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Calismamizda kullanilan hlcre hatlarinin mutasyonlari
SOX2 ifadesi basklanan ve baskilanmayan HCC827
hicrerinde 24, 48 ve 72 saatte proliferasyon oranlari
arasindaki istatiksel fark (p<0.05 anlamh olarak kabul
edilmektedir).

SOX2 ifadesi baskilanan ve basklanmayan H1975
hicrerinde 24, 48 ve 72 saatte proliferasyon oranlari
arasindaki istatiksel fark (p<0.05 anlamli olarak kabul
edilmektedir).

SOX2 ifadesi basklanan ve basklanmayan HCC827
hicrelerinde 48 ve 72 saatte erlotinib yaniti arasindaki
istatiksel fark (p<0.05 anlamli olarak kabul edilmektedir).
SOX2 ifadesi basklanan ve basklanmayan HCC827
hicrelerinde 48 ve 72 saatte triciribine yaniti arasindaki
istatiksel fark (p<0.05 anlamli olarak kabul edilmektedir).
SOX2 ifadesi baskilanan ve basklanmayan H1975
hicrelerinde 48 ve 72 saatte erlotinib yaniti arasindaki
istatiksel fark (p<0.05 anlamli olarak kabul edilmektedir).
SOX2 ifadesi baskilanan ve basklanmayan H1975
hicrelerinde 48 ve 72 saatte triciribine yaniti arasindaki
istatiksel fark (p<0.05 anlamli olarak kabul edilmektedir).
Xenograft modellerde SOX2 ifadesi olan ve olmayan

H1975 ve HCCB827 hicrelerin tumor olusumu
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1. GIRIS

Akciger kanseri akciger dokusunda normal htcrelerin genetik
ve epigenetik degisimler sonucu kontrolsuz ¢cogalmasi nedeniyle olugan ve
halen dinyada kansere bagh olumler arasinda ilk sirada yer alan bir
hastalktr. Uygulanan tedaviler akciger kanserinin histolojik alt tiplerine,
hatta bu histolojik alt tiplerin sahip oldugu mutasyonlara gore
degismektedir.

EGFR mutant kiguk hucreli digi akciger kanserinde (KHDAK)
asin aktif EGFR sinyal yolagini inhibe etmek icin erlotinib ve gefitinib gibi
cesitli tirozin kinaz inhibitérleri (TKI) yaygin olarak kullanimaktadir. Bu
tedaviyi alan EGFR mutant KHDAK hastalar yaklagikk 6 ay sonra ilaca
direng gelisirmekte ve hastalk tekrar ilerlemeye baglamaktadir. Bu direng
mekanizmasinin nedenleri, EGFR'de gelisen ikincil T790M mutasyonu,
MET amplifikasyonu, PIK3CA mutasyonu gibi hicrede alternatif onkolojik
yolaklarin aktivasyonu olabilmektedir. Ayrica epidermal hucre fenotipinden

mezengimale gecis (EMT) gibi durumlara da rastlanmaktadir.

Pekcok kanserde tumorin heterojen hicre populasyonu
oldugu ve bu populasyonda bazi hicrelerin ilaca yant vermedigi
gosterilmistir. Akciger kanserinde kanser baslatici oncul hlcrelerin nerede
bulundugu ve belirteglerinin  neler oldugu halen calisimaktadir. Bu
hiucrelerin kdk htcre 06zelliklerinden biri olan “gok potansiyellilige” sahip
olabilecedi belirlenmistir. Kanser hicreleri NOTCH, WNT, HEDHEHOG
gibi gesitli hicresel yolaklarla geriye farkllagma surecini ya da kok hucre

varligini koruyarak pluripotensi Ozelliklerini strdurebilmektedir.



SOX2, normal pluripotent  hicrelerde  bulunan  bir
transkripsiyon faktoridir. Cesitli kanser tiplerinde de varligi gosterilmis ve
onkogenik aktivitesi belirlenmigtir. SOX2, normal akciger dokusunda genis
hava yollarinda bazal, silli ve Clara hucrelerinde ifade edilmektedir.
Akciger kanserinin bir alt tipi olan skuaméz karsinomda ve kiguk hucreli
akciger kanserinde (KHAK) SOX2'nin bir onkoprotein oldugu belirlenmigtir.
Ancak EGFR mutant KHDAK igin yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Bu tez calismamizda, SOX2'nin EGFR mutant kicuk htcreli
akciger kanseri gelisiminde, hiicre ¢cogalmasinda, ilac direncinde ve timor
olusumundaki rolunu arastrmayl hedefledik. Ayrica SOX2'nin hangi
hicresel yolaklardan etkilendigi ve baz g¢evresel faktorlerin SOX2 ifadesi

Uzerindeki etkilerini de belirlemeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, normal akciger epitel hicrelerini kansere
donustiren DNA hasariyla olusan genetik ve epigenetik degisiklikleri
iceren cok asamall bir siire¢ sonunda olusur * 2. Akcigerde bulunan epitel
kok hucreleri, hucre oncllleri ya da farkllasmis epitel hicrelerinden
hangisinin  malign  transformasyondan  sorumlu  oldugu  henuz
bilinmemektedir 3. Premalign lezyonlarda molekiler degisikliklerin
birikmesi kanserin genel 0©zellikleri olarak bilinen buylme sinyallerine
gereksinim duymama, blyume engelleyicilerine ve apoptoza direncliligin
olusmasi, replikasyon potansiyelinin sinirsiz olmasi, artmis anjiyogenez,

dokuya invazyon ve metastaz gibi durumlarin gelismesine neden olur * °.

