri akciğer dokusunda normal hücrelerin genetik 

ve epigenetik değişimler sonucu kontrolsüz çoğalması nedeniyle oluşan ve 

halen dünyada kansere bağlı ölümler arasında ilk sırada yer alan bir 

hastalıktır. Uygulanan tedaviler akciğer kanserinin histolojik alt tiplerine, 

hatta bu histolojik alt tiplerin sahip olduğu mutasyonlara göre 

değişmektedir. 

 

EGFR mutant küçük hücreli dışı akciğer kanserinde (KHDAK) 

aşırı aktif EGFR sinyal yolağını inhibe etmek için erlotinib ve gefitinib gibi 

çeşitli tirozin kinaz inhibitörleri (TKI) yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu 

tedaviyi alan EGFR mutant KHDAK hastaları yaklaşık 6 ay sonra ilaca 

direnç gelişirmekte ve hastalık tekrar ilerlemeye başlamaktadır. Bu direnç 

mekanizmasının nedenleri, EGFR’de gelişen ikincil T790M mutasyonu, 

MET amplifikasyonu, PIK3CA mutasyonu gibi hücrede alternatif onkolojik 

yolakların aktivasyonu olabilmektedir. Ayrıca epidermal hücre fenotipinden 

mezenşimale geçiş (EMT) gibi durumlara da rastlanmaktadır.  

 

Pekçok kanserde tümörün heterojen hücre populasyonu 

olduğu ve bu populasyonda bazı hücrelerin ilaca yanıt vermediği 

gösterilmiştir. Akciğer kanserinde kanser başlatıcı öncül hücrelerin nerede 

bulunduğu ve belirteçlerinin neler olduğu halen çalışılmaktadır. Bu 

hücrelerin kök hücre özelliklerinden biri olan “çok potansiyelliliğe” sahip 

olabileceği belirlenmiştir.  Kanser hücreleri NOTCH, WNT, HEDHEHOG 

gibi çeşitli hücresel yolaklarla geriye farklılaşma sürecini ya da kök hücre 

varlığını koruyarak pluripotensi özelliklerini sürdürebilmektedir.  
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SOX2, normal pluripotent hücrelerde bulunan bir 

transkripsiyon faktörüdür. Çeşitli kanser tiplerinde de varlığı gösterilmiş ve 

onkogenik aktivitesi belirlenmiştir. SOX2, normal akciğer dokusunda geniş 

hava yollarında bazal, silli ve Clara hücrelerinde ifade edilmektedir. 

Akciğer kanserinin bir alt tipi olan skuamöz karsinomda ve küçük hücreli 

akciğer kanserinde (KHAK) SOX2’nin bir onkoprotein olduğu belirlenmiştir. 

Ancak EGFR mutant KHDAK için yeterli bilgi bulunmamaktadır. 

 

Bu tez çalışmamızda, SOX2’nin EGFR mutant küçük hücreli 

akciğer kanseri gelişiminde, hücre çoğalmasında,  ilaç direncinde ve tümör 

oluşumundaki rolünü araştırmayı hedefledik. Ayrıca SOX2’nin hangi 

hücresel yolaklardan etkilendiği ve bazı çevresel faktörlerin SOX2 ifadesi 

üzerindeki etkilerini de belirlemeyi amaçladık. 

 



3 
 

2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Akciğer Kanseri 

 

Akciğer kanseri, normal akciğer epitel hücrelerini kansere 

dönüştüren DNA hasarıyla oluşan genetik ve epigenetik değişiklikleri  

içeren çok aşamalı bir süreç sonunda oluşur 1, 2. Akciğerde bulunan epitel 

kök hücreleri, hücre öncülleri ya da farklılaşmış epitel hücrelerinden 

hangisinin malign transformasyondan sorumlu olduğu henüz 

bilinmemektedir 3. Premalign lezyonlarda moleküler değişikliklerin 

birikmesi kanserin genel özellikleri olarak bilinen büyüme sinyallerine 

gereksinim duymama, büyüme engelleyicilerine ve apoptoza dirençliliğin 

oluşması, replikasyon potansiyelinin sınırsız olması, artmış anjiyogenez, 

dokuya invazyon ve metastaz gibi durumların gelişmesine neden olur 4, 5. 

 

Normal hücre çoğalmasını ve homoestazını düzenleyen 

yolaklardaki hatalar Hanahan ve Weinberg’in hipotezindeki gibi akciğer 

kanser hücresinin malign hale gelmesini sağlar. Normal hücre 

fenotipinden malign hücreye transformasyon, bir seri genetik ve 

epigenetik değişimle olmakta ve bu durum kanserin klonal 

genişlemesinde rol oynamaktadır 5. Bronş epitelindeki bu patolojik 

değişimler preneoplastik ya da premalign lezyonlar olarak bilinmekte ve 

skuamöz displazi, atipik adenomatöz hiperplazi ve diffüz idiopatik 

pulmoner nöroendokrin hücre hiperplazisi olarak görülmektedir 1. Bu 

preneoplastik lezyonlar çeşitli akciğer kanser tiplerinin gelişmesine neden 

olurlar. Mutasyonların ve epigenetik değişimlerin birikmesiyle tümörlerin 

zamanla daha fazla malign olduğu ve tümörigenezi ilerlettiği bilinmektedir. 

Bu moleküler değişimlerin tanımlanıp sınıflandırılması akciğer kanserinin 

önlenmesi, erken belirlenmesi ve tedavisi için gereklidir. Bu bilgilerin 

kliniğe çeşitli şekillerde yansıması erken tanı için belirteçlerin belirlenmesi, 



4 
 

herbir hasta için prognozun ve tedavinin şekilllendirilmesi, hedefteki  

kanser hücresini özgün şekilde öldürecek terapilerin geliştirilmesi şeklinde 

olabilir.  

 

Akciğer kanseri klinik, biyolojik, histolojik ve moleküler olarak 

heterojen bir hastalıktır. Bu heterojenitenin altında yatan nedenler 

bilinmemekle beraber farklılaşma potansiyeli farklı olan hücrelerden farklı 

kanserlerin gelişmesinden ya da kanser hücresindeki farklı aktifleşmiş 

yolaklardan kaynaklanıyor olabilir. Bu heterojenite ve moleküler karışıklık 

akciğer kanser patogenezinin anlaşılmasını zorlaştırmaktadır.   

 

2.1.1. Epidemiyoloji ve Risk Faktörleri 

 

Akciğer kanseri tüm dünyada kanser olgularının %12.8’inden 

ve kanser ölümlerinin %17.8’inden sorumludur 6. Akciğer kanseri, kansere 

bağlı ölümler arasında en fazla ölüme neden olan kanser türüdür. 

Ülkemizde akciğer kanseri, 1970’li yıllarda nedeni bilinen ölümler arasında 

4. sırada yer alırken, günümüzde dünyanın bir çok ülkesinde olduğu gibi 

kalp-damar hastalıklarından sonra 2. sıraya yükselerek ölümlerin 

%28’inden sorumlu tutulmaktadır 7. Ülkemizde Kanserle Savaş Dairesi 

Başkanlığı verilerine göre 2002 yılında akciğer kanseri insidansı 

100000’de 11.26 ile ilk sırada yer almaktadır. Ayrıca 8 ili (Ankara, Antalya, 

Edirne, Erzurum, Eskişehir, İzmir, Samsun ve Trabzon) kapsayan bir 

çalışmaya göre 2003 yılında görülen kanser insidansında, akciğer kanseri 

100000’de 24.8 ile ilk sırada yer almaktadır. Bu sekiz ilde erkeklerde 

insidans 100000’de 43.5, kadınlarda ise 5.89’dur 8. Akciğer kanseri 

erkeklerde tüm dünyada en çok görülen kanser türlerinden biridir. 

Kadınlarda ise meme kanserinden sonra ikinci sırada yer almaktadır 9. 

Bununla birlikte, yıllara bağlı ölüm oranlarına göre akciğer kanserinden 

erkeklerde ölüm oranı azalırken, kadınlarda artmaktadır (Şekil 1).  
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Şekil 1. Erkek ve kadınlarda tahmini yeni akciğer kanseri olguları ve akciğer 

kanseri nedeniyle görülen ölüm oranları 
9. 

 

2012 yılı istatistiklerine göre ABD’de 116.470 erkek, 109.690 

kadın yeni akciğer kanser olgusu ve 2012 yılında yaklaşık 87.750 erkek 

ve 72.590 kadın hastanın akciğer kanseri nedeniyle kaybedileceği tahmin 

edilmektedir (Şekil 1) 9. ABD’de 2006-2008 yılları arasında gözlenen 

akciğer kanser hastalarının oranı yaşa ve cinsiyete bağlı olarak 

değişmektedir (Şekil 2 ve 3) 9.  
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Şekil 2. Seçili kanser tipleri için erkeklerdeki ölüm oranları– ABD (1930 – 2008) 9 

 

 

Şekil 3. Seçili kanser tipleri için kadınlardaki ölüm oranları– ABD (1930 – 2008) 9 
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Akciğer kanserli olgularda tanı sonrası 5 yıllık yaşam, yıllara 

göre değişse de günümüzde %15’e kadar ulaşmıştır. Amerika Birleşik 

Devletleri ve Batı Avrupa toplumlarında sigara karşıtı kampanyalar 

sonucu akciğer kanseri görülme sıklığı 1980’den sonra erkeklerde azalma 

eğilimine girmiştir. Kadınlarda sigara kullanımı alışkanlığındaki artış 

nedeniyle ülkemizde ve Doğu Avrupa ülkelerinde akciğer kanseri sıklığı 

giderek artmaktadır 10.  

 

Akciğer kanseri gelişiminden büyük oranda sigara 

sorumludur, sigara içenlerde akciğer kanseri riski içmeyenlerden 24-36 

kat daha fazladır. Pasif sigara içiminde risk %3,5’tur. Sigaraya başlama 

yaşı, sigara içme süresi, içilen sigara sayısı ile tütün ve sigara tipi (filtreli, 

filtresiz, puro, düşük tar ve nikotin iceriği vb.) akciğer kanseri gelişme 

riskini etkileyebilmektedir 11.  

 

Toraks Derneği Akciğer ve Plevra Maligniteleri Calışma 

Grubu (TAPMG) tarafından yapılan ulusal, hastane bazlı retrospektif 

calışmada, ülkemizdeki 11849 akciğer kanserli olgunun % 90,4’u erkek, % 

9,6’sı kadın olup, olguların büyük oranda (%56,7) 46-65 yaşları arasında 

olduğu belirlenmiştir. Olguların yaklaşık %90’ında sigara kullanma 

öyküsüne rastlanmıştır (% 77,9 aktif içici, %10,8 sigarayı bırakmış) 12.  

 

Akciğer kanserinin %85’i sigara dumanında bulunan 

karsinojenler nedeniyle oluşurken, %15’i hiç sigara içmeyen bireylerde 

gözlenir. Bununla birlikte yeni akciğer kanser vakalarının da yaklaşık 

%50’si eski içicilerdir. Şu an sigara içmeseler de geçmişte oluşan hasar 

akciğer kanseri gelişimine neden olabilmektedir 13. 
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Tüberküloz, kronik bronşit, anfizem, pnömoni ya da kronik 

obstrüktif akciğer hastalığı gibi akciğerde hasar bırakan hastalıklarda 

akciğer kanseri gelişme riskinin daha fazla olduğu belirtilmektedir 14.  

 

Kapalı alanlarda sigara içiminden başka kanser riskini arttıran 

etmenler de vardır. Bunlar; radon, asbest, kromat, kromyum, klorometil 

eterler, nikel, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, radyasyon ve hava 

kirliliğidir 15, 16, 17. 

 

Akciğer kanseri gelişiminde rolü olduğu belirtilen yaş, ırk, 

cinsiyet, meslek, hava kirliliği, radyasyon, geçirilmiş akciğer hastalığı 

sekeli, diyet, viral enfeksiyonlar, genetik ve immunolojik faktörlerin tümü % 

6 oranında etkilidir 11. 

 

2.1.2. Histoloji  

 

1970’lerin ortalarında araştırıcılar akciğer kanserlerinin farklı 

alt türlerinin kematörapötik ilaçlara farklı hassaslıkta olduklarını 

göstermişlerdir. Akciğer kanseri klinik, histolojik ve nöroendokrin 

özelliklerine göre küçük hücreli dışı (%85) ve küçük hücreli olmak üzere 

(%15) iki tipe ayrılır. Küçük hücreli dışı akciğer kanseri histolojik olarak 

adenokarsinom, skuamoz karsinom ve büyük hücreli karsinom olarak alt 

gruplara ayrılır (Şekil 4). Akciğer tümör tipleri ve aralarındaki fark 

prognostik ve tedavi seçenekleri açısından önemlidir 18. 

 

Ülkemizde, Asya ülkelerinde olduğu gibi, en sık skuamoz 

hücreli kanser (yaklaşık % 45) görülmekte, bunu benzer oranla (yaklaşık 

% 20) küçük hücreli kanser ve adenokanser izlemektedir. ABD ve 
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Japonya’da ise en sık rastlanan akciğer kanser tipi adenokarsinomdur 19. 

Büyük hücreli kanser % 2 oranıyla en az görülen kanser tipidir 12.  

 

Günümüzde tümörler moleküler kriterlere göre 

sınıflandırılmaktadır. En iyi tedavi stratejilerinden biri kanser alt türünün 

sahip olduğu genetik mutasyonu ve proliferasyonda ve sağkalımda etkili 

olan aktif sinyal yolağını bulmaktır. Bu mutant proteinlerin aktivitesinin 

hedeflenmesi hücre ölümü ve tedavi açısından yararlı olabilmektedir 20.  

 

 

Şekil 4. Akciğer kanserinde görülen histolojik altgruplar 

 

2.2. Sigara 

 

Akciğer kanseri riskinden tütün kullanımı %75-90 oranında 

sorumludur. Sigara dumanında bulunan PAH (polisiklik aromatik 

hidrokarbonlar) ve karsinojenler hücre döngüsünün kontrolünde çok 

önemli olan p53 geninde mutasyon yapabilmektedir. Ayrıca, N-nitröz 

bileşikleri sigara dumanında bulunan diğer zararlı bileşiklerden biridir 21. 

Sigara içimi adenokarsinoma göre skuamöz ve küçük hücreli karsinomla 

daha çok bağlantılıdır. Son yıllarda adenokarsinom, skuamöz 
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karsinomdan daha sık görülmeye başlamıştır. Bunun nedeninin filtreli 

sigaralarda tar oranının azaltılması ve nitrozaminlerdeki artış olduğu 

düşünülmektedir 22. Sigara dumanının daha sık ve derin çekilmesi 

karsinojenlerin akciğer periferine daha çok yayılmasını ve adenokarsinom 

görülme sıklığını arttırabilmektedir.  

 

Sigarada bulunan NNK (4-(Metilnitrozamino)-1-(3-piridil)1-

butanon), PAH gibi karsinojenler, DNA’ya kovalent olarak bağlanabilir. 

DNA onarım sistemi bunları uzaklaştırabilir ve normal DNA’yı koruyabilir 

ya da hasarlı DNA’ya sahip hücre apoptozise uğrayabilir. DNA onarım 

sistemlerinin çalışmaması kalıcı mutasyonlara neden olabilir. NNK’ler 

çeşitli sinyalleşme yolaklarını etkileyerek kritik onkogenlerin ve tumor 

baskılayıcı genlerin ifade değişimini sağlayarak kontrolsüz hücre 

bölünmesi ve tümör oluşumuna neden olabilir 23. NNK, K-ras onkogeninin 

aktifleşmesini sağlayan DNA mutasyonları yapabilir 24. Akciğer 

adenokarsinomlarının %24’ünde K-ras onkogen aktivasyonu gözlenmiştir 

25. Sigara dumanında bulunan  diğer bir bileşen benzopiren metaboliti 

akciğer kanserinde yaklaşık %60 oranında mutasyonu görülen p53 genine 

zarar verebilir 26. Akciğer kanser riski tüketilen sigara miktarıyla paralel 

olarak artabilmektedir. Bu nedenle bir günde içilen sigara sayısı, sigaraya 

başlama yaşı, inhalasyonun gücü, filtresiz sigara kullanımı, sigaradaki tar 

ve nikotin içeriği önemli olabilmektedir 27. 

 

Sigara içilmediğinde, dünyada kanser ölümlerinin %20 

azalacağı tahmin edilmektedir 28. Akciğer kanserinin %75-80’den fazlası 

sigara içen kişilerde görülse de, sigara içmeyen %20-25’inde akciğer 

kanseri gelişebilmektedir. Bu durum akciğer kanserinden bireysel 

yatkınlığın da sorumlu olduğunu göstermektedir. Böylece genetik yatkınlık 

ya da çevresel faktörler de akciğer kanser gelişiminde önemli 

olabilmektedir 28.   
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2.3. Sigara İçmeyenlerde Görülen Akciğer Kanseri 

 

Sigara içmeyenler terimi hayatı boyunca 100 adetten daha az 

sigara içenler için kullanılır. Dünyadaki akciğer kanseri vakalarının 

yaklaşık %25’i sigara içmemiştir 6. Sigara içmeyenlerde görülen akciğer 

kanseri, kansere bağlı ölümler arasında yedinci sırada yer almaktadır 29.  

 

Güney Asya’da akciğer kanserli kadınların %80’inin hiç sigara 

içmediği bilinmektedir. Amerika Birleşik Devletleri’nde ise akciğer kanserli 

kadınların %19’unun ve erkeklerin %9’unun sigara içmediği belirtilmiştir. 

30, 31. Her ne kadar akciğer kanserinin tüm tipleri sigara içimi ile 

ilişkilendirilse de küçük hücreli akciğer kanseri olanlarda ve skuamöz 

hücre karsinomlarında ilişki daha güçlüdür. Öte yandan, 

adenokarsinomlar sigara içmeyenlerde daha sık gözlenebilen akciğer 

kanser tipidir (Grafik 1) 17. Ancak son yıllarda adenokarsinomun sigara 

içenlerde de yaygınlaştığını göstermektedir 32. Sigara içmeyenlerde 

gelişen akciğer kanserinin nedenleri tam olarak açıklanamasa da, pasif 

sigara içimi, radona gazına maruziyet, hava kirliliği, asbest, arsenik, 

geçirilmiş akciğer hastalığı ve genetik faktörler önemli risk faktörleri 

olabilmektedir 33. Bunun yanı sıra sigara içmeyen akciğer kanserli 

hastalarda aile öyküsünün olması genetik faktörlerin etkili olduğunu 

göstermektedir 34.  
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Grafik 1. Tümör tipine göre ABD’de sigara içen ve içmeyen akciğer kanser 

olguları
17

 

 

EGFR (Epidermal Büyüme Faktörü Reseptörü), hMSH2 (insan mutS 

homolog 2), sitokrom p450 ve glutatyon-S-transferaz gibi proteinleri 

kodlayan genlerde görülen mutasyonlar akciğer kanser gelişiminde etkili 

olmuştur. Ancak sigara kullanan ve kullanmayan akciğer kanserli 

hastaların ayrımında kesin etkili bir gen hala bulunamamıştır 35. Asyalı 

sigara içmeyen hastalarda gözlenen akciğer adenokarsinomlarında artmış 

EGFR mutasyon sıklığı dikkat çekmektedir (Grafik 2) 36, 17.  
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Grefik 2 : Mutasyon tipine göre ABD ve Asya’da akciğer kanser olguları  
17

 

 

Asyalı (Hong Kong, Singapur, Japon) sigara içmeyen akciğer 

kanseri olgularına, sigara içenlere göre daha erken yaşta tanı 

konabilmiştir 37. Akciğer adenokarsinomlarında sigara içmeme öyküsü 

sağkalımda önemli bir belirteçtir (5 yıllık sağkalım sigara içmeyenlerde 

%23 iken, sigara içenlerde %16’dır) 38. Bu bulgular sigara içmeyenlerde 

görülen kanserin farklı bir biyolojisinin ve gelişiminin olduğunu 

göstermektedir. Ayrıca, epidemiyolojik, patolojik ve moleküler biyolojik 

farklılıkların da gözlenmesi sigara içmeyenlerde gözlenen akciğer 

kanserinin diğer akciğer kanserlerinden farklı değerlendirilmesi gerektiğini 

düşündürmektedir.  

 

2.4. Akciğer Kanserine Genetik Yatkınlık 

 

Birbirinden bağımsız çalışmalarda 15q24-q25.1 bölgesinde 

bulunan tek nükleotid polimorfizmleri hem akciğer kanser gelişimi hem de 
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nikotin bağımlılığı ile ilişkilendirilmiştir 39, 40, 41. Bu lokusda bulunan genler 

nikotinik asetilkolin reseptörü nAChR’nin alt ünitelerini (CHRNA5, 

CHRNA3, CHRNB4) kodlar. Daha sonraki çalışmalarda ise 15q25.1, 

5p15.33 ve 6p21.33’deki değişimlerin akciğer kanser riskini etkilediği 

gösterilmiştir 42, 43. 

 

2.5. Akciğer Karsinogenezindeki Moleküler Değişimler 

 

Anöploidi, 3p, 4q, 9p ve 17p’deki alelik kayıp ya da 1q, 3q, 5p 

ve 17q’daki alelik kazanımlar gibi pekçok genetik değişim akciğer 

kanseriyle ilişkilendirilmiştir 44. Ayrıca MYC, RAS, EGFR, NKX2-1, ErBB2, 

SOX2, BCL2, FGFR2, CRKL aktivasyonu; RB1, CDKN2A, STK11 

inaktivasyonu gibi çeşitli genetik değişimler gözlenmiştir 45.  

 

Diğer kanser türlerinde olduğu gibi akciğer kanserinde de gen 

amplifikasyonu, gen ifadesinde artış, nokta mutasyonu ya da DNA 

düzenlenmeleri ile onkogen aktivasyonu görülmektedir. Onkogen 

aktivasyonu ile onkogen bağımlılığı gelişir ve hücreler sağ kalmak için bu 

sıradışı onkogenik sinyallere gereksinim duyarlar. Adenokarsinomda 

proliferasyon ve sağkalımdan sorumlu pek çok gen değişime uğramıştır 

(Şekil 5). Akciğer kanserinde sıklıkla aktive olan onkogenler; EGFR, 

ERBB2, MYC, KRAS, MET, CCND1, CDK4, MET, EML-ALK füzyonu ve 

BCL2’dir. Bu onkogenler ve onkogen bağımlılığı akciğer kanser 

hücrelerine özgün tedavilerle diğer normal hücrelerden ayrılarak hedef 

haline gelmesinin sağlanabileceği düşünülmektedir 46, 47.  
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Şekil 5. Adenokarsinomda değişime uğramış genler 

 

 

2.5.1. Akciğer Kanserinde EGFR Sinyal Yolağı 

 

ErbB ailesi tirozin kinaz reseptörleri EGFR, ErbB-2 (HER2), 

ErbB-3, ErbB-4 olmak üzere dört üye içerirler. Bu üyeler 

homodimer/heterodimer oluşturarak ya da farklı ligandların bağlanmasıyla 

aktifleşirler 48. EGFR’nin fazla ifadesi ya da aktivasyonu KHDAK’nin %50-

90’ında gözlenmesi nedeniyle EGFR’yi inhibe etmek için birçok yaklaşım 

denenmektedir 49. İlk olarak EGFR’nin hücre dışı bölgesine bağlanan 

monoklonal antikorlar geliştirilmiştir. Daha sonra hücre içi tirozin kinaz 

aktivitesini engelleyen küçük molekül inhibitörleri geliştirilmiştir. 2004 

yılında EGFR kinaz bölgesinde olan mutasyonlar tirozin kinaz 

inhibitörlerine duyarlılıkla ilişkilendirilmiştir 50, 51. Ekzon 19 delesyonu ya 

da ekzon 21 L858R mutasyonu ile oluşan mutant EGFR, yabanıl tip 

reseptöre göre daha fazla ve uzun süreli aktivasyona sahiptir 50 (Şekil 6).  
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Şekil 6. Akciğer kanserinde en sık gözlenen EGFR mutasyonları 
52

 

 

Mutant EGFR genellikle RAS/RAF/MEK/MAPK yolağı yerine 

daha çok PI3K/Akt ve STAT3/STAT5 yolaklarını kullanarak sinyal iletir 

(Şekil 7) 53. EGFR mutasyonları Doğu Asyalı sigara içmeyen 

adenokarsinomlu kadın akciğer kanseri hastalarında daha sıklıkla 

gözlenmektedir 36.  