Normal hicre c¢ogalmasini ve homoestazini duzenleyen
yolaklardaki hatalar Hanahan ve Weinberg’in hipotezindeki gibi akciger
kanser hicresinin  malign hale gelmesini saglar. Normal hicre
fenotipinden malign hicreye transformasyon, bir seri genetik ve
epigenetik degisimle olmakta ve bu durum kanserin klonal
genislemesinde rol oynamaktadrr °. Brons epitelindeki bu patolojik
degisimler preneoplastik ya da premalign lezyonlar olarak bilinmekte ve
skuamOz displazi, atipik adenomatdz hiperplazi ve diffiz idiopatik
pulmoner néroendokrin hiicre hiperplazisi olarak gorilmektedir *. Bu
preneoplastik lezyonlar gesitli akciger kanser tiplerinin gelismesine neden
olurlar. Mutasyonlarin ve epigenetik degisimlerin birikmesiyle tUmorlerin
zamanla daha fazla malign oldugu ve timorigenezi ilerlettigi bilinmektedir.
Bu molekller degisimlerin tanmlanip sinflandirimasi akciger kanserinin
onlenmesi, erken belirlenmesi ve tedavisi igin gereklidir. Bu bilgilerin

klinige cesitli sekillerde yansimasi erken tani icin belirteclerin belirlenmesi,



herbir hasta igin prognozun ve tedavinin sekillendiriimesi, hedefteki
kanser hicresini 6zgun sekilde oldurecek terapilerin gelistiriimesi seklinde

olabilir.

Akciger kanseri klinik, biyolojik, histolojik ve molekuler olarak
heterojen bir hastalktr. Bu heterojenitenin altinda yatan nedenler
bilinmemekle beraber farkllagsma potansiyeli farkli olan hicrelerden farkli
kanserlerin gelismesinden ya da kanser hicresindeki farkl aktiflesmis
yolaklardan kaynaklaniyor olabilir. Bu heterojenite ve molekuler karigiklik

akciger kanser patogenezinin anlagimasini zorlastirmaktadir.

2.1.1. Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

Akciger kanseri tum dunyada kanser olgularinin %12.8’'inden
ve kanser Slimlerinin %17.8’inden sorumludur . Akciger kanseri, kansere
baglh olimler arasinda en fazla 6lime neden olan kanser turudur.
Ulkemizde akciger kanseri, 1970’li yillarda nedeni bilinen élimler arasinda
4. sirada yer alrrken, ginimuzde dunyanin bir ¢ok ulkesinde oldugu gibi
kalp-damar hastalklarindan sonra 2. siraya yukselerek o6lumlerin

%28’inden sorumlu tutulmaktadir ’

. Ukemizde Kanserle Savas Dairesi
Baskanligi verilerine gore 2002 vylinda akciger kanseri insidansi
100000°’de 11.26 ile ilk sirada yer almaktadir. Ayrica 8 ili (Ankara, Antalya,
Edirne, Erzurum, Eskisehir, [zmir, Samsun ve Trabzon) kapsayan bir
calismaya gore 2003 yilinda gorulen kanser insidansinda, akciger kanseri
100000'de 24.8 ile ilk srada yer almaktadir. Bu sekiz ilde erkeklerde
insidans 100000'de 43.5, kadinlarda ise 5.89'dur 8. Akciger kanseri
erkeklerde tim dinyada en c¢ok gorilen kanser turlerinden biridir.
Kadinlarda ise meme kanserinden sonra ikinci srada yer almaktadir °.
Bununla birlikte, yillara bagh olum oranlarina gore akciger kanserinden

erkeklerde 6lUm orani azalirken, kadinlarda artmaktadir (Sekil 1).
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Sekil 1. Erkek ve kadinlarda tahmini yeni akciger kanseri olgulari ve akciger

g N &

kanseri nedeniyle gortlen 610m oranlan S

2012 yih istatistiklerine gére ABD’de 116.470 erkek, 109.690
kadin yeni akciger kanser olgusu ve 2012 yilinda yaklasik 87.750 erkek
ve 72.590 kadin hastanin akciger kanseri nedeniyle kaybedilecegi tahmin
edilmektedir (Sekil 1) °. ABD’de 2006-2008 vyilari arasinda gdzlenen
akciger kanser hastalarnin orani yasa ve cinsiyete bagll olarak
degismektedir (Sekil 2 ve 3) °.
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Akciger kanserli olgularda tani sonrasi 5 yilk yasam, yilara
gbre dedisse de glnumizde %15’e kadar ulasmistr. Amerika Birlesik
Deviletleri ve Bati Avrupa toplumlarinda sigara kargiti kampanyalar
sonucu akciger kanseri gorilme sikligi 1980°den sonra erkeklerde azalma
egilimine girmistir. Kadinlarda sigara kullanmi aligkanligindaki artis
nedeniyle Ulkemizde ve Dogu Avrupa Ulkelerinde akciger kanseri sikligi

giderek artmaktadir °.

Akciger kanseri gelisiminden bUyik oranda sigara
sorumludur, sigara icenlerde akciger kanseri riski igmeyenlerden 24-36
kat daha fazladrr. Pasif sigara igiminde risk %3,5'tur. Sigaraya baglama
yagl, sigara igme suresi, igilen sigara sayisi ile tutun ve sigara tipi (filtreli,
filtresiz, puro, dusUk tar ve nikotin icerigi vb.) akciger kanseri gelisme

riskini etkileyebilmektedir **,

Toraks Dernegi Akciger ve Plevra Maligniteleri Calisma
Grubu (TAPMG) tarafindan yapilan ulusal, hastane bazl retrospektif
calismada, Ulkemizdeki 11849 akciger kanserli olgunun % 90,4’u erkek, %
9,6’s1 kadin olup, olgularin blyluk oranda (%56,7) 46-65 yaslari arasinda
oldugu belirlenmigtir. Olgularin  yaklask %90’inda sigara kullanma

dykiisiine rastlanmistir (% 77,9 aktif icici, %10,8 sigaray! birakmig) *2.

Akciger kanserinin  %8%5’i sigara dumaninda bulunan
karsinojenler nedeniyle olusurken, %15’i hi¢ sigara igmeyen bireylerde
gozlenir. Bununla birlikte yeni akciger kanser vakalarinn da yaklagk
%50’si eski igicilerdir. Su an sigara icmeseler de ge¢cmiste olusan hasar

akciger kanseri gelisimine neden olabilmektedir 3.



TUberkiloz, kronik bronsit, anfizem, pndmoni ya da kronik
obstruktif akciger hastaligi gibi akcigerde hasar birakan hastalkklarda

akciger kanseri gelisme riskinin daha fazla oldugu belirtiimektedir **.

Kapali alanlarda sigara igiminden baska kanser riskini arttiran
etmenler de vardr. Bunlar; radon, asbest, kromat, kromyum, klorometil
eterler, nikel, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, radyasyon ve hava

kirliligidir 1> 1617,

Akciger kanseri gelisiminde roli oldugu belirtilen yas, ik,
cinsiyet, meslek, hava Kkirliligi, radyasyon, gecirilmis akciger hastaligi
sekeli, diyet, viral enfeksiyonlar, genetik ve immunolojik faktorlerin tima %

6 oraninda etkilidir 1*.

2.1.2. Histoloji

1970’lerin ortalarinda arastiriclar akciger kanserlerinin farkl
alt tdrlerinin  kematorapoétik ilaglara farkh  hassaslkta olduklarini
gostermiglerdir. Akciger kanseri Kklinik, histolojik ve ndroendokrin
Ozelliklerine gore kiugUk hucreli disi (%85) ve kiguk hicreli olmak Uzere
(%15) iki tipe ayriir. Kuglk hicreli digi akciger kanseri histolojik olarak
adenokarsinom, skuamoz karsinom ve buyuk hicreli karsinom olarak alt
gruplara ayrilir (Sekil 4). Akciger tumor tipleri ve aralarindaki fark

prognostik ve tedavi secenekleri acisindan énemlidir 2.

Ulkemizde, Asya lUlkelerinde oldugu gibi, en sk skuamoz
hicreli kanser (yaklasik % 45) gortulmekte, bunu benzer oranla (yaklasik

% 20) kucuk hucreli kanser ve adenokanser izlemektedir. ABD ve



Japonya’da ise en sk rastlanan akciger kanser tipi adenokarsinomdur *°.

Biyiik hiicreli kanser % 2 oraniyla en az gériilen kanser tipidir 2.

GUnUumuzde timorler molekuler kriterlere gore
sinflandinimaktadir. En iyi tedavi stratejilerinden biri kanser alt tirdndn
sahip oldugu genetik mutasyonu ve proliferasyonda ve sagkalimda etkili
olan aktif sinyal yolagini bulmaktir. Bu mutant proteinlerin aktivitesinin

hedeflenmesi hiicre 6limii ve tedavi agisindan yararl olabilmektedir .

Sekil 4. Akciger kanserinde gdrulen histolojik altgruplar

2.2. Sigara

Akciger kanseri riskinden tutin kullanmi %75-90 oraninda
sorumludur. Sigara dumaninda bulunan PAH (polisiklik aromatik
hidrokarbonlar) ve Kkarsinojenler hicre dongusunin kontrolinde c¢ok
onemli olan p53 geninde mutasyon yapabilmektedir. Ayrica, N-nitr6z
bilesikleri sigara dumaninda bulunan diger zararl bilesiklerden biridir 2.
Sigara i¢cimi adenokarsinoma gore skuamdz ve kucuk htcreli karsinomla

daha ¢ok baglantlidr. Son yillarda adenokarsinom, skuaméz



karsinomdan daha sk gorulmeye baslamigtir. Bunun nedeninin filtreli
sigaralarda tar oraninin azaltlmasi ve nitrozaminlerdeki artig oldugu

distnilmektedir 2.

Sigara dumaninn daha sk ve derin ¢ekilmesi
karsinojenlerin akciger periferine daha ¢ok yaylmasini ve adenokarsinom

gorulme skhigini arttirabilmektedir.

Sigarada bulunan NNK (4-(Metilnitrozamino)-1-(3-piridil)1-
butanon), PAH gibi karsinojenler, DNA'ya kovalent olarak baglanabilir.
DNA onarm sistemi bunlari uzaklagtirabilir ve normal DNA’y1 koruyabilir
ya da hasarl DNA'ya sahip hucre apoptozise ugrayabilir. DNA onarm
sistemlerinin g¢alismamasi kalci mutasyonlara neden olabilir. NNK’ler
cesitli sinyallesme yolaklarini etkileyerek kritik onkogenlerin ve tumor
baskilayici genlerin ifade degisimini saglayarak kontrolsiz hlcre
bélinmesi ve timér olusumuna neden olabilir 2. NNK, K-ras onkogeninin

aktifesmesini saglayan DNA mutasyonlari yapabilir %4,

Akciger
adenokarsinomlarinn %24’Unde K-ras onkogen aktivasyonu godzlenmistir
%> Sigara dumaninda bulunan diger bir bilesen benzopiren metaboliti
akciger kanserinde yaklasik %60 oraninda mutasyonu gorulen p53 genine
zarar verebilir ?°. Akciger kanser riski tiketilen sigara miktaryla paralel
olarak artabilmektedir. Bu nedenle bir gunde icilen sigara sayisi, sigaraya
baslama yasi, inhalasyonun glcd, filtresiz sigara kullanimi, sigaradaki tar

ve nikotin igerigi 6nemli olabilmektedir 2’

Sigara icgilmediginde, dunyada kanser olumlerinin %20
azalacadi tahmin edilmektedir ?®. Akciger kanserinin %75-80’den fazlasi
sigara i¢en Kisilerde gorllse de, sigara igmeyen %20-25’inde akciger
kanseri gelisebilmektedir. Bu durum akciger kanserinden bireysel
yatkinlgin da sorumlu oldugunu géstermektedir. Boylece genetik yatkinlik
ya da cewresel faktorler de akciger kanser gelisiminde Onemli

olabilmektedir 8,

10



2.3. Sigara icmeyenlerde Goériilen Akciger Kanseri

Sigara igmeyenler terimi hayati boyunca 100 adetten daha az
sigara igenler icin kullanlir. Dunyadaki akciger kanseri vakalarinin
yaklaskk %25'i sigara igmemistir °. Sigara icmeyenlerde gérillen akciger

kanseri, kansere bagl élimler arasinda yedinci sirada yer almaktadir %°.