 

 

Şekil 7. EGFR sinyal yolağı 

 

EGFR mutant tümörler tirozin kinaz inhibitörlerine daha 

duyarlıdırlar. Tümörün EGFR mutasyonu ile gelişmeye başlaması ve 

L
Ligand 

E
GFR 
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devamlılığı için bu sinyalleşmeye gereksinim duyması onkogen 

bağımlılığının güzel bir örneğidir. EGFR inhibisyonuna cevap veren 

akciğer kanser tümörü genellikle kısa bir süre sonra bu baskılamaya 

duyarsızlaşır. Tirozin kinaz inhibitörlerine dirençte EGFR’de ekzon 20 

insersiyonları, T790M ikincil mutasyonu (hastaların %50’sinde 

gözlenmiştir), KRAS mutasyon ya da amplifikasyonu ve MET 

protoonkogeninin amplifikasyonu (hastaların %20`sinde) gözlenmiştir 54, 

55, 56, 57. MET, PI3K yolağını EGFR ve ERBB2’den bağımsız olarak 

ERBB3’ü fosforilleyerek aktifleştirir. MET’in inhibisyonu TKÌ ne olan 

duyarlılığı yeniden oluşturabilir 57. Akciğer adenokarsinomlarında 

aktifleşmiş mutant EGFR interlökin 6 seviyelerini arttırmış, bu da STAT3’ü 

aktifleştirmiştir. IL-6 ayrıca JAK ailesi tirozin kinazları aktifleştirerek. 

STAT3, MAPK ve PI3K sinyal yolaklarını uyarmaktadır 58. 

 

2.5.2. Akciğer Kanserinde RAS/RAF/MEK/MAPK Yolağı 

 

RAS protoonkogen ailesi KRAS, HRAS, NRAS ve RRAS 

olmak üzere, dört adet, homolog, 21 kDa’luk membrana bağlanan 

proteinden oluşur. RAS genleri tarafından kodlanan proteinler aktif ve 

inaktif formda bulunurlar. Aktif formda RAS proteinine GTP bağlıdır. İnaktif 

formda ise GTP, GDP’ye dönüşmüştür 59. Aktifleştirici nokta mutasyonları 

GTPaz aktivitesinin kaybolmasına neden olarak GTP’nin GDP’ye 

dönüşmesi engellenir ve proteinin onkolojik potansiyeli artar.  Bu durum 

kontrolsüz hücre bölünmesiyle sonuçlanabilir. RAS/RAF/MEK/MAPK 

yolağının KRAS mutasyonları nedeniyle oluşan aktivasyonuna akciğer 

kanserinde çok sık rastlanır. KRAS mutasyonları akciğer kanserinin 

%20’sinde, adenokarsinomların %30-50’sinde görülür 60. KRAS’da 

gözlenen mutasyonların %80’i 12. kodonda, kalanlar da 13. ve 61. 

kodonlardadır. Mutasyon sonucu PI3K ve MAPK sinyal yolakları 

aktifleştiğinden, KRAS mutant tümörler EGFR sinyalleşmesini  
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kullanmazlar, dolayısıyla EGFR tirozin kinaz inhibitörlerine dirençlidirler 61. 

KRAS mutasyonları çoğunlukla sigara içen akciğer adenokarsinomlu 

hastalarda görülür 62. RAS proteinlerinin hücre zarına yerleşimini ve post 

translasyonel modifikasyonlarını inhibe etmek için farnesiltransferaz 

inhibitörleri ve RAS’a karşı antisens oligonükleotidler kullanılmış, ancak 

başarısızlıkla sonuçlanmıştır 60. Daha sonra RAS yolağının efektörleri 

olan RAF kinaz ve mitojen aktivasyonlu protein kinaz (MAPK) kinaz 

(MEK) molekülleri üzerine yoğunlaşmıştır 63. BRAF; RAS’ın doğrudan 

etkilediği bir moleküldür. BRAF melanomada genellikle mutasyona uğrasa 

da (%70), akciğer kanserinde mutasyonları oldukça azdır (%3) 64.  

 

2.5.3. MYC 

 

RAS/RAF/MEK/MAPK yolağının en önemli efektörlerinden biri 

myc protoonkogenidir. Normalde bu transkripsiyon faktörü hücresel 

proliferasyonu kontrol eder, ancak amplifikasyon ya da fazla ifadesi 

akciğer kanserinde sıklıkla gözlenir 65. Myc protoonkogen ailesi üyeleri 

(myc, mycn, myc1) RAS sinyalleşmesinin hedefleridir ve hücre çoğalması 

gibi pekçok işlevin anahtar düzenleyicileridir 66. 

 

2.5.4. Akciğer Kanserinde EML4-ALK Füzyon Proteini 

 

Akciğer kanseri gibi solid tümörlerde kromozom 

translokasyonları ile oluşan onkogenik füzyon proteinlerine çok sık 

rastlanmamaktadır. 2007 yılında küçük hücreli dışı akciğer kanser 

hastalarında transformasyon yeteneği olan yeni bir füzyon proteini 

keşfedilmiştir. İkinci kromozomun kısa kolunda birbirine yakın yerleşmiş iki 

genin inversiyonuyla sonuçlanan EML4-ALK füzyon proteini, mitojenik 

sinyali süreklileştirir ve malign transformasyona neden olur 67.  Küçük 

hücreli dışı akciğer kanserinde %4 sıklıkla gözlenen EML4-ALK füzyon 
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proteini EGFR ve KRAS mutasyonlarından bağımsız olarak bulunur, 

genellikle sigara içmeyen adenokarsinomlularda gözlenir. EML4-ALK 

füzyonu olan hastalar ALK hedefli tedavilere ve Crizotinib’e cevap 

vermektedir 68. 

 

2.5.5. Akciğer Kanserinde  PI3K/AKT/mTOR Yolağı  

 

Fosfoinozitol-3-kinaz (PI3K); hücre çoğalması, sağ kalım, 

adhezyon gibi hücresel olayları düzenleyen bir lipid kinazdır 69. Akt ise 

protein kinaz B (PKB) olarak da bilinen, tümör oluşumu ve ilerlemesinde 

etkili bir serin treonin kinazdır. Akt’nin aktivasyonu PI3K’a bağlıdır. PI3K 

ise aktif hale gelmiş büyüme reseptörlerinden, integrin gibi hücre 

adhezyon moleküllerinden, G-protein bağlı reseptörlerden ve Ras gibi 

onkogenlerden aldığı sinyallerle aktifleşir. PI3K, fosfatidilinozitol-4 fosfatı, 

fosfatitilinozitol-4,5-bifosfata (PIP2), fosfatidilinozitol-4,5-bifosfatı, 

fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfata (PIP3) dönüştürür. PI3K enzimi, 85kDa’luk 

düzenleyici altbirim (p85) ve 110kDa’luk katalitik altbirimden (p110) 

oluşur. PI3K aktivasyonu, p85’deki SH2 (Src-homoloji 2) bölgesinin aktif 

büyüme faktörü reseptöründeki fosfotirozin birimleriyle etkileşmesi sonucu 

ya da p110’un doğrudan aktif Ras ile etkileşmesiyle olur 70.  

 

PI3K’ın oluşturduğu 3’fosfoinozitidler, fosfoinozitid bağımlı 

kinaz-1 (PDK-1)’in ve Akt’nin plekstrin homoloji (PH) bölgesine bağlanır 

ve herbir kinazın hücre zarına translokasyonuna neden olur. PDK-1, Akt’yi 

aktivasyon bölgesinde bulunan treonin 308 (T308) amino asitinden 

fosforile eder 71. Akt’nin tam aktivasyon için düzenleyici bölgede bulunan 

serin 473 (S473) amino asitinden de fosforile olması gerekmektedir. 

mTOR/Rictor kompleksi (TORC2), PDK-1, integrin bağımlı kinaz (ILK), 

AKT’nin kendisi, DNA bağımlı protein kinaz (DNA-PK) Akt’yi S473’den 

fosforile edebilmektedir 72, 73. Akciğer tümörigenezinde PI3K/AKT/mTOR 
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aktivasyonu erken patogenezde görülür. Aktivasyon genellikle PI3K, 

PTEN, EGFR, KRAS mutasyonları ile olur 74 ve apoptozisi baskılayarak 

hücre sağkalımına neden olur.  

 

PI3K’ın katalitik alt ünitesini kodlayan PIK3CA mutasyonları 

ya da amplifikasyonları skuamöz hücre karsinomunda sıklıkla görülür 75. 

Aynı zamanda bu yolak bir serin/treonin kinaz olan AKT’de de 

mutasyonlar nedeniyle aktifleşebilmektedir. Bu yolağın iki negatif 

düzenleyicisi vardır. Bunlar PTEN ve TSC1/TSC2 kompleksleridir. 

 

PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on 

chromosome ten), PIP3’deki 3’ fosfatı kopararak PI3K aktivitesinin tersi bir 

görev yapar. 76. Bir tümör süpresör protein olan PTEN; PI3K’in bir ürünü 

olan fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfat (PIP3) üzerinde fosfataz aktivitesi 

göstererek, PI3K/AKT yolağını negatif olarak düzenler 77. AKT’nin 

etkilediği bir serin/treonin kinaz olan mTOR, hücre büyümesi, hücre 

hareketi ve sağ kalımında önemli bir sinyalleşme enzimidir 78. mTOR, 289 

kDa’luk iki farklı multiprotein komplekslerinde (mTORC1 ve mTORC2) 

bulunan bir kinazdır (Şekil 8).  

 

mTORC1 kompleksinde mTOR’a ek olarak, mLST8(GBL) ve 

Raptor da bulunur. mTORC1, protein sentezinin, ribozom biyogenezinin 

ve otofajinin kontrolünde görev alan hücre büyümesinin en önemli 

düzenleyicilerinden biridir. mTORC1 aktivitesi, rapamycin ya da analogları 

ile inhibe edilebilmektedir.  



21 
 

 

Şekil 8. PI3K/AKT sinyal yolağı
79

 

 

mTORC2 ise mTOR ile birlikte mLST8 (GBL), Sin1 ve 

Rictor’dan oluşur. mTORC2, aktin hücre iskeletini kontrol eder 80. Akt, 

mTOR’u S2448’den fosforlayarak kinaz aktivitesini arttırır 81. Ayrıca Akt, 

TSC2 (tuberus sclerosis complex 2)’i fosforlayarak inaktive eder 82. TSC2, 

Rheb-GTP’yi, Rheb-GDP’ye dönüştüren bir GTPazdır. Rheb-GTP, 

mTOR’un pozitif düzenleyicisidir. TSC2’nin Akt tarafından inaktivasyonu, 

Rheb-GTP düzeyinin artmasına neden olur ve mTOR’un aktivasyonuna 

yardımcı olur 83. Bununla birlikte Akt, PRAS40’i fosforlayarak inaktive 

eder. PRAS40, mTORC1 kompleksinde yer alan bir negatif düzenleyicidir. 

PRAS40’ın Akt tarafından fosforlanıp inaktive edilmesiyle mTORC1 

aktifleşir 84. GSK3’ün Akt tarafından fosforlanıp inaktive edilmesi, 

TSC2’nin GSK3 tarafından aktifleşmesini engeller 85. Aktif mTOR protein 

Aminoasitler Enerji (ATP) Büyüme faktörleri 

Rapamycin mTORC1/2 
inhibitörleri 
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sentezini, S6-kinaz (S6K1) ve 4E-BP1’ı fosforlayarak başlatır 86. S6K1’in 

fosforilasyonu, küçük ribozomal protein S6’nın ve ökaryotik translasyon 

faktörü eIF-4B’nin aktivasyonunu sağlar. 4E-BP1’ın mTOR tarafından 

fosforilasyonu 4E-BP1’in eIF-4E’den ayrılmasını sağlar ve böylece cap-

dependent translasyondaki eIF-4F kompleksi oluşur 87. PI3K/AKT/mTOR 

yolağını hedefleyen terapiler (LY294002 ve rapamycin gibi) aktif AKT 

sinyalleşmesi görülen küçük hücreli dışı ve küçük hücreli akciğer 

kanserinde etkilidir 88.  

 

2.6. Soy Bağımlı (Lineage Dependent) Onkogenler 

 

Kanser biyolojisinde yapılan çalışmalar tümor hücrelerinin 

farklılaşma durumlarının kanser gelişiminde önemli olduğunu göstermiş 

ve bu durum soy bağımlılığı olarak adlandırılmıştır.  Örneğin, hematolojik 

malignansilerden akut promiyelositik lösemide neoplastik hücreler 

farklılaşmadan kalmıştır ve tedavisinde bu hücreleri farklılaştıracak bir 

ajan olan ATRA (all-trans retinoik asit) kullanılmaktadır 89. Küçük hücreli 

dışı akciğer kanserinde yapılan genom taramalarında DNA kopya 

sayısındaki değişimler adenokarsinomda 14q13.3’de, skuamöz 

karsinomda ise 3q26.33’de amplifikasyonlar olabileceğini ortaya 

çıkarmıştır 90, 91, 92. Fonksiyonel analizler bu bölgelerin sırasıyla NKX2-1 

ve SOX2 olduğunu göstermiştir. NKX2-1 soya özgün bir transkripsiyon 

faktörüdür ve normal akciğer gelişiminde dallanma morfogenezinden ve 

alveolar tip 2 hücrelerin oluşumundan sorumludur 93, 94. Bu tür öncül hücre 

bağımlı transkripsiyon faktörleri hem normal organogenezden hem de 

tümör oluşumundan sorumlu olabilen proteinlerdir. Daha önce yapılan 

çalışmalar NKX2-1’in akciğer adenokarsinomunda onkogenik rollerinden 

bahsederken 92, 95, diğer  bir in vivo çalışmada tümör baskılayıcı özelliği 

olduğu ortaya konmuştur 96.  SOX2 gen amplifikasyonu özellikle skuamöz 
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hücre karsinomunda görülmüş ve onkogenik aktivitesi olduğu 

vurgulanmıştır 90, 97. 

 

2.7. Tümör Baskılayıcı Genler ve Büyüme Engelleyici 

Yolaklar 

 

Tümör baskılayıcı genlerin kaybı akciğer karsinogenezinde 

önemli bir adımdır, genellikle tüm alellerin heterozigosite kaybı ile ortadan 

kalkması sonucu oluşur 98. TP53, RB1, STK11, CDKN2A, FHIT, 

RASSF1A, PTEN gibi genler akciğer kanserinde genellikle inaktive olmuş 

tümör baskılayıcı genlerdir. 

 

2.7.1. P53  

 

17p53’de bulunan TP53, hücre bölünmesinde genetik hasarın 

yeni oluşan hücrelere geçmesini engelleyen bir proteindir. Hücresel strese 

cevapta, p53 siklin bağımlı kinaz inhibitörleri gibi çeşitli genlerin ifadesini 

indükler. Bu genler, hücre döngüsü kontrol noktası sinyallerini düzenler ve 

hücrenin G1’de takılmasına neden olarak DNA tamiri ve apoptozu sağlar 

98. p53 inaktive edici mutasyonlar, akciğer kanserinde en sık görülen 

değişimlerdir 99. Kanserlerin pek çoğunda görülen p53 inaktive edici 

mutasyonlar nedeniyle, terapötik stratejiler üzerine pek çok çalışma 

yapılmaktadır. Örneğin yabanıl tip p53’ü gen terapisi ile ya da mutant 

p53’e yönelik terapilerle, p53-MDM2 etkileşimini hedefleyen küçük 

molekül inhibitörleriyle çalışmalar yapılmaktadır 100. P53’ün yıkımını 

sağlayan MDM2 onkogeninin de p53’ün düzenlenmesinde rolü vardır. 

Bununla birlikte p14ARF izoformu olan CDKN2A’nın MDM2’yi baskılayıcı 

bir görevi vardır. MDM2 amplifikasyonu küçük hücreli olmayan akciğer 

kanserinin %6’sında görülürken, p14ARF kaybı küçük hücreli olmayan 
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akciğer kanserinin %40’ında, küçük hücreli akciğer kanserinin ise 

%60’ında görülmektedir101, 102. 

 

2.7.2. CDKN2A/RB  

 

CDKN2A/RB1 yolağı G1/S geçişini kontrol eder. RB1 geni 

tarafından kodlanan hipofosforile retinoblastoma (RB) proteini, G1/S 

geçişini E2F1 transkripsiyon faktörüne bağlanarak düzenler. RB 

proteininin CDK-CCND1 tarafından hiperfosforilasyonu onun tümör 

baskılama aktivitesini etkiler. CDK-CCND1 kompleksinin oluşumu ise 

CDKN2A tarafından engellenir 103. RB akciğer kanserinde tanımlanan ilk 

tümör baskılayıcı gendir 104. RB, mutasyonları ya da fonksiyon kaybı 

küçük hücreli akciğer kanserinin %90’ında görülür, küçük hücreli dışı 

akciğer kanserinde ise %10-15 kadardır 105 

 

2.7.3. STK11 (LKB1)  

 

STK11; hücre polaritesini, hareketini, farklılaşmasını, 

metastazı ve metabolizmasını düzenleyen tümör baskılayıcı bir gen görevi 

görür. STK11’in germline inaktive edici mutasyonları Peutz-Jeghers 

sendromuna neden olur 106, ancak somatik inaktivasyonuna nokta 

mutasyonları ya da 19p13’ün delesyonu neden olur. Akciğer kanserinde 

%30 sıklıkla, p53 ve KRAS’dan sonra adenokarsinomlarda en fazla 

mutasyonu gözlenen gendir 107, 108.  STK11 mutasyonları genellikle KRAS 

aktivasyonu ile bağlantılıdır ve hücre büyümesini uyarırlar 109. STK11, 

tümör baskılayıcı etkisini Adenosine Monophosphate-activated Protein 

Kinase (AMPK) ile mTOR yolağını inhibe ederek yapar 110. STK11 

inaktivasyonu küçük hücreli dışı akciğer kanserinde sık görülürken, küçük 

hücreli akciğer kanserinde daha az görülür. Erkek sigara içen hastalarda 

ve daha az farklılaşmış adenokarsinomlarda daha sık gözlenir 107, 108, 109.  
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2.8. Akciğerde Bulunan Hücre Tipleri ve Görevleri 

 

Akciğer epiteli gaz değişimi, detoksifikasyon, immun yanıt 

oluşturma gibi görevleri olan morfolojik ve fonksiyonel olarak birçok farklı 

hücre tipinden oluşmuştur 111. Bu akciğer epitel hücreleri pulmoner ağaç 

boyunca özelleşmiş görevleri yerine getirmek için organize olmuştur. 

Solunum yollarının proksimal kısmı farinks, larinks, trake ve bronşdan 

oluşur. Trakeal havayolu epiteli yüzeyi kayganlaştırıp, yabancı maddelerin 

dışarı atılmasını sağlayan silli ve mucus salgılayan goblet hücrelerden 

oluşmuştur. Pulmoner alan daha küçük bronşiyollere ve distal 

havayollarının alveollerine dallandıkça silindirik epitel hücreleri kübik 

morfolojiye dönüşür. Burada akciğer epiteli koruma ve detoksifikasyon 

görevi yapan Clara hücrelerinden oluşmuştur. Akciğerin en uç kısımları 

gaz değişiminin yapıldığı terminal bronşiyollerden ve alveolden oluşur. 

Alveol, tip 1 ve tip 2 pnemositlerden oluşur. Tip 1 pnemositler gaz 

değişimi yaparken, tip 2 pnemositler daha kübik yapıdadır ve sürfaktan 

proteinler salgılayarak akciğer epiteline elastikiyet sağlarlar 111.  

 

Akciğer epitelinin yenilenmesi kan, gastrointestinal sistem ve 

deride olduğu gibi hızlı değildir. Ancak hasar durumunda, kök hücrelerin 

olduğu özel yerlerde hücre dönüşümü olduğu düşünülmektedir 112. Trakea 

ve bronşlarda bulunan epitelde hücre değişiminin bazal hücreler adı 

verilen bir grup akciğer epitel hücresinden gerçekleştiği düşünülmektedir 

113. Bazal hücrelerin en belirgin özelliği sitokeratin 5 ve 14 ve p63 

proteinlerini ifade etmeleridir 114. Naftalin uygulamasının ardından silli, 

bazal ve Clara hücrelerinin aktifleştiği, yayıldığı, salgı ve silli hücrelere 

dönüştüğü gösterilmiştir 115. Bazal hücrelerin multipotent başlatıcı hücre 

populasyonu içerdiği ve akciğer epitelini yenileyebildiği düşünülmektedir 

116.  

 



26 
 

Buna ek olarak insan akciğerinde p63 ifade eden hücrelerin 

de kendini yenileme ve farklılaşma kapasitesinin olması bazal hücrelerin 

kök hücre özelliği gösterdiğinin bir diğer kanıtıdır. Keratin 14 eksprese 

eden hücrelerden skuamöz hücre karsinomlarının gelismesi, kanser kök 

hücre hipotezine göre bazal hücrelerin tümörü başlatan hücreler 

olabileceğini göstermektedir (Şekil 9) 117. 

 

 

Şekil 9. Akciğer epitel hücre tipleri ve akciğer kanserinin köken aldığı hücreler
118

 

 

Clara hücreleri, CCSP (Sekretoglobin, scgb1a1, CC10) ifade 

eden, bronşiyollerde bulunan kubbe şeklinde, salgı yapan hücrelerdir 119. 

Clara hücrelerinin de farklılaşma yeteneğine sahip olduğu ancak kendini 

yenileme kapasitesinin olmadığı bilinmektedir. Ancak Clara benzeri 
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hücreler olarak da adlandırılan naftaline dirençli Clara hücrelerinin 

sitokrom P450 2F2 (CYP2F2) enzimleri yoktur. Bu nedenle naftalin 

uygulamasından etkilenmemektedirler 120. Bronşiyollerde bulunan variant 

Clara hücrelerinin ve pulmoner nöroendokrin hücrelerinin (PNH) naftalin 

uygulamasından sonra çoğaldığı ve havayolu epitel onarımına katıldığı 

gösterilmiştir 121, 122. Ancak fare akciğerinde yapılan çalışmalarda variant 

Clara hücrelerinin hem kendini yenileme hem de farklılaşma özelliği 

varken, pulmoner nöroendokrin hücrelerin farklılaşma özelliğinin olmadığı 

gösterilmiştir. KHAK, akciğer kanserinin en agresif ve metastatik tipidir ve 

genellikle ilk kemoterapiden sonra yeniden oluşur 123. PNH’lere benzer 

olarak KHAK, nöroendokrin özellikler gösterir, kalsitonin benzeri bir peptid 

ifade eder ve bronşiyollerin ortasında gelişir. Bu nedenle küçük hücreli 

akciğer kanseri kökeninin kendini yenileyebilen PNH’ler olabileceği 

düşünülmektedir 124 (Şekil 9). Akciğer ağının en ucunda ise terminal 

bronşiyoller alveole dönüşür. Alveolar epitel yassı tip 1 pnemositlerden ve 

kübik tip 2 pnemositlerden oluşmuştur. Tip 1 pnemositler alveol ve kapiller 

arasında gaz değişimi yapan, terminal farklılaşmaya uğramış hücrelerdir. 

Tip 2 hücreler ise yüzey gerilimini kontrol etmek için surfaktan protein 

salgılarlar. Yapılan bir çalışmada tip 2 pnemositlerin tip 1’e farklılaşabildiği 

gösterilmiştir 125.   

 

Farelerde bronşiyoalveolar geçiş bölgesinde 

(bronchioalveolar duct junction, BADJ) kök hücre nişinin olduğu 

bulunmuştur. Naftalin ile alveolar yıkım sonrası BADJ’de bulunan hücreler 

Clara hücre belirteci olan CCSP’i ifade etmiş ve alveoliyi yeniden 

oluşturmuşlardır 126. BADJ’de bulunan ve naftalin hasarından sonra 

kendini yenileyebilen bu kök hücrelere “bronşioalveolar kök hücre” ismi 

verilmiştir (bronchioalveolar stem cells (BASCs)) 127. Bu hücreleri izole 

etmek için Hoechst 33342 boyası, CD133 ve ALDH gibi belirteçler 

kullanılmıştır.  
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2.9. Akciğer Kanser Kök Hücreleri ve Pluripotensi 

 

Kanser gelişimsel bir süreç izler ve normal gelişim yolakları 

da kanser patogenezinde etkilidir. Bu durumda tümörün gelişimi anormal 

organ gelişimi ile analogdur. Normal bir organogenezde kök hücrelerin 

kendini yenilemesi ve farklılaşması ile heterojen hücre fenotipine sahip 

fonksiyonel bir organ oluşur. Tümörigenezde ise kendini yenileme ve 

farklılaşma süreci, çok hızlı bölünen ve değişik bir şekilde farklılaşmış 

kanser dokusunun oluşumuyla sonuçlanır. Normal gelişim sürecinde ve 

kanserin başlama aşamasında kendini yenileme ve farklılaşma süreci 

normal organ ve tümör oluşumunda belirgin bir şekilde rol oynamaktadır. 

Ancak tümörlerin bu kapasiteye nasıl ve nerede sahip oldukları halen 

tartışılmaktadır. Kanser kök hücre hipotezi tümörün kendini yenileme ve 

heterojenite özelliklerine açıklama getirmektedir 128. Kanser kök hücre 

hipotezini destekleyen görüşlerden biri, transformasyon için gerekli olan 

onkogenik mutasyonların kök hücrelerde birikmesiyle kanserin 

oluşumudur. Dolayısıyla, tümör hücresinin kökeni bir kök hücre ya da 

progenitor hücre olabilir. Bu görüşün kanıtı kronik miyeloid lösemi gibi 

miyeloproliferatif hastalıklarda gösterilmiştir. Örneğin, Jun mutasyonları 

öncül hematopoietik kök hücrelerde kronik miyeloid lösemiye (KML) 

neden olurken, aynı mutasyon olgun hematopoietik hücrelerde hastalık 

oluşumunda etkili değildir 129. Bununla birlikte tümör hücreleri ve kök 

hücrelerde telomer revers transkriptaz (hTERT), öncül hücre belirteçleri 

gibi benzer genlerin ifadesi gözlenmektedir. 

 

Kanser kök hücresi hipotezine göre, tümör içinde kendini 

yenileme ve asimetrik bölünme yeteneğinde olan kök hücre benzeri 

hücreler bulunmaktadır. Bu hücreler farklılaşmış hücrelere dönüşebilme 

özelliğindedir 130, 131. Kanser kök hücrelerinin varlığına ilişkin ilk kanıt akut-

miyeloid lösemide bulunmuştur 132, akciğer kanseri dahil solid tümörlerde 
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varlıkları henüz bilinmemektedir. Kanser kök hücresi için pekçok farklı 

yüzey belirteci tanımlansa da, her tümör ve dokuda bu belirteçler farklı 

olabilmektedir. Akciğer kanseri için ortak bir yüzey belirteci 

tanımlanamamıştır, bu da tümör heterojenitesini göstermektedir 133, 134, 135, 

136, 137. Akciğer kanserinde kanser kök hücrelerinin düzenlenmesi, normal 

akciğer gelişiminde de aktif olan Hedgehog, Wnt ve Notch kök hücre 

sinyal yolakları ile olmaktadır 128.  

 

Kanser kök hücreleri, diğer tümör hücrelerine göre sitotoksik 

terapilere ve radyoterapiye daha dirençlidir. Geleneksel tedaviler 

başlangıçta farklılaşmış tümör hücrelerini öldürüp, tümörü küçültse de, bu 

tedaviler kanser kök hücre populasyonunu etkilemediği için tümör yeniden 

oluşmaktadır. Eğer terapi kendini yenileyebilen kanser kök hücrelerini 

hedeflemezse, terapinin ardından kalan kanser kök hücreleri tümörü 

tekrar oluşturabilmektedir. Örneğin CD34+CD38- lösemi kanser kök 

hücreleri ABCG2, MDR1 gibi pompalar nedeniyle geleneksel terapilere 

oldukça dirençlidirler 138. Akciğer kanserinde bu artmış direnç, primer 

tümörlerde 137 ve fare ksenograflarında gösterilmiştir 133. Kanser kök 

hücre populasyonunu hedefleyen tedaviler öncelikle kanser kök 

hücresinde aktif olan yolakları inhibe ederek geleneksel tedavilere 

duyarlılaştırmaya çalışmaktadır 139. 

 

Kanser hücrelerinin embriyonik kök hücreye ya da 

indüklenmiş pluripotent kök hücreye benzer karakteristik özellikleri vardır. 

Ayrıca, embriyonik kök hücreler ve indüklenmiş pluripotent kök hücreler 

bağışıklık sistemi zayıflatılmış fareye enjekte edildiğinde teratom 

oluştururlar 140.  

 

Hedgehog (HH), Wnt ve Notch sinyal yolakları normal akciğer 

gelişiminde ve tümör gelişiminde önemlidir. Bu yolakların kök hücre 
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yenilenmesinde ve korunmasında rol oynadığı düşünülmektedir. Kanser 

hücrelerinde bazen bu genlerin mutasyonlarına rastlanmaktadır 141. HH 

yolağında sinyal artışı, gen transkripsiyonunu düzenleyen GLI (GLI1, 

GLI2, GLI3) onkogenlerinin aktivasyonu ile sonuçlanır 142. Aktif HH sinyal 

yolu başta küçük hücreli olmak üzere küçük hücreli olmayan akciğer 

kanserlerinde de gösterilmiştir 143, 144. Notch sinyal yolağı hücre kaderinin 

belirlenlenmesi, sağkalımın uyarılması için gereklidir 145. Meme kök 

hücreleriyle yapılan bir çalışmada IL-6’nın normal ve tümör meme kanser 

kök hücrelerinde Notch-3 reseptörünü düzenleyerek Notch sinyal yolağını 

uyardığı gösterilmiştir 146. Wnt sinyal yolağının ise organogenez, kanserin 

başlaması ve ilerlemesi ve kök hücre pluripotensisinin korunması gibi 

olaylarda rolleri vardır. Küçük hücreli olmayan akciğer kanserinde Wnt1, 

Wnt2 ve Wnt7a düzensizliği ve Wnt yolak agonistlerinin (Dvl proteini, 

LEF1, Ruvb11) ifade artışı, antagonistlerinin (WIF-1, sFRP1, CTNNBIP1 

ve WISP2) ise azalışı gözlenmiştir 147, 148. 

 

2.10. Akciğer Kanserinde EGFR Mutasyonlarının Önemi 

 

EGFR büyüme faktörüyle başlatılmış reseptör dimerizasyonu, 

anahtar tirozin birimlerinin katalitik tirozin kinaz bölgelerinin aktivasyon 

bölgelerine ATP’den γ-fosfatların transferi ile olur. Sonrasında, SRC 

homoloji 2 ve protein bağlanma bölgelerine sahip olan uygun adaptör ya 

da sinyalleşme molekülleri, karboksiterminal fosfotirozinlerine bağlanır ve 

sinyalleşme yolağını aktifleştirir 149. EGFR ve ERBB2’nin seçici 

engellenmesi birçok epitelyal kanserde etkili bir terapötik yaklaşımdır.  

 

Akciğer kanserinde, EGFR’deki aktifleştirici mutasyonlar kinaz 

bölgesini kodlayan ekzonlar (18-21) içinde yer alır (Şekil 6). Multigenomik 

çalışmalar EGFR mutant akciğer kanserinin genomda çeşitli genlerde 

ifade, mutasyon ve amplifikasyon açısından eşsiz bir hastalık fenotipi 



31 
 

sergilediğini göstermiştir. Örneğin, EGFR mutant küçük hücreli dışı 

akciğer kanserinde serin-treonin kinaz 11 (STK11) (LKB1) mutasyonları 

çok nadir olarak gözlenirken, dual spesifik fosfataz 4 (DUSP4) ve siklin 

bağımlı kinaz inhibitör 2A (p16) kaybı görülmektedir 150, 151. L858R ve 

G719S mutasyonlarına sahip EGFR’nin kristal yapısı bu mutasyonların 

kinazı otoinhibitör etkileşimlerini bozarak aktifleştirdiğini, bu durumun da 

reseptörün aktivitesinde 50 kat artışla sonuçlandığını göstermektedir 152. 

Biyokimyasal analizler ekzon 19 delesyonu ya da L858R’nin EGFR’nin 

kinaz aktivitesini ve transformasyon kabiliyetini arttırdığını göstermiştir.  

Gefitinib ve erlotinib doğal tip EGFR’ye kıyasla, tirozin kinaz inhibitörlerine 

duyarlı mutant EGFR’ye daha iyi bağlanırlar 153. 

 

EGFR mutant küçük hücreli olmayan akciğer kanserinde 

tümörün sağkalımı, bu anormal kinaz sinyalleşmesine bağlıdır. Bu yolağın 

gefitinib ya da erlotinib ile inhibisyonu intrinsik apoptotik yolağın uyarımı 

ve hücre ölümüyle sonuçlanmaktadır. Bu süreç ERK sinyalleşmesi ile 

regüle olabilen ve bir pro-apoptotik protein olan BIM aracılığıyla olur 154. 

 

Bir diğer merak uyandıran konu ise EGFR mutant tümörlerin 

Doğu Asyalılarda ve beyaz ırkta aynı biyolojik özellikleri gösterip 

göstermediğidir. Yapılan çalışmalarda bu iki hasta grubunu ayıran önemli 

bir farklılık bulunmamıştır. Klinik olarak bu iki hasta grubunda EGFR 

mutasyonlarının prognostik farkı, sağ kalım süreleri ve gelişen direnç 

mekanizmaları aynı bulunmuştur 155.     

 

2.10.1. EGFR Tirozin Kinaz İnhibitörlerine Karşı Gelişen 

Direnç 

 

Akciğer kanserinde onkogen bağımlılığının en iyi örneği olan 

EGFR mutant tümörler, ilk kez 2004’de keşfedilmiştir. Bu tümörler 
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adenokarsinom histolojisi gösterir ve doğal tip EGFR tümörlerine göre 

daha iyi prognozları vardır 156. Metastatik akciğer kanserli hastaların 

ortalama sağkalım süresi 1 yılken, metastatik EGFR mutant tümörlü 

hastalar ilk jenerasyon EGFR tirozin kinaz inhibitörleri ile tedavi edilirse 

sağkalım süreleri 2 yıla uzamıştır. Ancak ne yazık ki tirozin kinaz 

inhibitörlerine birincil direnç gelişir ve bu durum etkinliği oldukça azaltır 156. 

 

İlk EGFR inhibitörlerinden olan gefitinibin keşfiyle, araştırıcılar 

her 100 küçük hücreli olmayan akciğer kanseri hastasının 10’undan iyi 

sonuçlar elde etmiştir. Faz II çalışmalarında ise ilaca yanıt veren 

hastaların adenokarsinom histolojisine sahip, Doğu Asyalı, sigara 

içmeyen kadın hasta oldukları gözlenmiştir 157. 2004 yılında, EGFR’nin 

kinaz bölgesinde bulunan mutasyonların keşfiyle, akciğer tümörlerinde 

gefitinib ve erlotinibe hassas olan hastaların klinik özellikleri daha iyi 

anlaşılmıştır 36, 50, 51.   

 

EGFR tirozin kinaz inhibitörlerinin çalışmasına uygun bir 

mutasyon olmasına rağmen, akciğer tümörleri TKI (tirozin kinaz inhibitörü) 

terapilere de novo direnç gösterir. EGFR mutant tümörlü hastalar 

arasında TKI’lara %75 cevap alınırken, %25’i etkisiz kalmaktadır. 

Hastalarda TKI tedavisi ile tümör küçülmesi olmasına rağmen boyut 

değişikliğindeki bu azalma solid tümörlerde ilaca yanıt kriterlerini 

karşılamaya yetmeyebilir. Bu kriterlere göre tümör tek boyutta %30 ya da 

daha fazla küçülmelidir. %20-25 oranındaki tümör küçülmesi hastalar için 

faydalı olsa da, bu tümüyle durağan bir hastalık olarak 

tanımlanmamaktadır 158.  
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2.10.2. İlaca Dirençli EGFR Mutasyonları 

 

EGFR geninde ekzon 18-21 arasındaki bazı mutasyonlar TKI 

direnci ile ilişkilendirilmiştir. Örneğin ekzon 20’deki küçük insersiyon ya da 

delesyonlar KHDAK’nin %5’inde gözlenmiştir. In vitro çalışmalar bazı 

mutasyonların ekzon 19 delesyonu ya da L858R mutantlara göre TKI’ne 

daha hassas olduğunu göstermektedir 159.  

 

2.10.3. EGFR Mutasyonları ile Birlikte Gözlenen Diğer 

Genomik Değişimler 

 

EGFR mutasyonlu tümörlerin EGFR inhibitörlerine cevap 

vermemesinin diğer bir nedeni EGFR sinyal yolağında bulunan sinyal 

moleküllerindeki değişimlerdir. Örneğin, PI3K’ın p110a alt-ünitesi olan 

PIK3CA mutasyonları, EGFR mutasyonları ile birlikte KHDAK’nde %2 

oranında gözlenmektedir 160. PTEN ifade eksikliği de TKI’ne azalmış 

duyarlılıkla ilişkilendirilmiştir 161. EGFR ve IGF-1R arasındaki etkileşim 

EGFR mutant hücre hattı modellerinde potansiyel bir direnç mekanizması 

olarak gösterilmiştir 162. Bazı EGFR mutant hücrelerin erlotinib varlığında 

sadece G1 arreste girerken, IGF-1R’ı inhibe eden antikorlarla birlikte 

tedavi edildiğinde apoptozise uğradıkları belirlenmiştir 163. Başka bir 

çalışmada erlotinib tedavisinde sağ-kalan hücrelerde farklı bir kromatin 

yapısı gözlenmiş ve bu yeni düzenin IGF-1R ve bir histon lizin spesifik 

demetilaz enzimi olan KDM5A aracılığı ile olduğu gösterilmiştir 162.  

 

2.10.4. Yabanıl Tip EGFR Tümörlerinde Direnç 

 

Eğer EGFR geninde ilaca duyarlılık sağlayan bir mutasyon 

yoksa ve tümör başka bir mutasyon yoluyla gelişmişse, tümör TKI’ne karşı 

dirençlidir. Örneğin, KRAS geninin GTPaz bölgesinde 12 ve 13. kodonda 
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gözlenen aktifleşitirici mutasyonlar KHDAK’nin %15-25’inde ve sadece 

EGFR yabanıl tiplerde gözlenmektedir. KRAS mutasyonları sigara 

içmeyenlere kıyasla eski ya da mevcut sigara içenlerde ve Doğu 

Asyalılara göre beyaz ırkta daha sık gözlenir. Dolayısıyla KRAS mutant 

akciğer tümörleri EGFR TKI’ne dirençlidir 55.  

 

KHDAK’nin yaklaşık %2’sinde BRAF mutasyonları gözlenir 

164. KRAS mutasyonları gibi BRAF mutasyonları da EGFR’den 

bağımsızdır. BRAF V600E mutasyonu taşıyan KHDAK hücre hatları MEK 

inhibitörü PD0325901’e duyarlıyken EGFR inhibisyonuna dirençlidir 165.  

 

Diğer %5’lik kısmın ise anaplastik lenfoma kinaz (ALK) 

geninde translokasyonu vardır. Echinoderm microtubule-associated 

protein like 4 (EML4) ALK’nın 5’ ucuna bağlanarak oluşan onkolojik 

yeniden düzenlenimler tanımlanmıştır. Bunlarda ALK’nın tirozin kinaz 

bölgesi ile çeşitli uzunluklarda EML4 vardır. KRAS ve BRAF mutant 

tümörlere benzer olarak, ALK füzyon proteinlerinin olduğu tümörlerde 

genellikle mutasyon yoktur. Klinik olarak ALK pozitif olan tümörler TKI’ne 

duyarlı değildir 166. 

 

Bazı direnç mekanizmaları mutasyon nedeniyle 

oluşmamaktadır. Örneğin hepatosit büyüme faktörü (HGF), MET reseptör 

kinazın ligandıdır ve bu proteinin artmış ifadesi direnç ile 

ilişkilendirilmektedir 167.  

 

2.10.5. EGFR’de Oluşan İkincil Bölge Mutasyonları 

 

EGFR TKI’ne direnç gösteren hastalarda genellikle 790. 

pozisyonda treonin amino asitinde T790M mutasyonu gözlenir. T790M 



35 
 

mutasyonu ile erlotinib ve gefitinibe rezistans kazanmış EGFR mutant 

tümörler, hastaların %50’sinde gözlenir 168. T790M mutasyonun  nasıl ilaç 

direnci geliştirdiğine dair iki mekanizma öne sürülmüştür. Birincisi 790. 

pozisyonda metiyoninin treonine dönüşmesiyle EGFR’nin ATP bağlanma 

bölgesinde konformasyonel bir değişim olur ve ilaç bağlanamaz. İkincisi 

ise T790M mutasyonunun L858R mutasyonuna göre daha fazla ATP 

afinitesi vardır 168.   

 

2.11. SOX2 

 

SOX2, bu tez çalışmamızda hedef olarak odaklandığımız, 

akciğer kanseri gelişiminde ve kemoterapi direncinde rolünü 

araştırdığımız gendir. SRY ailesinin bir üyesi olan SOX2; farinks, 

özefagus, trake, bronş ve bronşiyollerin epitel hücrelerinde ifadelenen bir 

transkripsiyon faktörüdür. Akciğerde periferal ve alveolar bölgelerde 

bulunmazken, geniş hava yollarında ifade edildiği gözlenmiştir 169. SOX2, 

embriyonik ve nöral retinal kök hücrelerin kendini yenilemesinde, dil tat 

alma tomurcuklarının ve kulak sensör hücrelerinin farklılaşmasında görev 

alan bir moleküldür. Toksik madde uygulamasının ardından gelişen  

onarım mekanizmasında bronşiyol epitelde SOX2’nin indüklendiği 

görülmüştür 170.  SOX2’nin germline delesyonu blastomerin ölümüyle 

sonuçlanmıştır 171. Erken gelişim sürecinde akciğer epitelinde SOX2 fazla 

ifadesi ise bronşlarda dallanma morfogenezini bozarak kistik akciğer ve 

neonatal ölüme yol açmıştır 172. Bu bilgiler SOX2’nin birçok farklı dokunun 

embriyonik farklılaşmasını düzenlediğini göstermektedir. SOX2, OCT3/4 

ve NANOG ile birlikte embriyonik kök hücre çoklu potansiyelliliğinin 

sürdürülmesinde önemlidir 173.  

 

SOX2 proteini, HMG ve serin aminoasitlerince zengin olan iki 

bölge içerir. HMG bölgesi hedef DNA’da küçük oluğa bağlanır 174. Serin 
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amino asitçe zengin olan bölge ise hedef gen ifadesini sağlar 175. Nöral 

progenitör hücrelerde hem HMG bölgesinin hem de serin amino asitince 

zengin bölgenin EGFR ifadesinin düzenlenmesinde rol oynadığı yapılan 

gen aktarım çalışmalarında gösterilmiştir 176.   

 

SOX2, önbağırsaktan (foregut) oluşan organlarda ifade 

edilmektedir. SOX2 ifadesinin zamanlaması ve lokalizasyonu çok iyi bir 

şekilde kontrol edilmektedir. İn vivo bulgulara göre akciğer öncülü 

oluşunca ekspresyonu kapanmaktadır. Akciğer öncülünün oluşumunun 

ardından, bu öncül dallanmaya başlayana kadar SOX2 ekspresyonu 

yeniden başlamaktadır. Dolayısıyla bu dallanma bölgelerinde SOX2’nin az 

ifadelenmesi akciğerin gelişimi için önemlidir 177. Bronş ağacında 

dallanma sırasında SOX2 fazla ifade olursa dallanmada bozukluklar 

oluşabilmektedir. SOX2’nin belirli zamanlarda downregülasyonu, 

dallanma indükleyici sinyallere yanıt verebilmek için gereklidir. Ayrıca, 

hava yollarındaki epitel hücrelerinin farklılaşabilmesi için SOX2 

ekspresyonu gereklidir 172. İmmunohistokimyasal analizler SOX2 protein 

ifadesinin, p63 pozitif bazal hücrelerde olduğunu göstermiştir 116. Sülfür 

dioksit uygulamasının ardından SOX2 delesyonunun erişkin trakea 

epitelinde bazal hücre sayısını ve kendilerini yenileme kapasitesini 

azalttığı bilinmektedir 169. Distal hava yollarında Clara, silli ve goblet 

hücrelerinin varlığının sürdürülmesinde SOX2 gereklidir 178. Özefagus ve 

trakea dokularında ve gelişimdeki rollerine ek olarak SOX2, olgun 

hücrelerin pluripotent hücreye dönüşmesinde görev yapan bir faktördür 

179. SOX2’nin skuamöz akciğer kanserinde adenokarsinoma göre daha 

fazla ifade edildiği gözlenmiştir 97. Ayrıca SOX2 fazla ekspresyonu meme 

180,  glioblastoma 181, prostat 182 ve hepatosellüler karsinom 183 gibi çeşitli 

kanserlerde gözlenmiştir.  
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SOX2, NANOG ve OCT3/4, embriyonik kök hücrelerde 

kendini yenileme ağının transkripsiyon faktörleridir. Fiziksel olarak 

birbirleriyle etkileşerek protein kompleksleri oluştururlar 184 ve çeşitli 

genlerin promotorlarına bağlanarak ifadelerini sağlarlar 185. Fonksiyonel 

olarak bunlardan herhangi birinin downregülasyonu embriyonik kök hücre 

farklılaşmasını uyarır ve pluripotent kök hücre evresinin bozulmasını 

sağlar. OCT4, SOX2 ve NANOG genlerinin birlikte ekspresyonunun 

yetişkin somatik hücreleri pluripotent kök hücre düzeyine tekrar 

programlanmasını sağlamıştır 186, 187. 