Glney Asya’da akciger kanserli kadinlarin %80’inin hi¢ sigara
icmedigi bilinmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde ise akciger kanserli
kadinlarin %19’unun ve erkeklerin %9’unun sigara icmedigi belirtilmistir.
3. 31 Her ne kadar akciger kanserinin tim tipleri sigara icimi ile
iliskilendirilse de kuguk hucreli akciger kanseri olanlarda ve skuamoéz
hicre karsinomlarinda iliski daha  gugluddr. Ote  yandan,
adenokarsinomlar sigara i¢gmeyenlerde daha sik go6zlenebilen akciger
kanser tipidir (Grafik 1) Y. Ancak son yillarda adenokarsinomun sigara

icenlerde de vyaygnlastigini gostermektedir 32,

Sigara icmeyenlerde
gelisen akciger kanserinin nedenleri tam olarak agklanamasa da, pasif
sigara icimi, radona gazina maruziyet, hava Kkirliligi, asbest, arsenik,
geciriimis akciger hastaligi ve genetik faktorler onemli risk faktorleri

olabilmektedir 3.

Bunun yani sirra sigara igcmeyen akciger kanserli
hastalarda aile 0OykisUinin olmasi genetik faktorlerin etkili oldugunu

gostermektedir 3.

11
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Grafik 1. Tumér tipine gore ABD’de sigara icen ve icmeyen akciger kanser

17
olgulan

EGFR (Epidermal Biyume Faktori Reseptorid), hMSH2 (insan mutS

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

kodlayan genlerde gorilen mutasyonlar akciger kanser gelisiminde etkili

olmustur.

Ancak sigara kullanan ve kullanmayan akciger kanserli

hastalarin ayrminda kesin etkili bir gen hala bulunamamistr *. Asyall

sigara igmeyen hastalarda gb6zlenen akciger adenokarsinomlarinda artmig
EGFR mutasyon sikligi dikkat gekmektedir (Grafik 2) ** *'.

12
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Grefik 2 : Mutasyon tipine gére ABD ve Asya’da akciger kanser olgulari v

Asyall (Hong Kong, Singapur, Japon) sigara igmeyen akciger
kanseri olgularina, sigara icenlere gore daha erken yasta tani

37 Akciger adenokarsinomlarinda sigara icmeme oOykisii

konabilmistir
sagkalmda o6nemli bir belirtecgtir (5 yillk sagkalm sigara igmeyenlerde
%23 iken, sigara igenlerde %16’drr) *%. Bu bulgular sigara icmeyenlerde
gorilen kanserin farkli bir biyolojisinin ve gelisiminin oldugunu
gOstermektedir. Ayrica, epidemiyolojik, patolojik ve molekuller biyolojik
farklliklarn  da go6zlenmesi sigara i¢meyenlerde gozlenen akciger
kanserinin diger akciger kanserlerinden farkl degerlendiriimesi gerektigini

dusundurmektedir.

2.4. Akciger Kanserine Genetik Yatkinhk

Birbirinden badmsiz c¢alismalarda 15q24-925.1 bdlgesinde

bulunan tek nikleotid polimorfizmleri hem akciger kanser gelisimi hem de
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nikotin bagmliligr ile iliskilendirilmistir 3% 4% %', Bu lokusda bulunan genler
nikotinik asetilkolin reseptéri NAChR’nin alt Unitelerini  (CHRNAS,
CHRNA3, CHRNB4) kodlar. Daha sonraki caligmalarda ise 15925.1,
5p15.33 ve 6p21.33’deki degisimlerin akciger kanser riskini etkiledigi

gosterilmistir 4% 42,

2.5. Akciger Karsinogenezindeki Molekiiler Degisimler

Andploidi, 3p, 4q, 9p ve 17p’deki alelik kayp ya da 1q, 3q, 5p
ve 17q'daki alelik kazanmlar gibi pekcok genetik degisim akciger
kanseriyle iligkilendirilmigtir 44 Ayrica MYC, RAS, EGFR, NKX2-1, ErBB2,
SOX2, BCL2, FGFR2, CRKL aktivasyonu; RB1, CDKN2A, STK11

inaktivasyonu gibi cesitli genetik degisimler gézlenmistir *°.

Diger kanser turlerinde oldugu gibi akciger kanserinde de gen
amplifikasyonu, gen ifadesinde artig, nokta mutasyonu ya da DNA
duzenlenmeleri ile onkogen aktivasyonu go6rilmektedir. Onkogen
aktivasyonu ile onkogen bagimliligi gelisir ve hlcreler sag kalmak igin bu
siradisi onkogenik sinyallere gereksinim duyarlar. Adenokarsinomda
proliferasyon ve sagkalmdan sorumlu pek ¢ok gen degisime ugramistir
(Sekil 5). Akciger kanserinde sklkkla aktive olan onkogenler; EGFR,
ERBB2, MYC, KRAS, MET, CCND1, CDK4, MET, EML-ALK flizyonu ve
BCL2'dir. Bu onkogenler ve onkogen bagmliigi akciger kanser
hicrelerine 6zgin tedavilerle diger normal hicrelerden ayrilarak hedef

haline gelmesinin saglanabilecedi disiiniimektedir ¢ 47,
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Sekil 5. Adenokarsinomda degisime ugramis genler

2.5.1. Akciger Kanserinde EGFR Sinyal Yolagi

ErbB ailesi tirozin kinaz reseptorleri EGFR, ErbB-2 (HER2),
ErbB-3, ErbB-4 olmak Uzere dort Gye icerirler. Bu yeler
homodimer/heterodimer olusturarak ya da farkl ligandlarin baglanmasiyla
aktiflesirler “8. EGFR'nin fazla ifadesi ya da aktivasyonu KHDAK'nin %50-
90’Inda g6zlenmesi nedeniyle EGFR'yi inhibe etmek icin bircok yaklasim

49 Ik olarak EGFRnin hiicre disi bdlgesine baglanan

denenmektedir
monoklonal antikorlar gelistiriimistir. Daha sonra hicre igi tirozin kinaz
aktivitesini engelleyen kiuguk molekdl inhibitorleri gelistirilmistir. 2004
yinda EGFR kinaz bdlgesinde olan mutasyonlar tirozin kinaz
inhibitdrlerine duyarlilikla iliskilendirilmistir ° 5!, Ekzon 19 delesyonu ya
da ekzon 21 L858R mutasyonu ile olusan mutant EGFR, yabani tip

reseptore gére daha fazla ve uzun sireli aktivasyona sahiptir *° (Sekil 6).
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EGFR
GT19X LREA deletion L858R  L8s1Q

{ {
| Exon B | Exon19 | Exon 20 | Exon 21 | Exon 22 | Exon 23 Exon 24
t 1 t
L7475 D761Y T790M TBE4A

Sekil 6. Akciger kanserinde en sik gézlenen EGFR mutasyonlari 5

Mutant EGFR genellikle RAS/RAF/MEK/MAPK yolagi yerine
daha cok PI3K/Akt ve STAT3/STATS yolaklarini kullanarak sinyal iletir
(Sekil 7) %. EGFR mutasyonlari Dodu Asyall sigara icmeyen
adenokarsinomlu kadin akciger kanseri hastalarnda daha siklkla

gozlenmektedir 3.