 

Akciğer kanserinin kökeni ve ilaç direncini çözmek için 

yapılan moleküler ve klinik çalışmalar halen devam etmektedir. Bu 

çalışmada in vitro ve in vivo EGFR mutant akciğer kanserinde bir 

pluripotensi transkripsiyon faktörü olan SOX2’nin önemini, proliferasyonda 

ve tümörigenezde etkisini araştırdık. Aynı zamanda bazı hücre içi 

yolakların ve çevresel uyaranların SOX2 ifadesi üzerinde etkisini 

inceledik. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Kullanılan Cihazlar 

 

 Karbondioksitli etüv (Sanyo, Japonya) 

 Biyogüvenlik kabini (NuAire, ABD) 

 Floresan ataçmanlı mikroskop (Leica, Japonya) 

 Invert mikroskop (Leica, Almanya) 

 Işık mikroskobu (Leicia, Almanya) 

 Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) (Thermo Scientific, ABD) 

 Elektroforez tankı (BioRad, ABD) 

 Mikroplaka ELISA okuyucu (BioTek, ABD) 

 Soğutmalı santrifüj (Hettich Mikro 22 R, Almanya) 

 pH metre (WTW 422, Almanya) 

 Hassas terazi (AND-ER-182A, Japonya) 

 Manyetik karıştırıcı (TMA 2071, Almanya) 

 Spin vorteks (Biosan, Rusya) 

 Mikropipetler, 10μL, 100μL, 1000μL (Eppendorf, ABD) 

 Derin dondurucu, -30°C (Sanyo, Japonya) 

 Derin dondurucu, -86°C (Sanyo, Japonya) 

 Buzdolabı (Sanyo, Japonya) 

 Sıvı azot tankı 

 

3.2. Kullanılan Sarf Malzemeler 

 

 Hücre üreme flaskları, 25cm2 ve 75cm2 (Corning, ABD) 

 Petriler, 35mm, 60mm ve 100mm (Corning, ABD) 

 6 ve 96 kuyucuklu plateler (Corning, ABD) 

 10ul, 100ul ve 1000ul steril pipet uçları (Neptune, ABD) 

 Hücre kryo (dondurma) ampülü (Greiner, Almanya) 
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 Kültür tüpleri (Corning, ABD) 

 Mikrosantrifüj tüpleri (CLP, Almanya) 

 

3.3. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 

 Erlotinib (Sigmaaldrich, ABD) 

 Triciribine (Sigmaaldrich, ABD) 

 LY294002 (Sigmaaldrich, ABD) 

 Dimetil sülfoksit (DMSO) (Ambresco, ABD) 

 DMEM besiyeri (Gibco, ABD) 

 DMEM/F12 besiyeri (Gibco, ABD) 

 RPMI 1640 besiyeri (Gibco, ABD) 

 Fetal sığır serumu (FCS) (inaktif) (Gibco, ABD) 

 Penisilin/Streptomisin (Gibco, ABD) 

 Glutamin (Gibco, ABD) 

 Tripsin-EDTA (Gibco, ABD)  

 Fosfat tamponu (PBS) (Gibco, ABD) 

 %96 lık Etanol (Merck, ABD) 

 DMSO (Sigma, ABD) 

 Tris (Sigma, ABD) 

 EDTA (Sigma, ABD) 

 Asetik Asit (Merck, ABD) 

 Sodyum Klorür (Sigma, ABD) 

 Metanol (Merck, ABD) 

 Gliserol (Gibco, ABD) 

 İnsulin (Sigma, ABD) 

 Hepes (Sigma, ABD) 

 Ponceau S (Gibco, ABD) 

 Tris HCI (Gibco, ABD)  
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 Temed (Biorad, ABD)  

 29:1 Akrilamid/Bisakrilamid (Biorad, ABD)  

 Amonyum Persülfat (Biorad, ABD)  

 Bromofenol mavisi (Sigma, ABD)  

 β-merkaptoetanol (Sigma, ABD)  

 Glisin (Merck, ABD)  

 Tween 20 (Gibco, ABD) 

 Sodyum dodesilsülfat (SDS) (Amresco, ABD)  

 Nitroselüloz membran (Bio-Rad, ABD)  

 ECL (Amersham, ABD) 

 Sodyum Azid ( Sigma, ABD)  

 TBST (BioRad, ABD) 

 TBS (BioRad, ABD) 

 BSA (Bovine Serum Albumin) (Sigma, ABD) 

 Yağsız süt tozu   

 Doxocyclin içeren hayvan yemi 

 Antikor Akt (Cell signaling, ABD) 

 Antikor p-Akt (Cell signaling, ABD) 

 Antikor SOX2 (Cell signaling, ABD) 

 Antikor OCT4 (Cell signaling, ABD) 

 Antikor EGFR (Cell signaling, ABD) 

 Antikor p-EGFR (Cell signaling, ABD) 

 Antikor mt-EGFR (Cell signaling, ABD) 

 Antikor p-STAT3 (Cell signaling, ABD) 

 Antikor IGFR (Cell signaling, ABD) 

 Antikor p-IGFR (Cell signaling, ABD) 

 Antikor NANOG (Cell signaling, ABD) 

 Antikor p-S6 (Cell signaling, ABD) 

 Antikor c-NOTCH (Cell signaling, ABD) 

 Antikor HES1 (Santa Cruz, ABD) 
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 Antikor IGFBP3 (Santa Cruz, ABD) 

 Antikor p-FOXO1/3 (Cell signaling, ABD) 

 Antikor TUBULIN (Cell signaling, ABD) 

 Antikor GAPDH (Cell signaling, ABD) 

 Anti Rabbit Sekonder antikor (Cell signaling, ABD)  

 Running Buffer (10X) (BioRad, ABD) 

 Transfer Buffer (10X) (BioRad, ABD) 

 Proteaz inhibitör Kokteyl (Cell signaling, ABD) 

 Fosfataz inhibitor Kokteyl (Cell signaling, ABD) 

 Mounting media (Dako, ABD) 

 Hematiksilen (Sigma, ABD) 

 Trichloroacetic acid (TCA) (Sigma, ABD) 

 Sulforhodamine (SRB) (Sigma, ABD) 

 GFP plazmit (Sigma, ABD) 

 shSOX2 plazmit (Sigma, ABD) 

 scr shRNA plazmit (Sigma, ABD) 

 LB agar (Sigma, ABD) 

 LB Broth (Sigma, ABD) 

 Ampicillin (Sigma, ABD) 

 Puromycin (Sigma, ABD) 

 Optimem (Invitrogen, ABD) 

 Lipofektamin (Invitrogen, ABD) 

 Formalin (Merck, ABD) 

 Matrijel (Invitrogen, ABD) 
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3.4. Kullanılan Kitler 

 

 BCA protein miktar tayin kiti (Thermo Scientific) 

 Plazmit izolasyon kiti (Qiagen, ABD) 

 Vectastain Avidin-Biotin Conjugate kit (Vector, ABD) 

 

3.5. Besiyeri ve Çözeltilerin Hazırlanışı 

 

3.5.1. % 10’luk RPMI1640 Besiyerinin Hazırlanışı 

 

450ml RPMI besiyeri içerisine, 50ml FCS, 200mM L-glutaminden 

10ml, 100IU/ml penisilin, 100µg/ml streptomisin eklenerek %10’ luk RPMI 

1640 besiyeri hazırlandı. 

 

3.5.2. % 2’lik DMEM Besiyerinin Hazırlanışı 

 

490ml DMEM besiyeri içerisine, 10ml FCS, 200mM L-glutaminden 

10ml, 100IU/ml penisilin, 100µg/ml streptomisin eklenerek %1’ lik DMEM 

besiyeri hazırlandı. 

 

3.5.3. Kök Hücre Besiyerinin Hazırlanışı 

 

500 ml DMEM/F12 besiyeri içerisine 25 ml BSA, 2.5 ml insulin 

(10mg/ml), 5 ml 100IU/ml penisilin, 6.7 ml %45 glikoz, 7.5 ml sodyum 

bikarbonat, 2.5 ml 1M hepes, 5 ml glutamin, 1ml 2mg/ml heparin 

eklenerek kök hücre besiyeri hazırlandı. 
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3.5.4. Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanışı 

 

%10’luk SDS 

200 ml için son konsantrasyon 

Sodyum dodesil sülfat   20 g    %10 

 

SDS, 180 ml distile su ile karıştırılır. pH 7.2’ye ayarlanır ve solüsyon 

distile su ile 1L’ye tamamlanarak oda sıcaklığında saklanır. 

 

Amonyum persülfat Solüsyonu (APS)  

Amonyum persülfat solüsyonu distile su ile yapılır. 2 g APS, 20 ml 

dH2O ile karıştırılır. APS solüsyonu hergün için taze hazırlanır. Karanlık 

ortamda saklanır. 

 

Yükleme Tamponu 

Bromophenol Blue 0,02 g tartılarak 2 ml ß-mercaptoethanol ilave 

edilir. 1 damla HCI damlatılınca turuncu bir renk alması gerekir. 

 

1M Tris Tamponu (pH 6.8) 

200 ml için son konsantrasyon 

Tris Base    24.228 g  1 M 

 

Tris base 150 ml distile su ile karıştırılır. pH 6.8’e ayarlanır ve 

solüsyon distile su ile 200 ml’ye tamamlanır. 

 

1,5 M Tris Tamponu (pH 8.8) 

200 ml için son konsantrasyon 

Tris Base    24.228 g  1,5 M 
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Tris base 170 ml distile su ile karıştırılır. pH 8.8’e ayarlanır ve 

solüsyon distile su ile 200 ml’ye tamamlanır. 

 

Tris Tampon Tuzu  

1L için  Molarite           

Tris Base     30 g   50 mM 

NaCl      80 g   137 mM 

 

Kimyasallar distile su ile karıştırılır. pH 7.4’e ayarlanır. 

 

Yıkama Solüsyonu (TBS-T) 

Tween-20 solüsyonu için 1L TBS’e 1ml Tween-20 eklenir. 

                                                     

1L için son konsantrasyon 

Tris Base     30 g   50 mM 

NaCl (FW 58.44)    80 g   137 mM 

Tween-20 solüsyonu   1 ml   %0.2 

 

Kimyasallar distile su ile karıştırılır. pH 7.4’e ayarlanır. 

 

1X Yürütme Tamponu (Elektroforez çözeltisi) 

1L için son konsantrasyon  

Distile su     900 ml 

10X BioRad running buffer   100 ml  1X 

 

1X Transfer Tamponu (Elektroblot çözeltisi) 

1L için son konsantrasyon 

10X Transfer Buffer    100 ml        

Metanol     200 ml 

Distile Su     700 ml  1X 
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Yürütme tamponu ve Transfer tamponu oda sıcaklığında saklanır.  

 

Bloklama Solüsyonu 

    10 ml için son konsantrasyon 

Yağsız süt tozu   0.5 g   %5  

TBS-T     10 ml   1X 

 

Süt tozu  az miktarda TBS-T ile karıştırılır. Daha sonra TBS-T ile 100 

ml’ye tamamlanır. 

 

Coomassie Brilliant Blue Jel Çözeltisi (Jel Boyama Çözeltisi) 

5 g Coomasie blue tartılarak 450 ml distile su içinde çözdürüldü. 

450 ml metanol ve 100 ml glasiyal asetik asit ilave edilerek 1000 ml’ye 

tamamlandı. Çözelti oda ısısında muhafaza edildi. 

 

Sodyum azid (NaAz)çözeltisi 

0.2 g sodyum azid 10 ml dH2O içinde çözülür. 

 

2X Laemmli Sample Buffer (LSB) 

 

1,5 M Tris-Base pH : 8,8    12,5 ml 

 Gliserol      10 ml 

 %10 SDS      20 ml 

 Distile Su      7,5 ml 

 Toplam      50 ml 
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LSB Complete Buffer 

 

2X LSB      1 ml 

Proteaz inhibitörü  (10X)    20 l 

Fosfataz inhibitörü (25X)    40 l 

 

LSB Complete buffer -20°C’de saklanır.  

 

Primer Antikor Çözme Solusyonu:  

10 ml için son konsantrasyon  

BSA   0,5 g                   %5 

1X TBS-T  10 ml                      

NaAz   5 l                              %0.05 

 

Primer antikorların sulandırılma oranları 1:1000  

 

Primer antikor solusyonu    10 ml 

Antikor      10 l         

 

Sekonder Antikor Çözme Solusyonu:  

 

10 ml için son konsantrasyon 

Yağsız süt tozu  1 g                %5  

1X TBS-T   20 ml                     1X 

 

Sekonder antikorların sulandırma oranları 1:2000  

 

Sekonder antikor solusyonu   20 ml 

Antikor      10 l           
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 3.6. Yöntemler 

 

3.6.1. Hücre Kültürü 

 

Çalışmamızda kullanılan tüm hücreler H1975 (Resim 1), 

HCC827 (Resim 2), PC9 (Resim 3), HCC827 GR5 (Resim 4) hücreleri 

Amerika Birleşik Devletleri’nde bulunan National Institutes of Health 

bünyesindeki National Cancer Institute’da Phillip Dennis’in 

laboratuvarından temin edilmiştir. HCC827 ve HCC827 GR5 hücrelerinde 

(E746-A750) delesyonu, PC9 hücrelerinde ekzon 19 delesyonu, vardır. 

HCC827 GR5 hücrelerinde bu mutasyona ek olarak MET amplifikasyonu 

da vardır. H1975 hücrelerinde ise hem L858R hem de T790M mutasyonu 

bulunmaktadır. Bununla birlikte bu hücrelerde çeşitli  genlerde ek 

mutasyonlar da belirlenmiştir (Tablo 1). Tüm hücreler %5 ya da %10 FBS, 

100U/ml penisilin ve 100mg/ml streptomisin içeren RPMI 1640 

besiyerinde %95 nem ve %5 CO2 içeren ortamda 37°C’de kültüre edilerek 

çoğaltıldı.   

 

Tablo 1. Çalışmamızda kullanılan hücre hatlarının mutasyonları  
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Resim 1. H1975 hücre hattı (20X) 

 

 

 

Resim 2. HCC827 hücre hattı (20X) 
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Resim 3. PC9 hücre hattı (20X) 

 

 

 

Resim 4. HCC827 GR5 hücre hattı (20X) 
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3.6.2. SRB Sitotoksisite Deneyi 

 

Bu yöntem negatif yüklü bir boya olan sülforodaminin (SRB) 

hücre içine girmesine dayanır. Ne kadar çok canlı hücre bu boyayı alırsa, 

fiksasyon işleminden sonra o kadar çok boya açığa çıkıp çözünecek ve 

absorbans değeri yüksek olacaktır. 

1. 96 kuyucuklu platelere ekilen hücreler çeşitli zaman ve 

konsantrasyonlarda inhibitörlerle muamele edildikten sonra 

aşağıdaki protokol uygulandı. 

2. Hücreleri fixe etmek için 50 uL %10 trikloroasetik asit (TCA) 

eklenerek plate’ler 1 saat 4oC’de inkübe edildi. 

3. Kuyucuklar fixatifin uzaklaşması için 5 kez distile su ile yıkandı ve 

kuruması için oda sıcaklığında 3 saat beklendi. 

4. Kuyucuklara 100 uL sulforodamin (SRB) boyası eklendi ve oda 

sıcaklığında karanlıkta 30 dakika inkübe edildi. 

5. Kuyucuklar 5 kez %1 asetik asit ile yıkandı ve kuruması için oda 

sıcaklığında 3 saat beklendi. 

6. Kuyucuklara 200 uL 10 mM Tris buffer eklendi ve boyanın çözülmesi 

için 15 dakika çalkalayıcıda sallandı. 

7. 570 nm dalga boyunda plate okuyucuda absorbans değerleri 

okunup, kaydedildi. 

 

3.6.3. Hücrelerden Total Protein İzolasyonu  

 

1. Aynı pasaj numarasına sahip H1975, PC9, HCC827, HCC827GR5 

hücreleri, hücre kültür flasklarının %70’ini kapladığında besiyeri 

uzaklaştırıldı. 1ml %0.5 Tripsin-EDTA karşımı ile hücrelerin yapışık 

olduğu tabandan uzaklaştırıldı. %5 FBS’ li DMEM’ le muamele edilip 

1000 rpm’ de 5-10 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatan 

dökülerek hücreleri içeren pelet, hücre sayım cihazıyla sayıldı. 
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Uygulanan inhibitörlerin etkisine araştırmak amacıyla hücreler iki-üç 

tekrarlı olarak belirlenen saatlerde herbir hücre hattı için 5x105 hücre 

olacak şekilde 6 kuyucuklu platelere ekildi.  

2. Plateler 1 gün 37°C’de inkübe edildikten sonra besiyerleri tamamen 

çekilerek her hücre hattına çeşitli dozlarda inhibitörler verilerek ve 

DMSO’ lu besiyerlerinde inkübasyona bırakıldı.  

3. İnkübasyon süresi bittiğinde DMSO ve flavopiridol uygulanan 

hücrelerin besiyerleri döküldü.  

4. Yaklaşık 1 ml PBS ile yıkandıktan sonra complete-LSB 

solusyonundan 150 L eklendi. 

5. LSB solusyonu ve kazıyıcıyla hücreler patlatılıp proteinler elde edildi.  

6. Elde edilen protein solusyonu 1,5 ml’ lik santrifüj tüplerine toplandı.  

7. Protein solusyonları sonikatörle muamele edilerek hücrelerin 

mekanik parçalanması ve homojenizasyonu sağlandı.  

8. Elde edilen proteinlerin yapısının bozulmaması için -20 °C’de 

saklandı. 

 

3.6.4. Protein Miktar Tayini  

 

Protein miktar tayini için BCA protein miktar tayin kiti kullanıldı.   

 

1. BCA çalışma solusyonu reagent A:B = 50:1 oranında, örnek 

sayısına bağlı olarak hazırlandı.  

2. 96 kuyucuklu plağa her bir örnek iki tekrarlı olacak şekilde 5 L 

eklendi. 

3. Hazırlanan BCA çalışma solusyonu çok kanallı pipetle her kuyucuğa 

95 L eklendi. 

4. Plak  37°C etüvde 30 dk inkübe edildi.  

5. Proteinlerin spektrofotometrede, 562 nm’da absorbans değerleri 

okundu.  
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6. Absorbans değerleri okunan örneklerin protein miktarları, standart 

grafik üzerinden belirlendi.  

 

3.6.5. Western Blot Protein Tayini  

 

SOX2, OCT4, NANOG, c-NOTCH, HES1, AKT, p-AKT, p-S6, 

EGFR, p-EGFR, mt-EGFR, p-STAT3, p-FOXO1/3, IGFR, p-IGFR, 

IGFBP3, TUBULIN, GAPDH genlerinin protein ekspresyonları Western 

blot yöntemiyle belirlenmiştir.  

 

Western blot, bir hücre özütünde ya da protein solusyonunda,  

spesifik bir proteinin saptanmasında, varsa miktar tayininde kullanılan 

yarı-ölçülebilir yöntemdir. 

 

1.  Protein Örneklerinin Hazırlanması: Protein tayini yapılan protein 

örnekleri 1,5 l ependorf tüplere eşit protein konsantrasyonunda 

konup, eşit miktarda olması için de 2X LSB tamponuyla tamamlandı. 

Eşit miktarda yükleme tamponu olan yükleme tamponu eklendikten 

sonra 95°C ‘de kuru ısıtıcı blokta 5 dk bekletilerek yüklenmeye hazır 

hale getirildi. 

2. SDS Poliakrilamid Jelin Hazırlanması ve Yürütülmesi: Jel, sentetik 

bir madde olan akrilamid ile akrilamid türevi olan N-N’-metilen 

bisakrilamidin polimerleşmesiyle hazırlandı ve örnekler bu jel 

üzerinde yürütüldü. Proteinler, yüklerine göre değil moleküler 

ağırlıklarına göre dikey elektroforezde ayrılır. Bu nedenle daha 

yüksek yüzdeli jel hazırlanarak daha küçük moleküler ağırlıktaki 

proteinler daha düşük yüzdeli jel hazırlanarak da daha büyük 

moleküllerin tayini yapıldı. 1x yürüme tamponu da eklenerek 

proteinlerin yürümesi sağlandı. Elektroforez 100V, 250mA’de 

yaklaşık 3 saat yapılır.  
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3. Jelin Membrana Aktarılması: Dikey elektroforez işlemiyle proteinler 

ayrıldıktan sonra jeldeki proteinler nitroselüloz membrana aktarıldı. 

Bunun için ıslak emdirim uygulandı. Aktarım 250mA, 100V ‘da 

yaklaşık 90dk’da yapılır.  

4. Membran, aranan proteine özgü birincil ve ikincil antikorda inkübe 

edilirek, antijen-antikor bağlantısı gerçekleşmesi: Transfer sonrası 

membran Ponceu ile boyandıktan ve bloklama solusyonuyla 

muamele edildikten sonra BSA’da hazırlanan primer antikorlarda bir 

gece +4°C ‘de inkübasyona bırakıldı. Birincil antikordan alınan 

membranlar enzim konjuge ikincil antikorla 2 saat boyunca inkübe 

edildi (bütün proteinler için anti-rabbit). 

5. Antikorla inkübasyon sonrası membranlar ECL çözeltisi ile muamele 

edildi ve görüntüleme sisteminde protein ekspresyonu gözlendi.  

 

3.6.6. İmmunohistokimyasal Boyama 

 

Mutant EGFR ifade eden CC10-EGFR L858R/T790M 

transgenik farelerden alınan doku örnekleri SOX2 ekspresyonunu 

belirlemek için streptavidin-biyotin üçlü indirekt immün peroksidaz yöntemi 

kullanılarak boyama yapılmıştır. 

 

Çalışmada SOX2 (Cell Signaling, ABD) antikoru kullanılmıştır. 

Biyotinlenmiş, bağlayıcı (sekonder) antikor, streptavidin-biyotin kompleksi 

ve kromojen olarak kullanılan 3-3’diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB) 

ticari olarak kullanıma hazır kitler şeklindedir. 

 

Doku mikroarray aleti ile hazırlanan bloklar ve diğer 

bloklardan elde edilen kesitler SOX2 antikoru ile aşağıdaki prosedüre 

göre boyanmıştır: 
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1. Polilizinli lam üzerine alınan 4 mikronluk kesitler 37°C’de etüvde 

gece boyunca deparafinize edilmiştir. 

2. Kesitler ksilolde 30 dakika bekletilmiştir. 

3. Fiksasyon için %96’lık alkolde 15 dakika tutulmuştur. 

4. Kesitler çeşme suyuyla, ardından distile su ile yıkanmıştır. 

5. Antijen retrivel işleminde, kesitler SOX2 antikoru ile boyama için 

Tris-EDTA buffer (pH 9.0)  içinde sırasıyla 90°C’de 10 dakika ve 

85°C’de 5 dakika mikrodalgada bekletilmiştir. 

6. Kesitler 20 dakika soğumaya bırakılmıştır. 

7. Kesitler önce su, sonra PBS ile yıkanmıştır. 

8. Örnekler hidrojen peroksidazda 5 dakika bekletilmiştir. 

9. Kesitler PBS ile yıkanmıştır. 

10. Primer antikor olan SOX2 üreticinin önerdiği dilüsyonlarda 

hazırlanıp, lam üzerindeki doku kesitlerini kapatacak şekilde 

damlatılmıştır.  

11. 16 saat +4oC’de inkübasyona bırakılmıştır. 

12. Kesitler PBS ile yıkanmıştır. 

13. Bağlayıcı (sekonder) antikor ile oda sıcaklığında 15 dakika süre ile 

inkübasyon yapılmıştır. 

14. Kesitler PBS ile yıkanmıştır. 

15. Streptavidin-biyotin kompleksi uygulanarak 15 dakika bekletilmiştir. 

16. Kesitler PBS ile yıkanmıştır. 

17. Renk vererek görüntülemeyi sağlamak için DAB kromojen i le belirli 

bir süre ile inkübasyonu yapılmıştır. 

18. Kesitler distile su ile yıkanmıştır. 

19.  20 saniye hematoksilen ile zemin boyası yapılmış ve musluk 

suyunda yıkanmıştır. 

20. Dehidratasyon için kesitler sırasıyla %90, %95 ve %100’lük 

alkollerde 5’er dakika tutulmuş, ksilolde şeffaflaştırılmıştır. 

21. Doku kesitleri Dako mounting media ile kapatılmıştır 
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3.6.7. Plazmit DNA Çoğaltılması 

 

Hazır alınan plazmitlerin hücrelere uygulamadan önce 

çoğaltılması gereklidir. Bu nedenle plazmitleri bakteriye aktarıp, plazmiti 

taşıyan bakteriyi seçip, plazmit DNA’sını izole ettik. 

 

Bunun için öncelikle plazmitin alıcı hücreye 

transformasyonunu yaptık.  

 

1. 25 uL DHsα alıcı hücreleri üzerine 2 uL istenen plazmit eklenir.  

2. 30 dakika buzun üzerinde beklenir. 

3. Hücreleri ve plazmiti içeren tüp 1 dakika 42oC’de bekletilir 

4. Ampisilin ve kanamisin içeren LB agar üzerine bu hücreler yayılır. 

5. 37°C’de bir gece bekletilir. 

6. LB agardan 1 koloni seçilir.  

7. Koloni 100 mL LB Broth içine bırakılır. 

8. LB Broth 1 gece 37°C’de çalkalanır. 

9. Ertesi gün plazmit DNA izolasyonu yapılır. 

10. Elde edilen DNA miktarı Nanodrop ile ölçülür.  
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3.6.8. Plazmit DNA izolasyonu 

 

1. LB Broth içinde üretilmiş bakteriler 6000g’de 15 dakika santrifüj 

edilir. 

2. Santrifüj işleminden sonra süpernatant atılır. 

3. Peletin üzerine Qiagen kit icinde bulunan 4 mL Buffer P1 eklenir, 

yeni tüpe transfer edilir. 

4. Bu karışım üzerine 4 mL Buffer P2 eklenir ve 4-6 kez alt üst edilir. 

Oda sıcaklığında 5 dakika beklenir. 

5. 4 mL Buffer P3 eklenir ve 4-6 kez alt üst edilir. Buzda 15 dakika 

bekletilir. 

6. 16000g’de 4°C’de 10 dakika santrifüj yapılır.  

7. Süpernatant alınıp, qiagen tip üzerine dökülür ve sıvının akması 

beklenir. 

8. Qiagen tip 2 kez Buffer QC ile yıkanır. 

9. Filtrede takılan DNA Buffer QF uygulanarak yeni tüpe alınır. 

10. DNA üzerine 3 mL izopropanol eklenir. 

11. 15000g’de 4°C’de 30 dakika santrifüj edilir. Süpernatant atılır. 

12. DNA peleti 2 mL %70 ethanolle yıkanır. 

13. 15000g’de 10 dakika santrifüj edilir. Süpernatant atılır. 

14. Pellet halindeki DNA TE buffer ya da elution buffer içinde çözülür. 
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Şekil 10. Çalışmamızda kullandığımız shSOX2 plazmiti 

 

3.6.9. shRNA Üretimi İçin Lentivirüs Protokolü 

 

1. 293FT hücreleri 1 hafta  %10 DMEM besiyeri içinde üretilir.  

2. 1x106/25 cm2 flask/3 ml besiyeri olacak şekilde hücreler ekilir. 

3. Yaklaşık 16 saat sonra paketleyici, zarf ve hedeflenen shRNA’yı 

içeren plazmitler (Şekil 10) 100ul optimem ve 6ul lipofektamin ile 

hücrelerin üzerine eklenir. 

4. 12 saat sonra hücrelerin besiyeri yeni besiyeri ile değiştirilir. 

5. 24 saat sonra flasklardaki besiyeri alınıp, -80°C’de saklanır.  

6. Lentivirüsle enfekte edilecek hücreler 1x105/6 kuyucuklu plate olacak 

şekilde ekilir. 

7. Ertesi gün ilk kuyucuğa 100ul virüs eklenir. Virüs eklenen 

kuyucuktan 200 ul alınıp, ikinci kuyucuğa, ikinci kuyucuktan 200 ul 

alınıp üçüncü kuyucuğa 200 ul aktarılır. Bu seyreltme işlemi son 
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kuyucuğa kadar devam eder. Son kuyucuk negatif kontrol 

olduğundan virüs aktarılmaz. 

8. Ertesi gün tüm kuyucuklardaki besiyeri 2 mg/ml puromisinli besiyeri 

ile değiştirilir.  

9. Virüsü alan hücreler puromisinli besiyerlerinde canlı kalırken, 

almayanlar ölür. 

10. Canlı hücreler üretilerek hedeflenen geni baskılanan hatlar yapılmış 

olur. 

 

3.7. Deney Hayvanı Çalışmaları 

 

Tüm hayvan çalışmaları Ulusal Kanser Enstitüsü’nün Hayvan 

Bakım ve Kullanım Komitesi’nin kurallarına uygun olarak yapılmıştır. 

CC10-EGFRL858R/T790M transgenik fareler William Pao’dan alınmıştır. 

Çalışmamızda 6 haftalık CC10-EGFRL858R/T790M transgenik fareler her 

grupta 3 fare olacak şekilde 4 gruba bölündü. İlk grup 3 hafta boyunca 

doksosiklin içeren besin alırken, ikinci grup almadı. Üçüncü grup 9 hafta 

boyunca doksosiklin alırken dördüncü grup almadı. İlk iki grup 3 hafta 

sonunda, son iki grup 9 hafta sonunda sakrifiye edildi. Sakrifikasyonun 

ardından farelerin akciğerleri ve karaciğerleri steril bir şekilde çıkartıldı 

(Resim 5). Bir kısmı protein analizi için sıvı azotta dondurulurken, diğer 

kısmı formalin içine alındı. Formalinde saklanan doku parçaları 24 saat 

sonra immunohistokimya merkezine gönderildi. Bu merkezde dokular 

parafin içine gömülüp, enine kesitler alındı.  
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Resim 5. Çalışmamızda kullanılan CC10-EGFR L858R/T790M transgenik farelerin 

sakrifiye edilmesinin ardından akciğerin çıkarılışı  

 

Xenograft çalışması için 6 haftalık bağışıklık sistemi 

zayıflatılmış farelere sağ ve sol tarafa subkutan olarak omuz ve sırt 

bölgelerinden çeşitli sayılarda 200ul matrijel içinde hücre enjeksiyonu 

yapıldı. Sağ taraftaki enjeksiyonlar scr hücreler içerirken, sol tarafa aynı 

sayıda knockout edilmiş geni taşıyan hücreler enjekte edildi. Farede 

oluşan tümörler hergün kontrol edildi ve gözle ölçüm yapıldı. Tümörler 

farenin yaşamını engeller büyüklüğe geldiğinde (yaklaşık 2,25 cm) fareler 

sakrifiye edildi. Oluşan tümörler çıkartılıp, sıvı azotta donduruldu ya da 

formalin içine alındı.  
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3. 8. İstatiksel Analiz Yöntemleri 

 

Hücre canlılığı ve ilaç yanıtı deneylerindeki değişimler “tek 

yönlü Anova” testiyle karşılaştırıldı. Veriler “SPSS 15.0” istatistik programı 

kullanılarak değerlendirildi. Anlamlılık değeri p < 0.05 olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. EGFR Mutant KHDAK Hücrelerinin Erlotinib Yanıtı 

 

Çalışmamızda EGFR tirozin kinaz inhibitörü (TKI) olan 

erlotinibi çeşitli konsantrasyonlarda 3 ve 9 gün boyunca, her 3 günde bir 

ilaçlı besiyerini değiştirecek şekilde EGFR geninde çeşitli mutasyonlara 

sahip küçük hücreli dışı akciğer kanseri hücreleri üzerine uyguladık. 

H1975 hücreleri TKI’ne karşı hem L858R duyarlı mutasyona hem de 

T790M direnç mutasyonuna sahip oldukları için IC50 oranları daha 

yüksektir. Bu nedenle H1975 hücrelerini %10 FBS içeren RPMI içinde 3 

gün ve 9 gün 5 μM ve 25 μM erlotinib ile muamele ettik (Şekil 11).  

 

Şekil 11. H1975 hücreleri çeşitli süre ve konsantrasyonlarda erlotinib ile inkübe 

edildikten sonra 20X mikroskop görüntüleri  
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Uygulama sonrasında hücre kazıyıcılar yardımıyla hücreleri 

flasklardan kaldırıp, protein izolasyonu yaptık. Western blot yöntemiyle C-

NOTCH, HES1, p-IGF1R, IGFR, IGFBP3, EGFR, p-EGFR, P-AKT, AKT, 

SOX2, NANOG ve GAPDH proteinlerini görüntüledik. Şekilde görüldüğü 

gibi 9. gün 5 μM erlotinib konsantrasyonunda C-NOTCH ve HES1 ifadesi 

kontrole göre artmıştır. Yine aynı konsantrasyonda p-IGF1R aktivitesi 

IGFBP3 aktivitesi ile birlikte artmıştır. EGFR düzeyi erlotinib uygulanan 

gruplarda değişmezken, p-EGFR düzeyi ancak 25 μM`da kontrole göre 

azalmıştır. AKT ve p-AKT düzeyi tüm gruplarda yaklaşık aynı düzeydedir. 

Öte yandan SOX2 düzeyi 3 ve 9 günde 5 μM erlotinib uygulanan 

gruplarda artarken, 25 μM erlotinib uygulanan gruplarda kontrole göre 

azalmıştır. OCT4 düzeyi ise sadece 9 gün 25 μM uygulanan grupta 

artarken, NANOG kontrole göre uygulama yapılan tüm gruplarda artmıştır 

(Şekil 12).   
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Şekil 12. H1975 hücreleri çeşitli süre ve konsantrasyonlarda erlotinib ile inkübe 

edildikten sonra bazı protein ifadelerindeki değişimler 

 

HCC827 hücrelerinde EGFR geninde delE746-A750 

mutasyonu olduğundan bu hücreler TKI’ne duyarlıdır. Bu nedenle 

uygulanan erlotinib konsantrasyonu H1975 hücrelerinde olduğu kadar 

fazla uygulanmamıştır (Şekil 13). HCC827 hücrelerinden %10 FBS içeren 
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RPMI içinde 3 ve 9 gün süresince 100 nM ve 2 μM erlotinib 

uygulamasının ardından protein izolasyonu yapıldı.  

 

Şekil 13. HCC827 hücreleri çeşitli süre ve konsantrasyonlarda erlotinib ile inkübe 

edildikten sonra 20X mikroskop görüntüleri 

 

Western blot yöntemi ile çeşitli genlerin ifade düzeyleri 

incelendi. Buna göre c-NOTCH ve HES1 ifadesi uygulama yapılan 

gruplarda kontrol grubuna göre azalırken, p-IGF1R düzeyleri 

değişmemiştir. IGFBP3 düzeyi kontrol grubuna göre artmıştır. p-EGFR 

erlotinib uygulanan gruplarda azalmıştır. P-AKT ise ilk 3 gün azalmış, 9. 

günde tekrar artmıştır. NANOG ifadesi değişmezken, SOX2 ve OCT4 

düzeyi azalmıştır (Şekil 14).  



65 
 

 

Şekil 14. HCC827 hücreleri çeşitli süre ve konsantrasyonlarda erlotinib ile inkübe 

edildikten sonra bazı protein ifadelerindeki değişimler 

 

PC9 küçük hücreli dışı akciğer kanser hücrelerinin EGFR 

geninde DelE746A750 mutasyonu olduğundan bu hücreler TKI’ne 

duyarlıdır. HCC827 hücrelerinde olduğu gibi bu hücrelerde de erlotinib 

konsantrasyonları %10 FBS içeren RPMI içinde 3 ve 9 gün süresince 100 

nM ve 2 μM olarak uygulandı (Şekil 15).  
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Şekil 15. PC9 hücreleri çeşitli süre ve konsantrasyonlarda erlotinib ile inkübe 

edildikten sonra 40X mikroskop görüntüleri 

 

C-NOTCH ifadesi tüm uygulama yapılan gruplarda 

azalırken, HES1 ifadesi 3. gün 2 μM, 9. gün 100 nM ve 2 μM’da 

azalmıştır. p-IGF1R aktivasyonu uygulama yapılan gruplarda kontrol 

grubuna göre artmıştır. Öte yandan IGFBP3 düzeyi sadece 9. günde 

görülmektedir. EGFR düzeyleri eşitken, p-EGFR erlotinib uygulanan 

gruplarda azalmıştır. Aynı şekilde AKT ifadesi tüm gruplarda aynı iken, p-

AKT erlotinib uygulanan gruplarda azalmıştır. SOX2 kontrole göre 

erlotinib uygulamasında yalnızca 3. gün artarken, 9. gün de ifadesi 

gözlenmemiştir. Bunun aksine OCT4’ün ifadesi 3. gün yokken, 9. gün de 
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erlotinib uygulamasının ardından ortaya çıkmıştır. NANOG düzeyleri tüm 

gruplarda genellikle aynıdır (Şekil 16).  

 

Şekil 16. PC9 hücreleri çeşitli süre ve konsantrasyonlarda erlotinib ile inkübe 

edildikten sonra bazı protein ifadelerindeki değişimler 

 

PC9 hücreleri kök hücre besiyerinde çoğaltılıp, 3 ve 9 gün 

100 nM ve 2 μM erlotinib uygulaması yapıldığında sonuçlar %10 RPMI 

içeren besiyerinde yapılan deneyden farklılık göstermektedir. Hücreler 

yapışkan yüzeyi olmayan flasklarda çoğaltıldıkları için yüzer görünüm 

almıştır (Şekil 17).  
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Şekil 17. PC9 hücreleri kök hücre besiyerinde çeşitli süre ve konsantrasyonlarda 

erlotinib ile inkübe edildikten sonra mikroskop görüntüleri (20X) 

 

C-NOTCH düzeyi tüm gruplarda aynı iken, HES1 9. günde 

azalmaktadır. p-IGF1R erlotinib uygulanan gruplarda kontrole göre 

artmıştır. Bununla birlikte IGFBP3 9 günde azalmıştır. p-EGFR aktivitesi 3 

ve 9. gün kontrole göre azalmış hatta erlotinib konsantrasyonu arttıkça 

aktivitede daha büyük bir düşüş gözlenmiştir. AKT düzeyi aynı kalırken, p-

AKT aktivitesi erlotinib uygulanan gruplarda azalmıştır. SOX2 ifadesi 3 ve 

9. günde kontrole göre erlotinib uygulanan gruplarda artmıştır. OCT4 ise 

erlotinib uygulaması ile değişmemiş ya da azalmıştır. NANOG düzeyi 

kontrol grubuna göre uygulama yapılan gruplarda azalmıştır (Şekil 18).  
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Şekil 18. PC9 hücreleri kök hücre besiyerinde çeşitli süre ve konsantrasyonlarda 

erlotinib ile inkübe edildikten sonra bazı protein ifadelerindeki değişimler 

 

İn vitro çalışmalarımızın sonucunda uzun süre ilaç uygulanan 

küçük hücreli dışı akciğer kanseri hücrelerinin erlotinibe karşı moleküler 

düzeyde farklı cevaplar verdiği görüldü.  
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4.2. CC10-EGFR L858R/T790M transgenik farelerde EGFR 

sinyallesmesi ile artan SOX2 ifadesi 

 

İn vivo deneyler mutant EGFR genine sahip fare modelinde 

gerçekleştirildi. Bu modelde fare genomunun bir bölgesinde CC10 

promotoruna bağlı rtTA geni bulunurken, başka bir bölgede tet cevap 

dizisine bağlı insan mutant EGFR geni bulunmaktadır. Mutant EGFR’de 

hem L858R hem de T790M mutasyonu vardır. Bu indüklenebilen 

sistemde fareye tetrasiklin ya da doksosiklin içeren yem verildiğinde 

hücreye giren doksosiklin sadece CC10’in ifade edildiği hücrelerde ifade 

edilen rtTA proteinine bağlanacaktır. Aktifleşen rtTA proteini tet cevap 

dizisine bağlanacak ve mutant EGFR’nin ifadesini sağlayacaktır (Şekil 

19).  

 

Şekil 19. CC10-EGFR L858R/T790M transgenik farelerde mutant EGFR sinyal 

yolağının indüklenmesi 
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Mutant EGFR transgenini içeren fareler 6 haftalık olduktan 

sonra 3 hafta ve 9 hafta süreyle DOX içeren yemle beslendiler. 3 ve 6 

hafta sonunda servikal dislokasyonla sakrifiye edildiler. Sakrifikasyonun 

ardından hızlı bir şekilde akciğerleri çıkartılıp çeşitli proteinlerin analizi 

yapılmak üzere uygun koşullarda saklandı. 

 

 

 

Resim 6. Mutant EGFR sinyal yolağı aktifleşerek adenokarsinom oluşumu 

gözlenmiş CC10-EGFR L858R/T790M transgenik fare akciğeri 

  

Farelerden alınan akciğerlerde heterojen tümör oluşumları 

gözlendi (Resim 6). Özellikle 9 hafta doksosiklin uygulanan farelerin 

akciğerlerinde 3 hafta uygulananlara göre çok daha fazla ve büyük tümör 

oluşumu gözlendi. Resim 7’de parafine gömülmüş akciğer kesitlerinin 

hemotoksilin eozin (H&E) boyaması görülmektedir. Kesitlerdeki koyu 

alanların yoğunluğundan 9 hafta dox alan farelerin 3 hafta alanlara göre 

daha büyük adenokarsinomlarının olduğu anlaşılmaktadır.   
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Resim 7. Mutant EGFR sinyal yolağı 3 ve 9 hafta boyunca aktifleşerek 

adenokarsinom oluşumu gözlenmiş CC10-EGFR L858R/T790M transgenik fare 

akciğerinin H&E boyaması 

 

EGFR tümörigenezinde SOX2’nin rolünün anlaşılabilmesi için 

mutant EGFR taşıyan CC10-EGFR L858R/T790M transgenik farelerden 3 

ve 9 hafta doksosiklinle beslenen ve beslenmeyenlerin akciğerleri alınıp 

imminohistokimyasal analizleri ve protein izolasyonu yapıldı. Her iki 

zaman grubunda da doksosiklin alan farelerde EGFR sinyalleşmesinin 

arttığı görülmüştür. Bununla birlikte p-STAT3 artmıştır. p-AKT 3. haftada 

artarken, 9. Haftada değişmemiştir. Aynı şekilde p-AKT ile birlikte p-

FOXO1/3 3 haftada artmış ancak 9 haftada bir değişim gözlenmemiştir. 

SOX2 ve OCT4 ifadesi EGFR sinyalleşmesi ile birlike 3 ve 9 haftada 

artmışır (Şekil 20).  
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Şekil 20. Mutant EGFR sinyal yolağı 3 ve 9 hafta boyunca aktifleşerek 

adenokarsinom oluşumu gözlenmiş CC10-EGFR L858R/T790M transgenik fare 

akciğerindeki sinyal değişimleri 

 

Bu sonuçlar SOX2’nin küçük hücreli dışı akciğer kanserinde 

EGFR tümörigenezinde etkili olduğunu göstermektedir. Başka bir şekilde 

bu sonucu kontrol etmek istediğimizde 7 hafta boyunca doksosiklinle 

beslenmiş farelerden 2 gün ve 5 gün doksosiklin uzaklaştırılıp akciğerleri 

alındı ve çeşitli protein ifadelerine bakıldı. Buna göre doksosiklinli besin 

ortamdan uzaklaştırıldığında EGFR sinyali de azalmaktadır. Bununla 

birlikte p-ERK aktivitesi de azalmıştır. İlginç olarak p-AKT düzeyi 2 gün ve 

5 gün doksosiklin almayan farelerde doksosiklin alan farelere göre 

artmıştır. S6 düzeyi gruplar arasında aynı kalırken, p-S6 düzensiz bir 

değişim göstermiştir. Apoptozisde rol oynadığı bilinen PARP molekülü 

doksosiklin uygulaması durdurulduğunda kırılıma uğramıştır. Aynı şekilde 

proapoptotik proteinlerden biri olan BIM’in ifadesi de 2 gün ve 5 gün 

doksosiklin uygulanmayan gruplarda artmıştır. 
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Şekil 21. Mutant EGFR sinyal yolağı 7 hafta boyunca aktifleşerek adenokarsinom 

oluşumu gözlenmiş CC10-EGFR L858R/T790M transgenik fareler 2 ve 5 gün 

doksosiklin almadıklarında akciğerlerindeki sinyal değişimleri 
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Öte yandan SOX2 ve OCT4 ifadesi EGFR sinyalleşmesinin 

azalması ile azalmış bu da bir kez daha bize EGFR tümörigenezinde 

SOX2’nin rol oynayabileceğini göstermiştir. 

 

SOX2’nin tümörde nerede bulunduğunu görmek için 

immünohistokimya yöntemi ile CC10-EGFR L858R/T790M transgenik 

farelerden alınan akciğer kesitlerini SOX2 ile boyadık. 3 hafta ve 9 hafta 

doksosiklin alan farelerin akciğer kesitlerinde adenokarsinom oluşumları 

gözlenmektedir (Resim 8 ve 9). Bu adenokarsinomların SOX2 ile 

boyandığı, ancak normal alveolar tip1 ve tip2 hücrelerin boyanmadığı 

gözlenmiştir. Bu durum akciğerde EGFR tümörigenezinde SOX2’nin rol 

oynadığını göstermektedir. Fotoğrafta görüldüğü gibi proksimal hava 

yolları da SOX2 ile boyanmıştır. Bu bölgede Clara, silli ve bazal hücreler 

yer almaktadır. Bu hücrelerin SOX2 proteinini ifade ettiği bilinmektedir.   

 

a)           
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b)     

 

Resim 8. SOX2 antikoru ile boyanmış Mutant EGFR sinyal yolağı 3 hafta boyunca 

aktifleşerek adenokarsinom oluşumu gözlenmiş CC10-EGFR L858R/T790M 

transgenik fare akciğer kesitlerinin immunohistokimyasal analizi (a) ve negatif 

kontrol (b).  

 

a)      
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b)     

 

Resim 9. SOX2 antikoru ile boyanmış Mutant EGFR sinyal yolağı 9 hafta boyunca 

aktifleşerek adenokarsinom oluşumu gözlenmiş CC10-EGFR L858R/T790M 

transgenik fare akciğer kesitlerinin immunohistokimyasal analizi (a) ve negatif 

kontrol (b). 

 

SOX2’nin küçük hücreli akciğer kanseri EGFR 

tümörigenezinde etkili olabileceğini in vivo çalışmalarla gördükten sonra 

proliferasyon, erlotinib direnci ve tümörün başlamasında etkisini 

araştırabilmek için SOX2’yi shRNA kullanarak lentivirüs aracılığıyla ifadesi 

susturulmuştur.  

 

4.3. shRNA Kullanılarak SOX2’nin Susturulması 

Gen susturması çalışmalarında çok önemli bir adım olan 

kontrol grubunu oluşturmak için hem GFP hem scr plazmit kullanıldı. GFP 

plazmit kullanılmasının amacı oluşan lentivirüsün hücreyi enfekte edip 

etmediğinin görüntülenmesi içindir. Resim 10’da görüldüğü gibi GFP 

virüsü kullanılan plazmitlerle 293 FT hücrelerinde oluşmuş ve küçük 

hücreli akciğer kanser hücre hattını enfekte etmiştir.  
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Resim 10. KHDAK hücre hattının GFP geni taşıyan lentivirüs ile enfeksiyonu  

 

SOX2 genini susturmak için EGFR mutant küçük hücreli dışı 

akciğer kanser hücre hatlarından TKI’ne bir duyarlı (HCC827) bir de 

dirençli (H1975) hücre hattı oluşturulan lentivirüs ile enfekte edildi. 

Puromisin içeren besiyerinde canlı kalan hücreler shSOX2’ya sahip 

hücrelerdir. Bunu kontrol etmek için Western blot yöntemiyle virüs ile 

enfekte edilen hücrelerde SOX2 yokluğu doğrulandı (Şekil 22).  

 

 

Şekil 22. HCC827 ve H1975 hücrelerinde SOX2 eksikliğinin kontrolu  

 

4.4. SOX2 Eksikliğinin Hücre Çoğalmasına Etkisi 

 

SOX2 ifadesi baskılanmış hücreler ve baskılanmamış 

hücrelerdeki proliferasyon farkını gözlemek için hücreler çeşitli sayılarda 

96’lık platelere ekilip 24, 48, 72 saat sonra SRB deneyi yapıldı. Elde 

GFP plazmit - GFP plazmit + 
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edilen sonuçlara göre SOX2 ifadesi baskılanmış HCC827 hücreleri kontrol 

grubuna göre 2500 hücre ve üzeri hücre ekildiğinde 24, 48 ve 72. saatte 

daha yavaş çoğalmaktadır (Grafik 3 ve Tablo 2). H1975 hücrelerinde ise 

24, 48 ve 72. saate SOX2 eksikliğinin proliferasyon üzerinde bir etkisi 

yoktur (Grafik 4 ve Tablo 3).  
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Grafik 3. SOX2 ifadesi baskılanan ve baskılanmayan HCC827 hücre lerinde 24, 48 

ve 72 saatte proliferasyon oranları 

 

 

Tablo 2. SOX2 ifadesi baskılanan ve baskılanmayan HCC827 hücrerinde 24, 48 ve 

72 saatte proliferasyon oranları arasındaki istatiksel fark (p<0.05 anlamlı olarak 

kabul edilmektedir). 
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Grafik 4. SOX2 ifadesi baskılanan ve baskılanmayan H1975 hücrelerinde 24, 48 ve 

72 saatte proliferasyon oranları 

 

 

Tablo 3. SOX2 ifadesi baskılanan ve baskılanmayan H1975 hücrerinde 24, 48 ve 72 

saatte proliferasyon oranları arasındaki istatiksel fark (p<0.05 anlamlı olarak kabul 

edilmektedir). 
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4.5. SOX2 Eksikliğinin Erlotinib ve Triciribine Yanıtına Etkisi 

 

SOX2 eksikliğinin EGFR inhibitörü, erlotinib yanıtına etkisini 

araştırmak için SOX2 ifadesi olan ve olmayan HCC827 ve H1975 

hücrelerine çeşitli konsantrasyonlarda erlotinib uygulandı. HCC827 hücre 

hattında SOX2 eksikliği 72 saat sonra erlotinib yanıtında az da olsa etkili 

olmuştur (Grafik 5 ve Tablo 4). Ancak 48 saatte erlotinibin yüksek 

konsantrasyonlarında dahi istatiksel olarak kontrol grubu ve SOX2 

olmayan grup arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır.  
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Grafik 5. SOX2 ifadesi baskılanan ve baskılanmayan HCC827 hücrelerinde 48 ve 72 

saatte erlotinib yanıtı 

 

 

Tablo 4. SOX2 ifadesi baskılanan ve baskılanmayan HCC827 hücrelerinde 48 ve 72 

saatte erlotinib yanıtı arasındaki istatiksel fark (p<0.05 anlamlı olarak kabul 

edilmektedir). 
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Bir AKT inhibitörü olan triciribine’in çeşitli konsantrasyonları 

SOX2 ifadesi baskılanmış ve baskılanmamış HCC827 hücrelerine 48 ve 

72 saat uygulandığında gruplar arasında anlamlı fark gözlenmemiştir 

(Grafik 6 ve Tablo 5). 