Ligand

Sekil 7. EGFR sinyal yolagi

EGFR mutant tumorler tirozin kinaz inhibitorlerine daha

duyarlidirlar. Tumoérin EGFR mutasyonu ile gelismeye baslamasi ve
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devamlligi igin bu sinyallesmeye gereksinim duymasi onkogen
bagimiliginn guzel bir 6rnegidir. EGFR inhibisyonuna cevap veren
akciger kanser tumoru genellikle kisa bir sure sonra bu baskilamaya
duyarsizlasir. Tirozin kinaz inhibitorlerine direngte EGFR'de ekzon 20
insersiyonlar,,  T790M  ikincil ~mutasyonu (hastalarin  %50’sinde
g6zlenmistir), KRAS mutasyon ya da amplifikasyonu ve MET
protoonkogeninin amplifikasyonu (hastalarin %20'sinde) gozlenmistir >*
%5 %6, 57 'MET, PI3K yolagini EGFR ve ERBB2'den bagmsiz olarak
ERBB3’'U fosforilleyerek aktiflestirir. MET'in inhibisyonu TKIne olan

duyarlligi  yeniden olusturabilir  °’.

Akciger adenokarsinomlarinda
aktiflesmis mutant EGFR interlokin 6 seviyelerini arttrmig, bu da STAT3'0
aktiflestirmistir. IL-6 ayrica JAK ailesi tirozin kinazlan aktiflestirerek.

STAT3, MAPK ve PI3K sinyal yolaklarini uyarmaktadir 8,

2.5.2. Akciger Kanserinde RAS/RAF/MEK/MAPK Yoladi

RAS protoonkogen ailesi KRAS, HRAS, NRAS ve RRAS
olmak Uuzere, dort adet, homolog, 21 kDa’luk membrana baglanan
proteinden olugur. RAS genleri tarafindan kodlanan proteinler aktif ve
inaktif formda bulunurlar. Aktif formda RAS proteinine GTP bagldrr. inaktif
formda ise GTP, GDP’ye donlsmistir *°. Aktiflestirici nokta mutasyonlari
GTPaz aktivitesinin kaybolmasina neden olarak GTP’nin GDP’ye
doénismesi engellenir ve proteinin onkolojik potansiyeli artar. Bu durum
kontrolsiiz hiicre bélinmesiyle sonuglanabilir. RAS/RAF/MEK/MAPK
yolaginn KRAS mutasyonlari nedeniyle olusan aktivasyonuna akciger
kanserinde c¢ok sk rastlanr. KRAS mutasyonlar akciger kanserinin
%20’sinde, adenokarsinomlarin  %30-50’sinde gorilir %°. KRAS’da
g6zlenen mutasyonlarin %80’i 12. kodonda, kalanlar da 13. ve 61.
kodonlardadir. Mutasyon sonucu PIBK ve MAPK sinyal yolaklari
aktiflestiginden, KRAS mutant timdrler EGFR  sinyallesmesini
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kullanmazlar, dolayisiyla EGFR tirozin kinaz inhibitérlerine direnglidirler ©*.
KRAS mutasyonlan c¢ogunlukla sigara igcen akciger adenokarsinomlu
hastalarda gériilir ®. RAS proteinlerinin hiicre zarina yerlesimini ve post
translasyonel modifikasyonlarini inhibe etmek igin farnesiltransferaz
inhibitorleri ve RAS’a karsi antisens oligonukleotidler kullanimig, ancak

basarisizlkla sonuglanmistir .

Daha sonra RAS yolaginin efektorleri
olan RAF kinaz ve mitojen aktivasyonlu protein kinaz (MAPK) kinaz
(MEK) molekiilleri (izerine yogunlasmistr . BRAF; RAS’n dogrudan
etkiledigi bir molekuldir. BRAF melanomada genellikle mutasyona ugrasa

da (%70), akciger kanserinde mutasyonlari oldukga azdir (%3) ®.

2.5.3. MYC

RAS/RAF/MEK/MAPK yolaginin en 6nemli efektorlerinden biri
myc protoonkogenidir. Normalde bu transkripsiyon faktori hicresel
proliferasyonu kontrol eder, ancak amplifikasyon ya da fazla ifadesi
akciger kanserinde skikla gézlenir ®°. Myc protoonkogen ailesi (yeleri
(myc, mycn, myc1) RAS sinyallegsmesinin hedefleridir ve hucre gogalmasi

gibi pekcok islevin anahtar diizenleyicileridir °°.

2.5.4. Akciger Kanserinde EML4-ALK Fiizyon Proteini

Akciger kanseri gibi  solid tumorlerde  kromozom
translokasyonlari ile olusan onkogenik flzyon proteinlerine ¢ok sik
rastlanmamaktadir. 2007 yilnda kugluk huacreli digi akciger kanser
hastalarinda transformasyon yetenedi olan yeni bir flzyon proteini
kesfedilmistir. ikinci kromozomun kisa kolunda birbirine yakin yerlesmig iki
genin inversiyonuyla sonuglanan EML4-ALK flizyon proteini, mitojenik

67

sinyali sureklilestirir ve malign transformasyona neden olur Kuguk

hicreli disi akciger kanserinde %4 sikikla gézlenen EML4-ALK flizyon
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proteini EGFR ve KRAS mutasyonlarndan bagimsiz olarak bulunur,
genellikle sigara icmeyen adenokarsinomlularda gozlenir. EML4-ALK
fzyonu olan hastalar ALK hedefli tedavilere ve Crizotinib’e cevap

vermektedir 8.