 

 

 

 

Grafik 6. SOX2 ifadesi baskılanan ve baskılanmayan HCC827 hücrelerinde 48 ve 72 

saatte triciribine yanıtı 
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Tablo 5. SOX2 ifadesi baskılanan ve baskılanmayan HCC827 hücrelerinde 48 ve 72 

saatte triciribine yanıtı arasındaki istatiksel fark (p<0.05 anlamlı olarak kabul 

edilmektedir). 

 

 

H1975 hücrelerinde ise erlotinib ancak 10 μM’dan sonra 

SOX2 eksikliği erlotinib yanıtını etkilemiştir. Ancak bu çok yüksek bir 

dozdur (Grafik 7 ve Tablo 6). 
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Grafik 7. SOX2 ifadesi baskılanan ve baskılanmayan H1975 hücrelerinde 48 ve 72 

saatte erlotinib yanıtı 

 

 

Tablo 6. SOX2 ifadesi baskılanan ve baskılanmayan H1975 hücrelerinde 48 ve 72 

saatte erlotinib yanıtı arasındaki istatiksel fark (p<0.05 anlamlı olarak kabul 

edilmektedir). 

 

 

Triciribine’in çeşitli konsantrasyonları SOX2 ifadesi 

baskılanmış ve baskılanmamış H1975 hücrelerine 48 ve 72 saat 
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uygulandığında gruplar arasında anlamlı fark gözlenmemiştir (Grafik 8 ve 

Tablo 7). 

 

 

 

 

Grafik 8. SOX2 ifadesi baskılanan ve baskılanmayan H1975 hücrelerinde 48 ve 72 

saatte triciribine yanıtı 

 

 

Tablo 7. SOX2 ifadesi baskılanan ve baskılanmayan H1975 hücrelerinde 48 ve 72 

saatte triciribine yanıtı arasındaki istatiksel fark (p<0.05 anlamlı olarak kabul 

edilmektedir). 
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4.6. PI3K/AKT Yolağının SOX2 İfadesine Etkisi 

 

PI3K/AKT yolağının SOX2 ifadesi üzerindeki etkilerini 

araştırmak için H1975 ve HCC827 hücrelerine 6, 24 ve 48 saat 10 μM 

LY294002 ve 10 μM triciribine uygulandı. Uygulama süresi bittiğinde, her 

gruptan protein izolasyonları yapıldı. Western blot yöntemi ile p-EGFR, p-

AKT, p-FOXO1/3, SOX2 ve TUBULIN protein ifadeleri araştırıldı. 

LY294002 ve triciribine uygulama yapılan tüm saattlerde etkili olsa da, ilk 

6 saatte AKT fosforilasyonunu daha etkin bir şekilde baskılamıştır. 

Özellikle H1975 hücrelerinde triciribine 6. saatte, HCC827 hücrelerinde 

ise LY294002 p-AKT aktivitesini tamamen ortadan kaldırmıştır. AKT 

aktivitesine paralel olarak p-FOXO1/3 aktivasyonu da uygulama yapılan 

tüm gruplarda PI3K/AKT inhibitörleriyle azalsa da, en etkili olduğu zaman 

aralığı ilk 6 saattir. SOX2 ifadesi zamanla birlikte kontrol gruplarında 

artmakta ancak bu artış özellikle 24 ve 48. saatte LY294002 ve triciribine 

ile baskılanmaktadır. Bu azalış SOX2 ifadesinin PI3K/AKT yolağından 

etkilendiğini göstermektedir (Şekil 23). 
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Şekil 23. HCC827 hücrelerinde 6, 24 ve 48 saat LY294002 ve triciribine 

uygulamasının SOX2, p-AKT ve p-FOXO1/3 ifadesi üzerine etkisi 

 

Buna benzer olarak H1975 hücrelerinde LY294002 ve 

triciribine ile p-AKT aktivitesi azalmış, p-FOXO1/3 artmıştır. SOX2 protein 

ifadesi ise 24 ve 48 saat uygulama yapılan gruplarda kontrole göre 

belirgin şekilde azalmıştır. Bu hücre hattında da SOX2 ifadesi PI3K/AKT 

yolağının etkisi altındadır (Şekil 24).   
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Şekil 24. H1975 hücrelerinde 6, 24 ve 48 saat LY294002 ve triciribine 

uygulamasının SOX2, p-AKT ve p-FOXO1/3 ifadesi üzerine etkisi 

 

4.7. Hücre Yoğunluğu ve Besinin SOX2 İfadesine Etkisi 

 

SOX2’nin H1975 ve HCC827 hücrelerinde zamanla birlikte 

artması, SOX2 ifadesinin hücre yoğunluğundan etkilenebileceğini 

düşündürmüştür. Hücre yoğunluğunun SOX2 ifadesine etkisini araştırmak 

için hücreleri farklı yoğunlukta ekip eş zamanlı olarak SOX2 ifadesi 

incelenmiştir. Bununla birlikte glikoz ve serum eksikliğinde SOX2 

ifadesinin nasıl etkilendiği araştırılmıştır. Şekilde görüldüğü gibi PC9 

hücrelerinde, hücreler çok yoğun ekildiğinde SOX2 ifadesi azken, az 

yoğun ekildiğinde fazladır. P-AMPK aktivitesi de SOX2’ye paralel bir 

şekilde hücre yoğunluğuyla birlikte azalmaktadır. Öte yandan p-AKT 

aktivitesi değişmemiştir. P-S6 aktivitesinde az bir değişim olmakla 

beraber, hücre yoğunluğu arttıkça ifade azalmıştır. Besiyeri ortamından 

glikoz uzaklaştırıldığında aynı yoğunlukta ekilen PC9 hücreleri 

kıyaslandığında p-AMPK aktivitesi artmıştır. SOX2 ifadesi ise glikoz 

eksikliğinde azalmıştır. Besiyerinde glikoz olup, serum olmadığında ise 
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yine p-AMPK aktivitesi artmıştır. SOX2 ifadesi glikoz yokluğuna benzer 

şekilde serum yokluğunda da azalmıştır (Şekil 25). 

 

 

Şekil 25. PC9 hücrelerinde glikoz, serum eksikliğinin ve hücre yoğunluğunun 

SOX2, p-AMPK, p-AKT ve p-S6 ifadesi üzerindeki etkisi 

 

Öte yandan diğer bir hücre hattı olan H1975’de, PC9 

hücrelerinde görülenin aksine hücre yoğunluğu arttıkça SOX2 ifadesi de 

artmaktadır. Aynı hücre yoğunluğunda FBS olmadığında p-AMPK 

aktivitesi artarken, OCT4 ifadesi aynı kalmaktadır. Hücre yoğunluğu 

azaldığında ise SOX2 ifadesi azalmakta, p-AMPK artmaktadır. OCT4 

değişmemektedir (Şekil 26). 
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Şekil 26. H1975 hücrelerinde serum eksikliğinin ve hücre yoğunluğunun SOX2, p-

AMPK ve OCT4 ifadesi üzerindeki etkisi 

 

 4.8. SOX2 Eksikliğinin Tümör Oluşumundaki Rolü 

 

SOX2’nin tümörigenezdeki başlatıcı rolünü 

değerlendirebilmek için SOX2 olan ve olmayan H1975 ve HCC827 

hücreleri immun sistemi olmayan farelere çeşitli sayılarda (2x103, 2x104, 

2x105) enjekte edildi (Tablo 8). Farelerin hem sırt hem kasık bölgesine 

hücre enjeksiyonu yapıldı. Yüksek sayıda hücrelerin oluşturduğu solid 

tümörler yaklaşık bir hafta sonra gözle görülür hale geldi (Resim 11).  
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Tablo 8. Xenograft modellerde SOX2 ifadesi olan ve olmayan H1975 ve HCC827 

hücrelerin enjeksiyonu sonucu tümör oluşumu 

 

 

 

 

Resim 11. Çalışmamızda kullandığımız atimik farelerin sırt ve enselerinde oluşan 

tümörler. 

 

Tümör oluşumu ve büyüklüğü açısından SOX2 ifadesi olan ve 

olmayan grup arasında bir fark gözlenmedi. Örneğin, dört farenin 
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dördünde de 2X103 scr H1975 hücresinin ve 2X103 shSOX2 H1975 

hücresinin tümör oluşum hızı ve büyüklüğü aynıydı. 

 

Sonuçlarımıza göre EGFR mutant KHDAK gelişiminde bir rol 

oynayabileceğini düşündüğümüz SOX2 protein ifadesi hücre çoğalması 

ve erlotinib yanıtını etkilememiştir. Bununla birlikte SOX2 ifadesi atimik 

farelerde çeşitli hücre yoğunluğunda tümör oluşumunu etkilememiştir. 

Ancak bu modelde SOX2 ifadesi PI3K/AKT yolağından ve hücre 

yoğunluğundan etkilenmiştir. 
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5. TARTIŞMA 

 

KHDAK’nde EGFR geninde görülen mutasyonlar nedeniyle 

tümörün gelişmesi, sağ kalımın sağlanması, apoptozisin EGFR TKI ile 

uyarılması onkogen bağımlılığının bir örneğidir. Onkogen bağımlı KHDAK 

tedavisi diğer tedavilerden farklılık göstermektedir çünkü bu hastalıkta 

EGFR sinyal yolağının inhibisyonu temel alınmaktadır 188. 

 

Ligandın EGFR’ye bağlanmasıyla, EGFR aile üyesi 

reseptörler heterodimer ya da homodimer oluşturur ve sitozolik kısımdaki 

anahtar tirozin amino asitleri otofosforile olur. Bu fosforile olan tirozinler 

sinyalleşme molekülleri için tutunma bölgesi olur, böylece proliferayon ve 

sağkalımı sağlayan sinyalleşme yolakları aktifleşir. Glioblastomada EGFR 

proteininin hücre dış kısmını kodlayan ekzon 2-7 delesyonu sıklıkla 

gözlenmektedir 189. Akciğer adenokarsinomlarının %10’unda tirozin kinaz 

bölgesini kodlayan ekzonlarda mutasyonlar belirlenmiştir 50, 51. Glioma, 

baş-boyun, akciğer, meme, over ve mesane gibi pek çok karsinomada 

artmış EGFR ekspresyonu gözlenmiştir. Ayrıca gliomalarda ve akciğer 

kanserinde genellikle EGFR amplifikasyonuna da rastlanmaktadır 49.  

 

Akciğer adenokarsinomlarında görülen somatik EGFR 

mutasyonları; ekzon 19’daki çerçeve içi delesyonlar (746-753), ekzon 

18’deki G719 değişimi ve ekzon 21’deki L858 ya da L861 nokta 

mutasyonudur. Bu mutasyonlara sahip hastaların sigara içmeyen, kadın 

ve Asyalı olma gibi benzer ortak klinik özellikleri vardır. Ayrıca bu 

mutasyonlar TKI’lerine duyarlılıkla ilişkilendirilmiştir 50, 51.  

 

Epitelyal tümörlerde sıklıkla görülen artmış EGFR 

ekspresyonu, bu reseptörü hedefleyerek kanseri önleyebilen ajanların 

geliştirilmesine neden olmuştur 190. EGFR’yi hedefleyen tedaviler arasında 
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günümüzde proteinin hücre zarı dışında kalan kısmını hedefleyen 

antikorlar (cetuximab, panitumumab) ve tirozin kinaz bölgesine 

bağlanabilen küçük molekül inhibitörleri (erlotinib, gefitinib) 

kullanılmaktadır. Bu ajanlar yabanıl tip EGFR’ye karşı geliştirilmiş, baş-

boyun ve akciğer kanserinde kullanılmakta olan FDA onaylı ilaçlardır. 

2004 yılında birbirinden farklı birçok grup, EGFR’nin tirozin kinaz 

bölgesinde mutasyonu olan akciğer adenokarsinomlu hastaların gefitinib 

ve erlotinibe diğerlerine göre daha duyarlı olduklarını gözlemlemiştir 50, 51. 

Ekzon 19 delesyonu ya da 858. pozisyonda lösinin arjinine dönüşmesiyle 

oluşan bu EGFR mutasyonları, sürekli aktif olarak çalışan bir kinaz 

oluşumuyla sonuçlanır. Bu mutant allellerin akciğer epitelinde ifadesi, 

akciğer tümörlerinin oluşumuna neden olur 191. Bu mutant reseptörler 

ATP’ye göre ilaca daha fazla afiniteye sahiptir 192. EGFR mutasyonlu 

hastaların TKI ile tedavisi faz III çalışmalarında Doğu Asyalı ilerlemiş 

KHDAK hastalarda geleneksel kemoterapi ajanları (carboplatin/paclitaxel) 

ile karşılaştırılmıştır. Bu çalışma IRESSA Pan Asian Study, IPASS olarak 

da bilinir. Bu çalışmada gefitinib kullanan EGFR mutasyonlu hastalarda 

platin bazlı ilaç kullananlara göre, hayatta kalım süresi aynı olsa da, daha 

uzun durağan hastalık süresine sahip oldukları görülmüştür 193. Ancak, 

terapi başladıktan 1 yıl sonra ilaca duyarlı EGFR mutasyonlu, gefitinib ve 

erlotinibe yanıt veren hastalarda direnç gelişmiştir 194. Tümörden yapılan 

biyopside hastaların yarısında EGFR kinaz bölgesinde ikinci bir mutasyon 

belirlenmiştir 168. En sık rastlanan değişim ekzon 20’de 2369. 

nükleotiddeki C-T değişimidir. Bu nokta mutasyonu, treonin amino asitinin 

metiyonine (T790M) değişimini sağlar. Bu değişim CML hastalarında 

BCR-ABL geninde T315I değişiminin analoğudur ve imatinib (Gleevec)’e 

dirence neden olmaktadır 195. Kristal yapı analizlerine göre EGFR’deki 

T790M değişimi gefitinib ya da erlotinibin ATP bağlanma paketine 

bağlanmasını bozabilir 196. Bu değişim aynı zamanda afinitenin ilaçtan çok 

ATP’den yana olmasını sağlar 197. Diğer ilaca direnç mekanizmalarında 
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olduğu gibi, T790M değişimi kinaz aktivitesini ve onkolojik potansiyeli 

yabanıl tip proteine göre arttırır 198.   

 

Çalışmamızda EGFR TKI’ne duyarlı ve dirençli hücre hatları 

kullanılmış ve bu hücrelerde EGFR sinyal yolağı erlotinib ile inhibe 

edilmeye çalışılmıştır. EGFR mutant hücre hatlarına 3 ve 9 gün süreyle 

uygulanan erlotinib TKI duyarlı hücre hatlarında p-EGFR aktivitesini 

azaltırken, dirençlilerde aktivitede bir değişim gözlenmemiştir. Hücre 

hatlarının sahip olduğu bazı mutasyonların dirence neden olması 

beklenen bir sonuçtur. Erlotinib uygulamasının ardından H1975 ve PC9 

hücrelerinde doza ve süreye bağlı olarak p-IGF-1R aktivitesinde artış 

gözlenmiştir. Bu durum Hurbin ve arkadaşlarının çalışması ile uyumludur. 

Bu çalışmada EGFR TKI dirençli hücrelere IGF-1R inhibitörü verildiğinde 

apoptozisin indüklendiği gösterilmiştir 199. Bu direnç mekanizmalarından 

T790M mutasyonu ve MET amplifikasyonu klinikde gürülse de, PTEN 

kaybı, IGF-1R aktivasyonu gibi mekanizmalar yalnızca in vitro 

çalışmalarda gözlenmiştir.  

 

EML4-ALK füzyon onkoproteini ilk kez 2007’de küçük hücreli 

dışı akciğer kanserli hastalarda tanımlanmış 200 ve bu proteine karşı bir 

ALK tirozin kinaz inhibitörü olan Crizotinib geliştirilmiştir ve 2011 yılında 

FDA onayı almıştır. EML4-ALK onkoproteini gözlenen hastaların 

genellikle genç yaşta olması, sigara kullanmamaları ve adenokarsinomlu 

olmaları dikkat çekmiştir 201.  

 

İlk jenerasyon EGFR TKI terapisi standart kemoterapiye 

kıyasla EGFR mutant KHDAK hastalarında durağan hastalık süresini ve 

toplam sağkalım oranını %25 oranında arttırmıştır 202. İkinci jenerasyon 

TKI EGFR’nin T790M mutasyonuna göre geliştirilmiştir. Bunlar da ilk 

jenerasyonda olduğu gibi zarda EGFR proteininin hücre içi bölgesine 
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bağlanır 203. Bu inhibitörlerden pekçoğu birden fazla reseptör tipine afinite 

gösterirler. Geri dönüşümsüz olarak bağlanabilen ve şimdilik klinik 

deneme aşamasında olan bu ilaçlardan bazıları PF0299804 ve afatinibtir 

(BIBW2992) 203.  

 

EGFR T790M nedeniyle oluşan ilaç direncini ortadan 

kaldırmak için kullanan yaklaşımlardan biri WZ4002 ya da PF299804 gibi 

dönüşümsüz yüksek konsantrasyonda mutant seçici inhibitörlerin 

kullanılmasıdır. Cortot ve arkadaşlarının çalışmasında EGFR mutant PC9 

hücrelerine gefitinib uygulanarak T790M mutasyonuna sahip ilaca dirençli 

tipte hücreler elde edilmiştir. Aynı şekilde PC9 hücrelerinde PF299804 ve 

WZ4002 dirençli klonlar geliştirilmiş ancak bunlarda T790M mutasyonu 

gözlenmemiştir. Bu klonlarda ise IGFBP3 ifade kaybı ile gelişen 

aktifleşmiş IGF1R sinyalleşmesi belirlenmiştir. IGF1R inhibitörü BMS 

536924 uygulaması EGFR inhibitörüne duyarlılığı arttırmıştır. PF299804 

ya da WZ4002’nin daha uzun süre uygulanması ile PC9 hücrelerinde ERK 

aktivasyonu görülmüştür. MEK inhibitörü olan Cl-1040 ise EGFR/IGF1R 

inhibitör kombinasyonuna olan duyarlılığı arttırmıştır 204. Çalışmamızda 

erlotinib uygulaması ile IGFBP3 ifadesi doza ve zamana bağlı olarak 

artmıştır.  

 

T790M mutasyonunun KHDAK hastalarında sık rastlanması 

neratinib (HKI-272), dacomitinib (PF00299804) ve afatinib (BIBW2992) 

gibi ikinci jenerasyon, geri dönüşümsüz EGFR inhibitörlerinin 

geliştirilmesine neden olmuştur. Ancak, bu ajanlarla yapılan klinik 

denemelerde de tek ajan olarak kullanımları sınırlı bir ilerleme 

kaydetmiştir. Neratinib,  yapılan faz II denemesinde, KHDAK hastalarında 

yan etkiler nedeniyle yararlı olamamıştır 205. Afatinib, faz III çalışmasında 

erlotinib ya da gefitinib alan hastalarla karşılaştırıldığında hastalığın 

durağan kalma süresinde artış gözlenmiş ancak toplam hayatta kalım 
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süresi aynı kalmıştır 206. Dacomitinib ise tüm EGFR reseptörlerini 

hedeflemektedir ve henüz faz II deneme aşamasındadır 207. Geri 

dönüşümsüz EGFR inhibitörlerinden istenen sonucun alınmamasının 

nedeni, hastaların gerekli dozları tolere edememesidir. Bu inhibitörler 

yüksek konsantrasyonlarda doğal tip EGFR’yi de baskılamakta, bu da 

kaşıntı ve diyare gibi yan etkilere neden olmaktadır 208.  

 

Başka bir çalışmada ise H358, H1650, H292 ve HCC827 

hücrelerine EGFR siRNAları uygulanmış ve hücre çoğalmasının 

yavaşladığı belirlenmiştir. T790M’e özel olan siRNAların EGFR 

mRNA’sını baskıladığı ve protein ifadesini azalttığı gösterilmiştir. H1975 

hücrelerinde yapılan bu deney sonrası hücre büyümesinin yavaşladığı, 

kaspaz aktivitesinin ise arttığı gözlenmiştir. H1975 hücrelerinde normalde 

TKI ve cetuximab etkili olmasa da T790M siRNA’ları ile birlikte 

uygulandığında TKI’ne duyarlılık artmıştır. Cetuximab ve T790M siRNAları 

uygulandığında ise hücre çoğalmasında azalma görülmüş ve apoptozisin 

uyarıldığı belirlenmiştir. Dönüşümsüz bir TKI olan afatinib ve T790M 

siRNA’ları uygulamasında ise en güçlü apoptotik etki gözlenmiştir 209.   

 

EGFR TKI’ne karşı gelişen direnç mekanizmalarından biri ise 

MET amplifikasyonudur. Çalışmamızda kullandığımız HCC827 GR5 

hücrelerinde MET geninin amplifiye olduğu bilinmektedir. İkinci jenerasyon 

TKI’lerine benzer şekilde, birçok MET inhibitörü klinik deneme 

aşamasındadır. Bunlardan MetMab ve ARQ197 (tivantinib) en 

bilinenleridir. MetMab MET reseptörünün hücre dışı bölümüne bağlanan 

ve böylece HGF aracılı reseptör aktivasyonunu engelleyen, tek kolu olan 

bir monoklonal antikordur 210.  

 

Henüz klinik deneme aşamasında olan MET kinaz inhibitörü 

E7050’ın, PC9, HCC827 ve H1975 hücre hatlarında HGF-indüksiyonlu 
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dönüşümlü gefitinib, dönüşümsüz BIBW2992 ve mutant seçici WZ4002 ile 

gelişen dirençte, duyarlılığın arttırılmasında etkili olduğu belirlenmiştir. 

E7050, MET/GAB1/PI3K/AKT yolağını inhibe ederek etkisini 

göstermektedir. Bu modelde yapılan in vivo çalışmada ise E7050 ve 

gefitinib kombinasyonunun AKT fosforilasyonunu engellediği ve tümör 

büyümesini yavaşlattığı belirtilmiştir 211.  

 

Kanserin bir gelişim hastalığı olduğu, kanser patogenezinde 

gelişimsel yolakların aktif olduğu bilinmektedir. Klinik çalışmalarda ilaca 

bir süre ara verildikten sonra, dirençli tümörün EGFR TKI’ne tekrar yanıt 

verdiği görülmüştür 212. Ancak bu durumun nedeni henüz 

anlaşılamamıştır. Bir çalışmada TKI’ne direnç geliştirmiş tümörlerden 

tekrar biyopsi alınıp histolojik ve moleküler analizler yapıldığında, EGFR 

mutasyonu olan küçük hücreli dışı akciğer kanseri hastalarında TKI’ne 

direnç gelişiminde %49 oranda T790M mutasyonu, EGFR ve MET 

amplifikasyonu, EMT, PIK3CA mutasyonu ve hastaların %14’ünde küçük 

hücreli dışı akciğer kanserinden küçük hücreli akciğer kanserine dönüşüm 

gibi değişimler gözlenmiştir. Geçiş gözlenen bu hastalarda ilk gözlenen 

duyarlı EGFR mutasyonu kalmıştır ancak ne MET amplifikasyonu ne de 

T790M mutasyonu gözlenmemiştir. Ayrıca birkaç hastada T790M 

mutasyonu ile ayrıca b-katenin mutasyonları da gözlenmiştir. Bu durum 

direnç geliştiren hastaların tümörlerinden tekrar biyopsi yapmanın 

gerekliliğini ortaya koymuştur 213. Küçük hücreli dışı akciğer kanserinden 

küçük hücreli akciğer kanserine değişim EGFR TKI’ne özel bir direnç 

mekanizması olarak düşünülmektedir, çünkü diğer kemoterapi ajanlarına 

dirençli küçük hücreli dışı akciğer kanseri hastalarında böyle bir değişim 

gözlenmemiştir. Tümör tipleri arasındaki bu histolojik değişimin kaynağı 

kanserdeki temel heterojeniteden kaynaklanıyor olabilir. Bu durum da 

kemoterapi direncinde ve tümörlerde fenotip değişimlerinde rol 

oynayabilir.  
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Kanser kök hücre hipotezine göre tümör oluşumundan ve 

ilerlemesinden başlatıcı hücreler sorumludur. Bu hücrelerin kendini 

yenileme ve farklılaşma özelliği vardır. Kanser başlatıcı (kök) hücrelerin 

diğer bir özelliği çeşitli mekanizmalarla kemoterapi ajanlarına direnç 

göstermeleridir. Bu mekanizmalardan bazıları epitelyal-mezenşimal 

dönüşüm ve hücre zarında bulunan ve ilacı dışarı atan pompalardır 214, 

215. Pekçok kanser tipinde kanser kök hücrelerinin tanımlanıp, izole 

edilmesinde kullanılan yaklaşımlardan biri Hoechst 33342 gibi lipofilik ve 

floresan boyaları dışarı atan pompalara sahip hücrelerin kullanılmasıdır. 

Bu pompalara sahip olup, boyayı dışarı atan hücreler yan populasyon 

hücrelerdir ve kanser kök hücresinin bir özelliği olan kemoterapi ajanlarına 

dirençle ilişkilendirilmişlerdir 216. Akciğer kanser kök hücrelerini izole 

etmek için CD44, CD133, ALDH, Sca-1 gibi pek çok belirteç kullanılmıştır 

217-220. Ancak bu hücrelerin akciğerdeki yeri tam olarak belirlenememiştir. 

Kim ve arkadaşları farede CC10 ve SPC proteinlerini ifade eden 

BAKH’lerin hem bronş hem de alveol için kök hücreler olduğunu 

savunurken 217, Rawlins ve arkadaşları BAKH’lerin çoğalma ve onarımda 

rol oynamadığını göstermiştir 221. Başka bir çalışmada ise alveolar tip 2 

hücrelerin alveolar epitelin öncülleri olduğu gösterilmiştir 222. Bronşlarda 

bulunan Clara hücrelerinin kendini yenilediği ve silli hücrelere 

dönüşebildiği belirlenmiştir. Trakeada ise yine Clara hücreleri silli hücreleri 

oluşturmuş ancak kendini yenileme özelliğini kaybetmiştir 221. Trakede 

Clara hücrelerinde oluşan hasarın ardından, bazal hücreler kök hücre 

görevini üstlenmiştir ancak trakeada bulunan silli hücreler hasara 

uğradığında sadece Clara hücreleri bölünmüştür 223. Bu durum trakede iki 

ayrı hücre populasyonunun da (Clara ve bazal hücreler) kök hücre 

özelliğine sahip olduğunu göstermektedir. Naftalin ile akciğer hasarı 

oluşturulmuş farede sağ kalan Clara hücreleri nöroendokrin hücrelerin 

etrafında ya da BADJlarda konumlanmıştır 224. Son yapılan bir çalışmada 
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CD44, SOX2, ALDH1 ve Sca-1’e sahip hücrelerin fare akciğerlerinde 

Clara hücrelerinin öncülü olabileceği belirtilmiştir 225.  

 

Kök hücrelerde sağ kalım ve pluripotensinin korunmasını 

sağlayan yolaklardan biri NOTCH sinyal yolağıdır. Çalışmamızda erlotinib 

uygulanmış EGFR TKI dirençli ve duyarlı hücre hatlarında NOTCH3 ve 

etki ettiği diğer bir transkripsiyon faktörü HES1 ifade düzeylerine 

baktığımızda, sadece H1975 hücreleride NOTCH3’ün 9 gün 5 μM erlotinib 

uygulamasıyla arttığını, diğer hücre hatlarında genellikle azaldığını 

belirledik. Aynı patern NOTCH1’in etki etttiği HES1 transkripsiyon 

faktöründe de gözlenmiştir. Dolayısıyla NOTCH sinyal yolağının EGFR 

mutant KHDAK hücrelerinde ilaç direncinde etkili olmadığını 

düşünmekteyiz, ancak akciğer kanserinde yapılan bir başka çalışmada 

ALDH1 ifade eden hücrelerde NOTCH3 ifadesi de görülmüştür. Bunun 

adenokarsinom başlatıcı hücrelerin bir özelliği olabileceği belirtilmiştir 118. 

 

İlaç direnci, tümörün gelişim ve büyüme kapasitesinin yeniden 

programlanmasında önemlidir. Prostat kanserinde, kemoterapi dirençli, 

CD177 ve ABCG2 pozitif hücrelerde SOX2, OCT4, NANOG, NESTİN ve 

CD133 ifadesi de gözlenmiştir 226. Hagerstrand ve arkadaşları 

glioblastoma hücrelerinde EGFR mutasyonu olan tümörlerin daha fazla 

SOX2  ifade ettiklerini ve bunun da tümörijenite ile ilişkili olduğunu, PDGF 

ve IGF-I hedefli terapilere dirençli olduğunu göstermişlerdir 227. Ayrıca 

tümör başlatıcı pankreas kanser hücrelerinde EGFR-Hedgehog/Gli sinyal 

yolağında SOX9’u uyardığı, bunun da onkojenik transformasyonla 

sonuçlandığı belirlenmiştir 228, 229. 

 

Bir pluripotensi transkripsiyon faktörü olan SOX2, akciğerde 

normalde basal ve Clara hücrelerinde ifade edilirken, uç hava yollarında 

ifade edilmemektedir 230. Bazal ve Clara hücreleri proksimal hava 
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yollarının öncül hücreleri olarak bilinmektedir. Alveolar tip II hücreler ise 

distal hava yollarında hasar sonrası ve kanser oluşumunda ilk çoğalan 

hücrelerdir. Bronşiyal epitelde hasar sonrası onarımda SOX2’nin 

indüklendiği gösterilmiştir 170. Ayrıca erken gelişim evresinde SOX2’nin 

fazla ifade edilmesi akciğerde dallanma morfogenezini bozmakta ve 

neonatal ölüme neden olabilmektedir 172. Tümör genotipinin tümörü 

başlatan hücrelerin tanımlanmasında çok önemli olduğu bilinmektedir 231. 

Belirli bir dokuda kök/öncül hücre belirtecinin bulunması, malign 

dönüşümün tanımlanmasında kuşkusuz faydalı bir yaklaşımdır. Bu 

nedenle çalışmamızda ilk olarak mutant EGFR sinyal yolağı uyarılmış 3 

ve 9 haftalık farelerin akciğer dokularında EGFR sinyalleşmesine ve 

SOX2, OCT4 gibi pluripotensi faktörlerinin ifadesini araştırdığımızda, bu 

transkripsiyon faktörlerinin EGFR sinyalleşmesi ile uyarıldığını belirledik. 

EGFR yolağının aktifleşmesiyle birlikte STAT3 ve AKT aktivitesi artmış, 

AKT tarafından regüle edilen p-FOXO1/3 aktivitesi ise azalmıştır.  

 

İmmünohistokimyasal olarak ALDH1 ve SOX2 ifade eden 

üreter hücre karsinomasında tümör başlatıcı hücrelerin agresif bir özelliği 

olan kötü prognozla ilişkilendirilmiştir 232. Meme kanserinde SOX2’nin 

fazla ifadesi klinik olarak kötü prognoz ile bağlantılı bulunmuştur 233. 

SOX2’nin sessizleştirilmesi hücre döngüsünün durmasına, tümör 

oluşumunun ve CYCLIND1’in baskılanmasına neden olmuştur 234. SOX2 

kolorektal kanser hücrelerinde susturulduğunda, mezenşimalden 

epitelyale geçiş olmuş, MMP2 ve WNT yolak aktivitesi azalmıştır. Ayrıca 

SOX2 ifadesi hücre göçü ve metastaz ile bağlantılı bulunmuştur 235. 

 

SOX2’nin akciğer skuamöz hücre karsinomunda amplifiye 

olduğu ve proliferasyon, hücre göçü ve bir yüzeye bağımsız çoğalmada 

gerekli olduğu gösterilmiştir 91, 236-238.  Nakatsugawa ve arkadaşları SOX2 

pozitif adenokarsinom hücrelerinin yan populasyon karakteristiği 
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gösterdiği ve daha fazla tümörijenik olduğunu göstermişlerdir. Ayrıca, 

SOX2’nin sessizleştirilmesi in vivo tümör oluşumunu engellemiştir 239. 

Benzer şekilde, Xiang ve arkadaşları yan populasyon hücrelerin daha 

fazla OCT4 ve SOX2 ifade ettiğini göstermiştir. Ayrıca SOX2’nin azalması 

akciğer kanserinde apoptoza neden olup, metastazı baskılamıştır 240. 

A549, KRAS mutant akciğer adenokarsinom hücrelerinde SOX2 shRNA 

kullanılarak downregüle edildiğinde tümörijenik kapasite ve c-MYC, 

WNT1, WNT2 ve NOTCH1 gibi kanser kök hücresiyle ilgili protein ifadeleri 

azalmıştır 241. Buna karşın çalışmamızda xenograft modellerde HCC827 

ve H1975 hücrelerinde SOX2 eksikliği in vivo tümör oluşumunu 

etkilememiştir. Bu durumun diğer çalışmalardan farklı olması hücrelerin 

genomik farklılığından kaynaklanıyor olabilir. Calışmamıza benzer şekilde, 

SPC+ hücrelerde tamoksifen uygulamasından sonra KRASG12D 

indüklendiğinde, bronşioalveolar geçiş bölgelerinde ya da alveolide oluşan 

hiperplazi ya da adenom oluşumlarında SOX2 ifadesi gözlenmemiştir. Bu 

durum SOX2’nin adenokarsinom oluşumuyla ilgili olmadığını göstermiştir 

242. Bununla birlikte EGFR mutasyonu olan 28 adenokarsinom dokusunun 

%85.7’sinde SOX2 ifadesi gözlenmiştir. Ekzon 19 delesyonu olan 

adenokarsinomlularda ise daha fazla MET ifadesi ve daha az SOX2 

ifadesi gözlenmiştir. Bu durum MET ifadesi ile SOX2 ifadesinin ters 

orantılı olduğunu göstermektedir ve genellikle EGFR mutasyonu olmayan 

tümörlerde gözlenmiştir 243. Çalışmamızda kullandığımız hücre hatları 

HCC827 ve HCC827 GR5’in farkı, HCC827 GR5 hücrelerinin MET 

amplifikasyonuna sahip olmalarıdır. HCC827 GR5 hücreleri çalışmamızda 

SOX2 proteinini ifade etmemiştir. 

 

SOX2 geni, tümörün başlaması, farklılaşması ve 

ilerlemesinde pekçok mekanizmaya karışabilir. Dolayısıyla kanser gelişimi 

için önemli bir hedeftir. Ancak transkripsiyon faktörlerini hedeflemek 

oldukça güçtür. Bu nedenle transkripsiyon faktörlerinin ifadesini 
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düzenleyen sinyal yolaklarını hedeflemek, onların aktivitesini arttırmak ya 

da azaltmak daha mantıklı bir yaklaşımdır.  Bizim çalışmamızda SOX2’nin 

sessizleştirilmesi mutant EGFR tümörigenezinde sadece TKI duyarlı 

hücre hattı HCC827 hücrelerinde proliferasyonu etkilemiş, ancak erlotinib 

ve triciribine cevabını etkilememiştir. H1975 TKI dirençli hücre hattında ise 

SOX2 eksikliği proliferasyon ya da ilaç yanıtını etkilememiştir.  

 

Singh ve arkadaşlarının çalışmasında KHDAK hücre hatları 

H1650, H1975 ve A549’da yan populasyon hücreler seçilmiş ve bu 

populasyonun kendini yenileme ve sferoid oluşturma gibi yeteneklerinin 

olduğu gösterilmiştir. Ayrıca bu hücreler bağışıklık sistemi baskılanmış 

SCID fareye verildiğinde birincil ve metastatik tümör oluşturmuşlardır. Yan 

populasyon hücrelerinde OCT4, SOX2 ve NANOG gen ifadesinin daha 

fazla olduğu ve EMT özelliği gösterdikleri belirlenmiştir 244. Yan 

populasyon hücrelerde SRC ya da AKT geninin inhibe edilmesiyle kendini 

yenileme özelliğini kaybettikleri ve SOX2 ifadesinin azaldığı gözlenmiştir. 

SOX2’nin siRNA aracılı baskılanması da yan populasyon hücrelerinde 

kendini yenileme kapasitesini engellemiştir. SOX2’nin KHDAK için 

EGFR/SCR/AKT sinyalleşmesinde hedef bir molekül olabileceği 

belirlenmiştir 244. Barr ve arkadaşları çeşitli akciğer kanser hücre hatlarını 

bir yıl süreyle cisplatin dirençli hale getirmiş ve bu sürenin ardından 

hücrelerde çeşitli genlerin ifade profillerine baktıklarında OCT4, NANOG, 

SOX2 gibi pluripotensi faktörlerinin ifadesinin arttığını gözlemlemişlerdir 

245. Embriyonik kök hücrelerde pluripotensinin korunması için SOX2’nin 

OCT4 ile birlikte işlev gördüğü bilinmektedir. Nishi ve arkadaşlarının 

çalışmasında meme kanser hücrelerine OCT4, SOX2, KLF4 ve c-MYC 

genleri aktarıldığında, yeni oluşan hücrelerin daha tümörijenik olduğu ve 

kemoterapiye dirençli oldukları gösterilmiştir 246. Çalışmamızda EGFR 

mutant farelere 3 ve 9 hafta dox verip, EGFR sinyal yolağını 

aktifleştirdiğimizde SOX2 ifadesi ile birlikte OCT4 ifadesinin de arttığını 

belirledik. Deneyin bir başka aşamasında, erlotinib ile EGFR sinyal yolağı 
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inhibe edilmeye çalışılmış TKI duyarlı ve dirençli hücre hatlarında OCT4 

ifadesi PC9 hücre hattı hariç, diğer hücrelerde ya aynı kalmış ya da 

azalmıştır. PC9 hücre hattında 9. gün 100 nM ve 2 μM’da OCT4 ifadesi 

gözlenmiştir. Bu sonuçlara göre OCT4 ifadesinin erlotinib uygulaması ile 

artması daha önce yapılan çalışmalarla uyumlu iken, diğer hücre 

hatlarından elde edilen sonuçlar uyumsuz bulunmuştur. NANOG ifadesi 

ise H1975 hücrelerinde erlotinib uygulaması ile artmış, diğer hücrelerde 

artmamıştır. Bu durumun hücre hatlarının sahip olduğu diğer 

mutasyonlardan ve pluripotensiyi kontrol eden hücresel pekçok faktörden 

kaynaklandığını düşünüyoruz. 

 

Sonuçlarımıza göre kanser hücre yoğunluğu SOX2 ifadesi 

üzerinde çok önemli rol oynamaktadır. Örneğin H1975 hücre hattında 

hücrelerin yoğun olduğu durumda SOX2 ifadesi fazlayken, PC9 

hücrelerinde hücre yoğunluğu azaldıkça SOX2 ifadesi artmaktadır. FBS 

ve glikoz yokluğu PC9 hücrelerinde SOX2 ifadesini azaltmış ancak FBS 

yokluğu H1975 hücrelerinde etkili olmamıştır. P-AMPK ve SOX2 

ifadelerinin hücre yoğunluğuyla değişmesi oldukça ilginç olup, bu protein 

ifadelerinin hücresel stresten etkilendiğini düşündürtmüştür. Özellikle 

hücreler birbirinden uzaklaştıkça, FBS ya da glikoz yokluğunda artan p-

AMPK aktivitesi hücrede stresin arttığının bir göstergesi olabilir. Ayrıca, 

AMPK’deki bu değişim SOX2 gen ifadesini etkilemiş olabilir. Dong ve 

arkadaşlarının çalışmasında AMPK düzenleyicisi LKB1, 2-deoksiglikoz ile 

uyarılmış ve KHDAK hücre hatlarında PI3K/AKT yolağının üyesi olan 

mTOR’u inhibe ederek hücre çoğalmasını durdurmuştur 247. Fare 

embriyonik ve insan fibroblastlarında yapılan bir çalışmada hücreler 

geriye farklılaştırılmadan önce metformin ya da A-769662 gibi AMPK 

aktivatörleriyle inkübe edildiğinde geriye farklılaşmanın engellendiği 

gösterilmiştir. P-AMPK aktivitesinin özellikle OCT4 ifadesi üzerinde 

olumsuz düzenleyici etkisinin olduğu belirlenmiştir 248. Çalışmamızda 
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H1975 hücrelerinde P-AMPK aktivitesiyle birlikte OCT4 ifadesi değişmese 

de, SOX2’nin azalması daha önce yapılan bu çalışmalarla paralellik 

göstermektedir. 

 

SOX2 geni olmayan fare embriyolarında, nöral doku 

öncüllerinin de bulunduğu trofoektoderm oluşumu gözlenmemiştir 249. 

SOX2’nin baskılanması nöral progenitör hücre proliferasyonunun 

azalmasına neden olmuştur 250. SOX2’nin fazla ifadesi ise nöral 

progenitör hücrelerin proliferasyonlarında artışa ve nöral farklılaşmanın 

azalmasına neden olmuştur 176, 251. SOX2’nin HMG ve serin amino 

asitlerince zengin bölgesinin EGFR ifadesinin düzenlenmesinde rol 

oynadığı bilinmektedir. Ancak bu bölgelerden HMG bölgesinin, SOX2 

transaktivasyon aktivitesi için daha önemli olduğu belirtilmiştir. SOX2’nin 

nöral progenitör hücrelerde EGFR gen promotoruna bağlanabildiği ve 

EGFR ifadesini düzenlediği gösterilmiştir. Ayrıca nöral progenitör 

hücrelerde SOX2 adenovirüs aracılığı ile knockout edilmiş, koloni 

oluşumunun ve EGFR ifadesinin azaldığı gözlenmiştir. Buna karşılık 

SOX2’nin fazla ifadesi, EGFR ifadesini ve kendini yenileme potansiyelini 

arttırmıştır. Nöral progenitör hücreler bir EGFR inhibitörü olan AG1478, 

PI3K inhibitörü LY294002 ve ERK1/2 inhibitörü U0126 ile inkübe 

edildiğinde koloni sayısında ve büyüklüğünde azalma gözlenmiştir. Bu 

durum EGFR’nin SOX2 ifadesini düzenlediğini göstermektedir 176. 

Bununla birlikte SOX2 ve EGFR geni olmayan farelerin postnatal 

beyninde benzer defektler gözlenmiştir 252. Nöral progenitör hücrelerde 

SOX2’nin EGFR’yi doğrudan regüle ettiği anlaşılmıştır. Biyoinformatik 

analizlerle EGFR geninde SOX2’nin bağlanabileceği özgün CTTTGTA 

dizisi bulunmuştur 176.  

 

SOX2’nin posttranslasyonel modifikasyona uğrayabildiği 

çeşitli çalışmalarla gösterilmiştir. Dong ve arkadaşları fare indüklenmiş 
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pluripotent kök hücrelerde AKT1’in SOX2’yi treonin 118’den fosforladığını 

ve bu değişimin transkripsiyonda SOX2 aktivitesini arttırdığını 

belirlemişlerdir. Ayrıca SOX2 fosforilasyonu ubiquitin aracılı yıkımı 

engellediği için protein kararlılığında önemlidir 253. Bununla birlikte fare 

hücrelerinde SOX2’nin lizin 247’den sumolasyonu DNA’ya bağlanma 

kapasitesini azaltarak, transkiripsiyonel aktivitesini baskıladığı 

gösterilmiştir 254. SOX2’nin lizin 75’den asetilasyonu ise çekirdek dışına 

atılmasını sağlamıştır. Bu asetilasyon engellendiğinde, SOX2 çekirdekte 

kalmakta ve hedef genlerin transkripsiyonunu uyarmaya devam 

etmektedir 255. SOX2’nin kütle spektrometre analizleri, serin 249, 250 ve 

251’den fosforlanabileceğini göstermiştir 256. Ancak bu değişimlerin 

biyolojik ve işlevsel görevinin ne olduğu henüz bilinmemektedir. 

 

İndüklenmiş pluripotent hücreler ya da indüklenmiş pluripotent 

kanser hücreleri, SOX2, OCT4, KLF4 ve c-MYC gibi pluripotensi 

transkripsiyon faktörü cDNA’larının fibroblastlara ya da kanser hücrelerine 

aktarılmasıyla oluşturulur 257, 258. Chen ve arkadaşlarının çalışmasında 

insan KHDAK ve KHAK doku örneklerinde SOX2’nin fazla ifade edildiği 

gösterilmiştir. Bu çalışmada A549 KHDAK hücreleri yan populasyonu elde 

edilmiş ve bu populasyonun SOX2, WNT1, WNT2, NOTCH1 ve c-MYC 

onkogenlerini daha fazla ifade ettiği belirlenmiştir. SOX2’nin A549 

hücrelerinde sessizleştirilmesi NOD/SCID farede tümörijenik kapasitenin 

azalması ile sonuçlanmıştır 241. Buna benzer olarak Xiang ve 

arkadaşlarının çalışmasında fare D121 hücrelerinde yan populasyon izole 

edilmiş ve bu hücrelerde SOX2 ve OCT4 düzeyi daha fazla bulunmuştur. 

SOX2’nin D121 hücrelerinde siRNA ile baskılanması kontrol hücrelerine 

göre apoptozisi arttırmıştır. SOX2 sessizleştirilmiş D121 hücreleri singenik 

C57BL/6 fareye aktarıldığında metastazın azaldığı görülmüştür 240. 

SOX2’nin küçük hücreli akciğer kanseri hastalarında %41 oranda ifade 

edildiği belirlenmiştir 259. Rudin ve arkadaşlarının çalışmasında ise insan 
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küçük hücreli akciğer kanseri örneklerinin %27’sinde SOX2 

amplifikasyonu görülmüş ve SOX2’nin insan hücre hatlarında shRNA ile 

susturulmasının proliferasyonda azalmaya neden olduğu belirtilmiştir 260. 

SOX2’nin pankreas 261 ve prostat 262 kanserlerinde invazyon ve metastaz 

gibi önemli karsinojenik olaylarda rol oynadığı belirlenmiştir. Ayrıca meme 

kanser hücrelerinde SOX2, WNT sinyal yolağının bir üyesi olan b-

KATENİN ile birlikte, hücre proliferasyonunu ve tümörigenezi kontrol eden 

CCND1 gibi çeşitli genlerin transkripsiyonunu sağladığı gösterilmiştir 234. 

İnsan bazal meme kanserinde ise %43 oranda SOX2 ifadesi belirlenmiştir 

263.  

 

Gelişim aşamasında primer akciğer, önbağırsaktan köken 

almaktadır. SOX2, gelişim sırasında bir döngü içinde ilk akciğer oluşurken 

ifadelenmekte ancak dallanma morfogenezi başladığında ifadesi 

durmaktadır 264.  Akciğerde dallanma olmayan bölgelerde fazla ifade 

edilirken, dallanan yerlerde ifade görülmemektedir. Bu durum, SOX2  

ifade azalmasının akciğer epitelinin dallanmayı uyaran sinyallere 

cevabında önemli olduğunu göstermektedir. SOX2’nin sürekli ifadesinin 

dallanma sürecini bozduğu ortaya çıkarılmıştır. Bu bulguların ardından 

SOX2’nin havayollarının dallanmasını engelleyen bir faktör olduğu ve 

hücreleri daha az farklılaşmış evrede bıraktığı belirtilmiştir 172. 