2.5.5. Akciger Kanserinde PISK/AKT/mMTOR Yolagi

Fosfoinozitol-3-kinaz (PI3K); hicre c¢ogalmasi, sad kalim,
adhezyon gibi hiicresel olaylari diizenleyen bir lipid kinazdir ®. Akt ise
protein kinaz B (PKB) olarak da bilinen, timér olusumu ve ilerlemesinde
etkili bir serin treonin kinazdir. Akt'nin aktivasyonu PI3K’a bagldir. PI3K
ise aktif hale gelmis buyume reseptorlerinden, integrin gibi hicre
adhezyon molekdllerinden, G-protein bagl reseptorlerden ve Ras gibi
onkogenlerden aldigi sinyallerle aktiflesir. PI3K, fosfatidilinozitol-4 fosfat,
fosfatitilinozitol-4,5-bifosfata (PIP2), fosfatidilinozitol-4,5-bifosfati,
fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfata (PIP3) donusturar. PIBK enzimi, 85kDa’luk
dizenleyici altbirim (p85) ve 110kDa’luk katalitik altbirimden (p110)
olusur. PI3K aktivasyonu, p85’deki SH2 (Src-homoloji 2) bélgesinin aktif
blyime faktori reseptorindeki fosfotirozin birimleriyle etkilesmesi sonucu

ya da p110’un dogrudan aktif Ras ile etkilesmesiyle olur °.

PIBK’In  olusturdugu 3’fosfoinozitidler, fosfoinozitid bagmli
kinaz-1 (PDK-1)in ve Aktnin plekstrin homoloji (PH) bolgesine baglanir
ve herbir kinazin hicre zarina translokasyonuna neden olur. PDK-1, Aktyi
aktivasyon bolgesinde bulunan treonin 308 (T308) amino asitinden
fosforile eder "*. Akt'nin tam aktivasyon igin diizenleyici bélgede bulunan
serin 473 (S473) amino asitinden de fosforile olmasi gerekmektedir.
MTOR/Rictor kompleksi (TORC2), PDK-1, integrin bagmli kinaz (ILK),
AKTnin kendisi, DNA bagmh protein kinaz (DNA-PK) Aktyi S473'den
fosforile edebilmektedir "> 3. Akciger timérigenezinde PI3K/AKT/mTOR
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aktivasyonu erken patogenezde gordlur. Aktivasyon genellikle PI3K,
PTEN, EGFR, KRAS mutasyonlari ile olur " ve apoptozisi baskilayarak

hicre sagkalmina neden olur.

PIBK’In katalitik alt Unitesini kodlayan PIK3CA mutasyonlari
ya da amplifikasyonlari skuamdz hiicre karsinomunda siklikla gorilir .
Ayni zamanda bu vyolak bir serinftreonin kinaz olan AKTde de
mutasyonlar nedeniyle aktiflesebilmektedir. Bu yolagin iki negatif

dlUzenleyicisi vardir. Bunlar PTEN ve TSC1/TSC2 kompleksleridir.

PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on
chromosome ten), PIP3’deki 3’ fosfati kopararak PI3K aktivitesinin tersi bir
gorev yapar. '®. Bir timér sipresor protein olan PTEN; PI3K’in bir Griini
olan fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfat (PIP3) (zerinde fosfataz aktivitesi
gostererek, PIBK/AKT yolagini negatif olarak dizenler “'. AKTnin
etkiledigi bir serin/treonin kinaz olan mTOR, hicre buyimesi, hicre
hareketi ve sag kalminda énemli bir sinyallesme enzimidir 8. mTOR, 289
kDa'luk iki farkh multiprotein komplekslerinde (MTORC1 ve mTORC?2)
bulunan bir kinazdir (Sekil 8).

MTORC1 kompleksinde mTOR’a ek olarak, mLST8(GBL) ve
Raptor da bulunur. mTORCL1, protein sentezinin, ribozom biyogenezinin
ve otofajinin kontrolinde gorev alan hicre buydmesinin en 6nemli
duzenleyicilerinden biridir. mMTORCL1 aktivitesi, rapamycin ya da analoglari

ile inhibe edilebilmektedir.
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Sekil 8. PI3K/AKT sinyal yolag”

MTORC2 ise mTOR ile birlikte mLST8 (GBL), Sinl ve
Rictordan olusur. mTORC2, aktin hiicre iskeletini kontrol eder 8. Akt
mTOR'u S2448'den fosforlayarak kinaz aktivitesini arttirr . Ayrica Akt,
TSC2 (tuberus sclerosis complex 2)i fosforlayarak inaktive eder 8. TSC2,
Rheb-GTP’yi, Rheb-GDP’ye donustiren bir GTPazdr. Rheb-GTP,
mTOR’un pozitif dizenleyicisidir. TSC2’'nin Akt tarafindan inaktivasyonu,
Rheb-GTP duizeyinin artmasina neden olur ve mTOR'un aktivasyonuna
yardmci olur 8. Bununla birlikte Akt, PRAS40’i fosforlayarak inaktive
eder. PRAS40, mTORC1 kompleksinde yer alan bir negatif dizenleyicidir.
PRAS40'iIn Akt tarafindan fosforlanip inaktive edilmesiyle mTORC1
aktifiesir 8. GSK3'Un Akt tarafindan fosforlanp inaktive edilmesi,
TSC2’nin GSK3 tarafindan aktiflesmesini engeller . Aktif mTOR protein

21



sentezini, S6-kinaz (S6K1) ve 4E-BP1’I fosforlayarak baslatrr 8. S6K1’in
fosforilasyonu, klguk ribozomal protein S6’nin ve &karyotik translasyon
faktort elF-4B’nin aktivasyonunu saglar. 4E-BP1'In mTOR tarafindan
fosforilasyonu 4E-BP1’in elF-4E’den ayrimasini saglar ve bdylece cap-
dependent translasyondaki elF-4F kompleksi olusur 8. PIBK/AKT/mTOR
yolagini hedefleyen terapiler (LY294002 ve rapamycin gibi) aktif AKT
sinyallesmesi gorulen kuguk hucreli disi ve kuguk hicreli akciger

kanserinde etkilidir 8.