 

Günümüzde pekçok EGFR TKI direnç mekanizmasını 

çözerken kullanılan ortak görüş, kanser hücresinin hücre içi sinyal 

yolaklarını devre dışı bırakabilecek çözümler geliştirmektir. EGFR 

hücresel sağkalım ve proliferasyon yolaklarını uyarmaktadır. Bunlardan 

en önemlisi PI3K/AKT sinyal yolağıdır 265. EGFR gibi RTK’ların 

fosforilasyonu PI3K’ın uyarılmasını, bu da PIP2’nin PIP3’e 

fosforillenmesini sağlar. PIP3’ün hücre zarında birikimi PDK1 ve AKT gibi 

proteinlerin aktifleşmesini sağlar. PDK1, AKT’yi fosforlar, AKT ise hücre 



111 
 

zarından ayrılıp çekirdek ve sitoplazmaya geçerek birçok hedef molekülü 

aktifleştirir. AKT, p53’ün negatif düzenleyicisi MDM2’yi fosforlayarak hücre 

sağ-kalımını düzenler. Ayrıca AKT proapoptotik BCL-2 ailesi üyelerinden 

BAD ve BOX’ı ve FOXO’yu fosforlayıp, inaktifleştirir. TSC kompleksinin 

negatif regülasyonuyla, AKT mTORC1’in aktifleşmesine neden olur. 

mTORC1, eIF4E’ye bağlanan proteinleri (4E-BP ve S6 kinazlar) regüle 

ederek, hücre çoğalması ve protein sentezini kontrol eder 266.  

  

Çalışmamızda TKI dirençli ve duyarlı hücrelerde triciribine ve 

LY29004 ile PI3K/AKT yolağının inhibisyonu sonucu p-AKT aktivitesinde 

azalış, bununla birlikte bir tümör baskılayıcı protein olan p-FOXO1/3 

aktivitesine artış gözlenmiştir. Ayrıca PI3K/AKT inhibitörinin etkisiyle 

SOX2 ifadesinin de azalması, SOX2’nin PI3K/AKT yolağının etkisinde 

olduğunu göstermektedir. Çalışmamızda beklendiği gibi p-AKT aktivitesi 

ise TKI duyarlı hücrelerde azalmış, dirençli hücrelerde aynı kalmıştır. 

HCC827 hücrelerinde PIK3CA mutant hale getirildiğinde hücreler 

gefitinibe dirençli hale gelmiştir. Bu bulgu erken evre klinik araştırmalar 

için önemlidir, çünkü pekçok klinik araştırmada EGFR inhibitörü ile 

beraber PI3K yolak inhibitörleri uygulanmaktadır 267. Bu histolojik 

değişimin nedeni EGFR mutant tümörlerdeki pluripotensi ya da kanser 

kök hücreleri olabilir.  

 

PI3K/AKT/mTOR sinyal yolağı RAS/RAF/MEK yolağı gibi 

diğer hücresel sinyal yolakları ile de etkileşir. Örneğin AKT, RAF’ı 

baskılayabilir ya da ERK, RHEB aracılığıyla mTORC1’i aktifleştirebilir. 268. 

RAS/RAF/MEK yolağı EGFR sinyalleşmesiyle aktifleşen diğer bir yolaktır. 

Dolayısıyla PI3K inhibitöleri EGFR’nin hedeflerini tamamen inhibe 

edemeyebilir. Ercan ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada ise geri 

dönüşümsüz EGFR inhibitörü olan WZ4002 ile T790M mutasyonu 

hedeflenmiş ancak ERK sinyalinin aşırı aktifleşmesi sonucu direnç 



112 
 

gelişmiştir. MEK ya da ERK’in inhibisyonu ile WZ4002’ye karşı tekrar 

duyarlılık gözlenmiştir 269.  

 

MET amplifikasyonu ERBB3’ün fosforilasyonuna neden 

olmakta, bu da PI3K/AKT/mTOR yolağının sürekli aktif kalmasına yol 

açmaktadır. Bu dirençli durumda, EGFR tam olarak inhibe edilse dahi, 

PI3K/AKT/mTOR yolağı HGFR ve ERBB3 etkileşimi nedeniyle aktif 

kalmaktadır 270. EGFR mutant hücrelere MET ligandı olan hepatosit 

büyüme faktörü (HGF) verildiğinde gefitinibe direnç gelişmiştir 167. Bu 

deneylerde HGF, HGFR’yi ERBB3 ve EGFR’den bağımsız olarak 

fosforlamış ve PI3K/AKT /mTOR yolağını aktifleştirmiştir. Başka bir 

çalışmada H1975 hücrelerinde HGF sinyalleşmesinin geri dönüşümsüz 

EGFR inhibitörlerine karşı da direnç gelişimine neden olduğu belirlenmiştir 

271.  

 

Yamamoto ve arkadaşlarının çalışmasında 86 KHDAK hücre 

hattında ve 691 KHDAK tümörde PIK3CA mutasyonu ve kopya sayısı 

değişimleri araştırılmıştır. PIK3CA mutasyonu hücre hatlarının 

%4.7’sinde, tümör örneklerinin ise %3.1’inde görülmüştür. PIK3CA 

amplifikasyonu ise hücre hatlarının %9.3’ünde, tümör örneklerinin 

%17.1’inde görülmüştür 75. PIK3CA’daki değişimlere ek olarak, PTEN 

geni de mutant ya da sessizleştirilmiş olabilmektedir. Jin ve arkadaşlarının 

çalışmasında 176 adet KHDAK tümör dokusunda %4.5 oranında PTEN 

mutasyonu görülürken 272, başka bir çalışmada %73.5 oranında PTEN 

ifade kaybı gözlenmiştir 273. HCC827 hücrelerine mutant p110a geni 

aktarıldığında, gefitinibe karşı direnç gelişmiştir 274. PC9 hücreleri ise 

PTEN ifadesinin azalması ile gefitinib direnci gösterirken, H1650 

hücrelerinde PTEN ifadesi gözlenmemiştir 275.    
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La monica ve arkadaşları EGFR ve mTOR inhibitör 

kombinasyonunun 11 KHDAK hücre hattında EGFR, KRAS, PI3K ve 

PTEN ifadesi üzerine etkilerini incelemiş ve gefitinibe duyarlı olan hücre 

hatlarının pS6K aktivitesinde düşüş gözlerken, dirençli olanlarda ise bir 

değişim belirlmemişlerdir. Bu durum PI3K/AKT/mTOR sinyal yolağının 

gefitinib direnciyle ilişkili olduğunu göstermektedir. Kombine tedavi ise 6 

adet gefitinib dirençli hücre hattına uygulanmış bunlardan KRAS 

mutasyonu olan H460 ve SKMES-1 hücrelerinde ve p53 mutasyonu olan 

H1299 hücrelerinde sinerjik etki göstermiştir 276. Li ve arkadaşları 

rapamycin ve neratinibin kombine etkisini L858R ve T790M mutasyonu 

olan transgenik fare modelinde araştırmıştır. Neratinib tek ajan olarak 

periferal tümörlerde tümörün küçülmesini sağlarken, rapamycinle birlikte 

tüm tümörlerde küçülme gözlenmiştir. Rapamycin tek başına 

antitümörijenik bir etkiye sahip olmadığı, ayrıca erlotinible birlikte 

uygulandığında benzer sinerjinin gözlenmediği belirlenmiştir. Neratinib tek 

ajan olarak kullanıldığında EGFR kinaz aktivitesini tamamen 

engelleyememiş, p-AKT ve p-S6 fosforilasyonu değişmemiştir. Öte 

yandan neratinib rapamycin ile birlikte uygulandığında PI3K yolağı inhibe 

olmuştur 277.  

 

Bu bilgiler göstermiştir ki, EGFR mutant tümörlerde, 

EGFR’nin yetersiz inhibisyonu ile hücre sağkalımı PI3K/AKT/mTOR sinyal 

yolağı ile uyarılabilir. mTOR’un baskılanması hücre proliferasyonunu 

azaltırken, apoptotik etki göstermemektedir. Başka bir çalışmada ise 

rapamycinin tek ajan olarak kullanılması AKT’nin fosforilasyonuna neden 

olmaktadır. Rapamycin ve analogları mTORC1’e bağlanmakta, 

mTORC2’yi etkilememektedir. Sadece mTORC1’in baskılanması 

mTORC2’nin serbest kalmasını ve yolağın daha da aktifleşmesine neden 

olmaktadır. mTORC2, AKT’yi fosforile ederek, apoptotik etkilerin 

azalmasını sağlamaktadır. Bu nedenle akciğer kanserinde mTORC1 
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inhibitörlerinin tek ajan olarak kullanımı başarısız olmuştur 278. PI3K 

inhibitörleri rapamycin ile birlikte uygulanırsa klinik açıdan daha anlamlı 

sonuçlar elde edileceği düşünülmektedir. Örneğin, HER2 fazla ifade eden 

meme kanseri hastalarında PI3K ve mTORC1/2 ikili inhibitörü BEZ253 

uygulandığında apoptozis uyarılırken, everolimus uygulamasında bu etki 

görülmemiştir 279. H1975 hücre hattına BEZ235 uygulandığında in vitro ve 

in vivo çoğalmayı durdurmuş ancak apoptozisi etkilememiştir. Ancak MEK 

inhibitörü selumetinib (AZD6244), BEZ235 ile birlikte uygulandığında 

H1975 xenograflarında apoptozis ve tümör küçülmesi görülmüştür 280. 

BEZ235’in MEK inhibitörü PD325901 ile birlikte uygulanmasının H1993 

hücrelerinde proliferasyonu azalttığı belirlenmiştir. Bu kombinasyon c-

MET inhibitörü PF2341066’nın tek ajan olarak kullanımından ya da 

BEZ235 ile birlikte kullanımından daha etkili olmuştur. Dolayısıyla MET 

amplifikasyonu olan tümörler için PI3K ve MEK inhibitörünün kombine 

kullanımı gerekebilmektedir 281. 

 

BIM (BCL2L11), Bcl-2 ailesinin proapoptotik bir üyesidir. 

Küçük hücreli akciğer kanserinde EGFR TKI uygulandığında, BIM aktivite 

artışı gözlenmektedir. Ancak Doğu Asyalıların %12’sinde BIM delesyonu 

belirlenmiştir. Bu durum, gefitinib ve erlotinib gibi TKI’ne direnç gelişimine 

neden olabilmektedir. Küçük hücreli akciğer kanserli hastalarda bu 

polimorfizmi taşıyanlar, taşımayanlara göre TKI’ne daha az cevap 

vermektedir. Bir histon deasetilaz (HDAC) inhibitörü olan vorinostat, BIM 

polimorfizmi olan EGFR mutant küçük hücreli dışı akciğer kanseri hücre 

hatlarına uygulanıp EGFR-TKI direnci kırılmaya çalışılmıştır. Vorinostat 

uygulaması BIM’in proapoptotik izoformu BH3’ün ifadesini arttırmış ve 

gefitinibe duyarlılığın artmasını sağlamıştır. Xenograft modellerde ise BIM 

polimorfizmi olmadığında gefitinib apoptozisi uyarmıştır. Gefitinib ve 

vorinostat kombinasyonu ise BIM polimorfizmi olduğunda da aynı şekilde 

apoptozisi uyarmış, tümörün küçülmesini sağlamıştır. HDAC inhibisyonu 
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epigenetik olarak BIM proteininin tekrar işlev görmesini sağlamış ve 

TKI’ne duyarlılık kazandırmıştır 282. Bizim çalışmamızda ise yedi hafta dox 

verilip EGFR sinyalleşmesi uyarılan farelerde, 7 haftanın ardından 2 ve 5 

gün normal besinle beslendiklerinde tümörlü akciğer dokularında p-EGFR 

sinyalleşmesindeki azalma ile birlikte, c-PARP ve BIM gibi apoptotik 

parametreler artmıştır. Bu durum mutant EGFR sinyalleşmesi kesildiğinde 

tümörde apoptozisin arttığını göstermektedir. Bununla birlikte hücresel 

proliferasyon yolaklarında etkili olan moleküllerden p-AKT beklenmedik bir 

şekilde artarken, p-ERK azalmıştır. P-IGF-1R, p-STAT3 ve p-S6 

aktivitelerinin gruplar arasında anlamlı olmadığı görülmüştür.  

 

Görüldüğü gibi hedefli terapilerde dahi hastalarda bir süre 

sonra kullanılan ajana direnç gelişebilmekte ve hasta tedaviden yarar 

sağlayamamaktadır. Bu direncin mekanizmasının farklı mutasyon tiplerine 

göre değişebileceği düşünülmektedir, ancak henüz kesin bir mekanizma 

tanımlanamamıştır.Tümörde EGFR inhibitörlerine direnç klonal seçilim 

nedeniyle de olabilir. Tümör hücre populasyonu arasında bulunan bir grup 

hücre tümör oluşurken EGFR inhibitörlerine direnç sağlayacak 

mutasyonlara sahip olduğundan terapi uygulandıktan sonra sağ kalıyor 

olabilirler. Bu hipotezi doğrulayan başka bir görüş ise bir hastada birden 

fazla direnç mekanizmasının gelişmesidir. SOX2 gibi pluripotensi 

faktörlerinin tümörijenik dokularda rolünün araştırılması, kanser kök 

hücresinin bulunması ve ilaç direnci gibi durumlarda aydınlatıcı 

olabilmektedir ve elde edilen bilgiler ileride kanser hastaları için fayda 

sağlayabilecektir.  

 

Hasta dokuları, geliştirdikleri direnç mekanizmaları için 

moleküler ve histolojik olarak ayrıntılı incelenmeli ve ayrıntılı dizi analizleri 

yapılmalıdır. Gelişen direnç, onkogen bağımlı tümörün heterojenitesinden 

kaynaklanabilmektedir. Tedavi başladığında hedeflenen molekülün 
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baskılanmasıyla tümör küçülse de, geride kalan hücreler daha yavaş 

çoğalan ve tümörün tekrar oluşmasını, rejenerasyonunu ve 

heterojenitesini sağlayan hücrelerdir. Yeni moleküler ve teknolojik 

gelişmeler akciğer kanserinde hedefli tedavi için bir umut ışığı olmaktadır. 

Kanserli hücrenin ayrıntılı dizi analizi ve tümörün moleküler profilinin 

çıkartılması tedavide büyük avantaj sağlayacaktır. Akciğer kanserinde 

olduğu gibi moleküler düzeyde tümör heterojenitesinin ve tümör direnç 

mekanizmalarının anlaşılması ile kanser terapisinde çok önemli adımların 

atılabileceği düşüncesindeyiz.  
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6. SONUÇ    

    

Günümüzde akciğer kanseri hastalarının ortalama sağ kalım 

süreleri uzatılabilse de, bu hastalığı ortadan kaldırabilecek etkili bir tedavi 

halen bulunamamıştır.  Hastalar tedavi başladığında ilaca yanıt vermekte, 

ancak belirli bir süre sonra direnç geliştirmektedirler. Gelişen direncin 

moleküler mekanizması hastaya göre değişim gösterebilmektedir. Son 

yıllarda kanserde pluripotensinin varlığı belirlenmiş ve özellikle ilaç 

direncindeki rolü önem kazanmıştır.  

 

Çalışmamızda EGFR mutant küçük hücreli dışı akciğer 

kanser hücrelerinde ilaca yanıtta çeşitli pluripotensi transkripsiyon 

faktörlerinin ve bazı hücresel yolakların rolünü araştırdık. EGFR TKI 

olarak kullandığımız erlotinib farklı zaman ve dozlarda EGFR mutant 

hücrelere uygulandığında SOX2 ifadesinin,  hücre tipine, uygulanan 

zamana, doza ve hücrenin çoğaldığı ortama göre değişiklik gösterse de 

ilaca yanıtta önemli olabileceğini belirledik. Ayrıca in vivo 

çalışmalarımızda EGFR sinyal yolağı doksosiklin verildiğinde 

indüklenebilen CC10-EGFR L858R/T790M transgenik farelerde SOX2’nin 

akciğer adenokarsinom gelişiminde rol aldığını gösterdik. EGFR mutant 

KHDAK hücre hatlarında SOX2 geni sessizleştirildiğinde hücre çoğalma 

hızının sadece HCC827 hücrelerinde değiştiğini,  H1975 hücre hattında 

kontrol grubu ile aynı kaldığını belirledik. Bununla birlikte SOX2 geni 

susturulmuş hücrelerde erlotinib ve triciribine yanıtının kontrol grubuna 

göre farklılık göstermediğini belirledik. SOX2 eksikliğinin tümör oluşumu 

üzerine etkisini çeşitli hücre konsantrasyonlarında xenograft deneylerinde 

araştırdığımızda tümör oluşum kapasitesinde kontrole göre anlamlı bir 

fark olmadığını gösterdik.  
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Kimyasal inhibitör çalışmalarımızla kanser hücrelerinin sağ 

kalım ve hücre çoğalması için gerekli sinyal yolaklarından biri olan 

PI3K/AKT sinyal yolağının SOX2 ifadesini düzenlediğini belirledik. 

LY290004 ve triciribine gibi PI3K/AKT yolak inhibitörlerinin SOX2 ifadesini 

azalttığını gösterdik. Bununla birlikte SOX2 ifadesinin hücre hattına bağlı 

olarak hücre yoğunluğundan etkilendiğini belirledik.  

 

Çalışmamızda SOX2’nin etkilendiği hücresel yolakları, 

SOX2`nin EGFR mutant KHDAK oluşumunda rolü olduğunu ancak hücre 

proliferasyonu ve ilaç direncinde etkili olmadığını gösterdik. SOX2 ve 

diğer pluripotensi faktörlerinin çeşitli kanser tiplerinde rolünün 

araştırılması, pluripotensi ve ilaç direnci ilişkisinin aydınlatılması açısından 

ileride kanser hastaları için daha uygun tedavi seçenekleri 

sağlayabilecektir.  
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7. ÖZET        

 

EGFR Mutant Küçük Hücreli Dışı Akciğer Kanseri 

Gelişiminde ve Kemoterapi Direncinde Çok Potansiyelliliğin Rolü 

 

Erlotinib, EGFR mutant küçük hücre dışı akciğer kanseri 

(KHDAK) hastalarında sağ kalımı uzatan bir tirozin kinaz inhibitörüdür 

(TKI). Hastalar 6-9 ay erlotinibe cevap vermekte ancak genellikle 

EGFR`de gelişen ikinci bir mutasyon ya da MET amplifikasyonu nedeniyle 

ilaca direnç gelişmektedir. SOX2, OCT4 ve NANOG gibi ceşitli 

pluripotensi transkripsiyon faktörlerinin ifadesinin görüldüğü diğer bir ilaç 

direnç mekanizması hücrenin farklılaşması ile gelişebilmektedir.   

 

Bu çalışmada, CC10-EGFR L858R/T790M transgenik 

farelerde, doksisiklin ile indüklenen mt-EGFR ifadesinin SOX2 

ekspresyonu ile bağlantılı olduğunu gözledikten sonra, SOX2`nin akciğer 

tümörigenezinde ve ilaç direncinde etkili olup/olmadığını araştırdık. 

Öncelikle, EGFR mutant NSCLC hücre hatlarını erlotinib ile inkübe ettik. 

Erlotinib p-EGFR aktivitesini azaltırken, SOX2 ekspresyonu hücre hattı ve 

hücre kültürü koşullarına göre farklılık göstermiştir. EGFR TKÌ ne duyarlı 

bir hücrede (HCC827) erlotinib, SOX2 ekspresyonunu azaltırken, duyarlı 

diğer hücrede (PC9) önce arttırıp, zamanla azaltmıştır. TKI dirençli 

NSCLC hücre hattı H1975`de erlotinib, SOX2 ekspresyonunu arttırmıştır. 

SOX2`nin fonksiyon çalışmaları için, hücreler SOX2 shRNA içeren 

lentivirusle enfekte edildi. SOX2`nin genetik inhibisyonu HCC827 

hücrelerinde bazal proliferasyonu azaltırken, H1975 hücrelerinde 

etkilememiştir. Her iki hücre hattında da SOX2 eksikliği erlotinibe 

duyarlılığı etkilememiştir. Xenograft deneylerinde, shSOX2-HCC827 ve 

shSOX2-H1975 hücreleri, kontrollerle aynı büyüklükte ve sayıda tümör 

oluşturdu. PI3K/AKT yolağı EGFR TKI direnci ile ilişkili olabileceği için, 
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hücreler PI3K/AKT inhibitorleriyle inkübe edildi ve SOX2 ekspresyonunun 

doza ve zamana bağlı olarak azaldığı gözlendi. Ayrica SOX2 

ekspresyonunun tüm hücre hatlarında hücre yoğunluğundan etkilendiği 

belirlendi. 

 

Sonuçta, çalışmamızda EGFR mutant NSCLC`de SOX2 

ekspresyonunun PI3K/AKT yolağının kontrolu altında olduğunu ve hücre 

yoğunluğundan etkilendiği belirlenmiştir. Ancak mt-EGFR nedeniyle 

oluşan akciğer tümörlerinde ya da EGFR TKI kemoterapi direncinde 

SOX2`nin etkili olmadığını gözledik.  

 

Anahtar kelimeler: KHDAK, EGFR, TKI, SOX2, PI3K/AKT 
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8. SUMMARY      

 

The effects of pluripotency on tumor formation and 

chemotherapy resistance in EGFR mutant NSCLC  

 

Erlotinib is an EGFR tyrosine kinase inhibitor (TKI) that 

prolongs overall survival in NSCLC patients whose tumors bear activating 

mutations in the EGFR kinase domain. Responders benefit for an average 

of 6-12 months yet ultimately progress, and the prognosis for metastatic 

disease remains grim.  A common mechanism of resistance is through 

acquisition of secondary mutations in EGFR (primarily T790M) or met 

amplification.  Another kind of drug resistance is associated with cellular 

differentiation state, and this can be influenced by the action of global 

pluripotency transcription factors such as SOX2, OCT4 and NANOG.   

 

In a murine model of mutant EGFR-driven, TKI-resistant lung 

cancer, induction of mutant EGFR in the lung correlated with increased 

SOX2 levels in normal tissue, and SOX2 levels were further elevated in 

tumors, therefore we hypothesized SOX2 may play a role in lung 

tumorigenesis or TKI resistance in humans. To examine this, human 

NSCLC cell lines with EGFR mutations were treated with erlotinib and the 

expression of p-EGFR and SOX2 were examined. While erlotinib 

decreased p-EGFR as expected, it exerted differential effects on SOX2 

expression that depended on the cell line and growth conditions used. In 

EGFR TKI-sensitive HCC827 cells, (EGFR amplification with E746_A750 

del) erlotinib decreased SOX2 levels. In another EGFR TKI-sensitive cell 

line, PC9 (E746-A750 del), erlotinib initially increased SOX2 at 3d then 

decreased it at 9d.  (Interestingly, if PC9 cells were switched to serum-

free culture conditions erlotinib produced a sustained increase in SOX2 

levels.) In TKI-resistant H1975 cells (L858R, T790M mut) erlotinib 
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increased SOX2 expression. To determine the importance of SOX2, cells 

were infected with lentivirus containing SOX2 shRNA. Knockdown of 

SOX2 decreased proliferation rate in HCC827 cells but failed to affect in 

H1975. Furthermore, SOX2 loss did not alter their sensitivity to erlotinib 

and triciribine. In a limiting cell dilution assay in vivo, HCC827 and H1975 

cells with SOX2 knockdown formed tumors at the same rate as vector 

control cells when injected into immune deficient mice.  Because 

sustained activation of the PI3K/Akt pathway is associated with EGFR TKI 

resistance, cells were treated with PI3K/AKT inhibitors and the effect on 

SOX2 was examined by immunoblot.  PI3K/Akt inhibitors decreased 

SOX2 expression in a time-dependent manner. Furthermore, SOX2 

expression was influenced by cell confluency in all the cell lines 

examined.   

 

Taken together, our data suggests that SOX2 may be under 

the control of the PI3K/Akt pathway in EGFR mutant NSCLC and depend 

on cell density; however our data does not support a role for SOX2 in 

tumor formation or therapeutic resistance to EGFR TKIs.  

 

Keywords: NSCLC, EGFR, TKI, SOX2, PI3K/AKT  
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