2.6. Soy Bagimh (Lineage Dependent) Onkogenler

Kanser biyolojisinde yapilan c¢alismalar timor hicrelerinin
farkllasma durumlarinin kanser gelisiminde 6nemli oldugunu goéstermis
ve bu durum soy bagdmiiligi olarak adlandirimistr. Ornegin, hematolojik
malignansilerden akut promiyelositik |6semide neoplastik hicreler
farkllasmadan kalmigtr ve tedavisinde bu hucreleri farkllastracak bir
ajan olan ATRA (all-trans retinoik asit) kullanimaktadir &°. Kiiciik hiicreli
digi akciger kanserinde yaplan genom taramalarnda DNA kopya
sayisindaki  degisimler adenokarsinomda  14913.3'de, skuamdz
karsinomda ise 3g26.33’de amplifikasyonlar olabilecegini ortaya
clkarmistir % °L 92 Fonksiyonel analizier bu bélgelerin sirasiyla NKX2-1
ve SOX2 oldugunu gostermistir. NKX2-1 soya 6zgin bir transkripsiyon
faktoridir ve normal akciger gelisiminde dallanma morfogenezinden ve
alveolar tip 2 hiicrelerin olusumundan sorumludur °* %4, Bu tur 6nctl hiicre
bagiml transkripsiyon faktoérleri hem normal organogenezden hem de
timor olusumundan sorumlu olabilen proteinlerdir. Daha 6nce yapilan
calismalar NKX2-1'in akciger adenokarsinomunda onkogenik rollerinden
bahsederken °> %, diger bir in vivo calismada timér baskilayici 6zelligi

oldugu ortaya konmustur . SOX2 gen amplifikasyonu zeliikle skuaméz
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hicre karsinomunda gorilmis ve onkogenik aktivitesi oldugu

wurgulanmigtir %% 7.

2.7. Tumor Baskilayici Genler ve BlUyume Engelleyici
Yolaklar

TUmor baskilayici genlerin kaybi akciger karsinogenezinde
onemli bir adimdir, genellikle tim alellerin heterozigosite kaybi ile ortadan
kalkmasi sonucu olusur 8. TP53, RB1, STK11, CDKN2A, FHIT,
RASSF1A, PTEN gibi genler akciger kanserinde genellikle inaktive olmus

tumor baskilayici genlerdir.

2.7.1. P53

17p53’de bulunan TP53, hiicre bdolinmesinde genetik hasarin
yeni olugan hicrelere ge¢gmesini engelleyen bir proteindir. Hiicresel strese
cevapta, p53 siklin bagimh kinaz inhibitorleri gibi cesitli genlerin ifadesini
indikler. Bu genler, hicre dongusu kontrol noktasi sinyallerini dizenler ve
hicrenin G1’de takimasina neden olarak DNA tamiri ve apoptozu saglar

% p53 inaktive edici mutasyonlar, akciger kanserinde en sk goriilen

degisimlerdir *°. Kanserlerin pek cogunda gorilen p53 inaktive edici
mutasyonlar nedeniyle, terapoétik stratejiler Uzerine pek ¢ok calisma
yapimaktadir. Ornegin yabanil tip p53’i gen terapisi ile ya da mutant
p53’e yonelik terapilerle, p53-MDM2 etkilesimini hedefleyen kiguk

molekil inhibitdrleriyle calismalar yapimaktadir 1.

P53’an  ykimini
saglayan MDM2 onkogeninin de p53’0n duzenlenmesinde roll vardir.
Bununla birlikte p14*% izoformu olan CDKN2A’nn MDM2'yi baskiayici
bir gérevi vardir. MDM2 amplifikasyonu kuguk hicreli olmayan akciger

kanserinin  %6’sinda gériilirken, p14*% kaybi kiiclk hiicreli olmayan
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akciger kanserinin %40’inda, kuguk hucreli akciger kanserinin ise

%60’Inda gdriilmektedirt® 102,

2.7.2. CDKN2A/RB

CDKN2A/RB1 yolagi G1/S gegisini kontrol eder. RB1 geni
tarafindan kodlanan hipofosforile retinoblastoma (RB) proteini, G1/S
gegisini  E2F1 transkripsiyon faktorine baglanarak dizenler. RB
proteininin  CDK-CCND1 tarafindan hiperfosforilasyonu onun timor
baskilama aktivitesini etkiler. CDK-CCND1 kompleksinin olusumu ise
CDKN2A tarafindan engellenir 1. RB akciger kanserinde tanmlanan ilk

timoér baskilayici gendir %4

. RB, mutasyonlari ya da fonksiyon kaybi
klgUk hucreli akciger kanserinin %90’inda gorular, kigik hacreli digi

akciger kanserinde ise %10-15 kadardir 1%

2.7.3. STK11 (LKB1)

STK11; hicre polaritesini, hareketini, farkllagsmasini,
metastazi ve metabolizmasini dizenleyen timor baskilayici bir gen gorevi
gorar. STK171’'in  germline inaktive edici mutasyonlarn Peutz-Jeghers
sendromuna neden olur % ancak somatik inaktivasyonuna nokta
mutasyonlari ya da 19p13’Un delesyonu neden olur. Akciger kanserinde
%30 sikikla, p53 ve KRAS’dan sonra adenokarsinomlarda en fazla
mutasyonu gozlenen gendir 1% 1% STK11 mutasyonlari genellikle KRAS
aktivasyonu ile baglantilidir ve hiicre biyimesini uyarrar . STK11,
tumor baskilayici etkisini Adenosine Monophosphate-activated Protein
Kinase (AMPK) ile mTOR yolagini inhibe ederek yapar . STK11
inaktivasyonu kuguk hucreli digi akciger kanserinde sk gorulirken, kuguk
hicreli akciger kanserinde daha az gorilur. Erkek sigara icen hastalarda

ve daha az farkllasmis adenokarsinomlarda daha sik gdzlenir 07 108. 109,
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2.8. Akcigerde Bulunan Hiicre Tipleri ve Gorevleri

Akciger epiteli gaz degisimi, detoksifikasyon, immun yani
olusturma gibi goérevieri olan morfolojik ve fonksiyonel olarak birgok farkli
hiicre tipinden olusmustur *'!. Bu akciger epitel hiicreleri pulmoner agag
boyunca Ozellesmis gorevieri yerine getirmek igin organize olmustur.
Solunum yollarinn proksimal kismi farinks, larinks, trake ve bronsdan
olugur. Trakeal havayolu epiteli yUzeyi kayganlastinp, yabanci maddelerin
disari atimasini saglayan silli ve mucus salgilayan goblet hicrelerden
olugmustur. Pulmoner alan daha kuguk brongiyollere ve distal
havayollarinin alveollerine dallandikga silindirik epitel hucreleri  kbik
morfolojiye donUslUr. Burada akciger epiteli koruma ve detoksifikasyon
goérevi yapan Clara hucrelerinden olugsmustur. Akcigerin en ug¢ kisimlari
gaz degisiminin yapidig1 terminal brongiyollerden ve alveolden olusur.
Alveol, tip 1 ve tip 2 pnemositlerden olugur. Tip 1 pnemositler gaz
degisimi yaparken, tip 2 pnemositler daha kibik yapidadir ve surfaktan

proteinler salgilayarak akciger epiteline elastikiyet saglarlar ***.

Akciger epitelinin yenilenmesi kan, gastrointestinal sistem ve
deride oldugu gibi hizli degildir. Ancak hasar durumunda, kok htcrelerin
oldugu 6zel yerlerde hiicre déniisimii oldugu disiiniimektedir 2. Trakea
ve bronglarda bulunan epitelde hicre degisiminin bazal hicreler adi
verilen bir grup akciger epitel hicresinden gergeklestigi dustntlmektedir

113 Bazal hiicrelerin en belirgin 6zelligi sitokeratin 5 ve 14 ve p63

proteinlerini ifade etmeleridir **

. Naftalin uygulamasinin ardindan silli,
bazal ve Clara hucrelerinin aktiflestigi, yayldigi, salgi ve silli hicrelere
donustiigli gosteriimistir **°. Bazal hiicrelerin multipotent baslatici hiicre

populasyonu icerdigi ve akciger epitelini yenileyebildigi dustunulmektedir
116

25



Buna ek olarak insan akcigerinde p63 ifade eden hiicrelerin
de kendini yenileme ve farkllasma kapasitesinin olmasi bazal hicrelerin
kok hucre Ozelligi gosterdiginin bir diger kanitidir. Keratin 14 eksprese
eden hicrelerden skuamdz hicre karsinomlarinin gelismesi, kanser kok
hicre hipotezine gobre bazal hucrelerin tumorta baslatan hucreler

olabilecegini gostermektedir (Sekil 9) **'.

Genig havayollan Ug havayollar

Brons Bronsiol Alveol

Skuamoz karsinom Adenokarsinom

Goblet hiicresi @ Clarahcresi BAKH n

Sillihucre Q (;I“arabenzer @ Tip Il hicre @&
ucre ’
Bazal hucre & PNH d’ Tip | hiicre /

Sekil 9. Akciger epitel hiicre tipleri ve akciger kanserinin kdken aldigi hiicreler''®

Clara hucreleri, CCSP (Sekretoglobin, scgbhlal, CC10) ifade
eden, bronsiyollerde bulunan kubbe seklinde, salgi yapan hiicrelerdir 1*°.
Clara hucrelerinin de farkllasma yetenegine sahip oldugu ancak kendini

yenileme kapasitesinin olmadigi bilinmektedir. Ancak Clara benzeri
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hicreler olarak da adlandirlan naftaline direncgli Clara hicrelerinin
sitokrom P450 2F2 (CYP2F2) enzimleri yoktur. Bu nedenle naftalin
uygulamasindan etkilenmemektedirler *?°. Bronsiyollerde bulunan variant
Clara hucrelerinin ve pulmoner ndéroendokrin hicrelerinin (PNH) naftalin
uygulamasindan sonra ¢ogaldigi ve havayolu epitel onarmina katildigi
gosterilmistir 2% 122, Ancak fare akcigerinde yapilan calismalarda variant
Clara hucrelerinin hem kendini yenileme hem de farkllagsma ozelligi
varken, pulmoner néroendokrin hlcrelerin farkllasma 6zelliginin olmadigi
gosterilmistir. KHAK, akciger kanserinin en agresif ve metastatik tipidir ve
geneliikle ik kemoterapiden sonra yeniden olusur 2. PNH’lere benzer
olarak KHAK, ndroendokrin 6zellikler gosterir, kalsitonin benzeri bir peptid
ifade eder ve bronsiyollerin ortasinda gelisir. Bu nedenle kuiguk hcreli
akciger kanseri kokeninin kendini yenileyebilen PNH’ler olabilecegi

disinilmektedir 124

(Sekil 9). Akciger aginin en ucunda ise terminal
brongiyoller alveole dénusur. Alveolar epitel yassi tip 1 pnemositlerden ve
kubik tip 2 pnemositlerden olusmustur. Tip 1 pnemositler alveol ve kapiller
arasinda gaz degisimi yapan, terminal farkllasmaya ugramis htcrelerdir.
Tip 2 hicreler ise yuzey gerilimini kontrol etmek icin surfaktan protein
salgilarlar. Yapilan bir ¢alismada tip 2 pnemositlerin tip 1’e farkllasabildigi

gosterilmistir 12°.

Farelerde bronsiyoalveolar gegcis bdlgesinde
(bronchioalveolar duct junction, BADJ) kok hicre nisinin oldugu
bulunmustur. Naftalin ile alveolar ykim sonrasi BADJ'de bulunan hicreler
Clara hlcre belirteci olan CCSP’i ifade etmis ve alveoliyi yeniden

126 BADJ'de bulunan ve naftalin hasarindan sonra

olusturmuglardir
kendini yenileyebilen bu kdk hicrelere “brongioalveolar kok hucre” ismi
verilmistir (bronchioalveolar stem cells (BASCs)) '?’. Bu hiicreleri izole
etmek icin Hoechst 33342 boyasi, CD133 ve ALDH gibi belirtegler

kullanimistir.
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2.9. Akciger Kanser Kok Hucreleri ve Pluripotensi

Kanser gelisimsel bir sureg izler ve normal gelisim yolaklari
da kanser patogenezinde etkilidir. Bu durumda timorin gelisimi anormal
organ gelisimi ile analogdur. Normal bir organogenezde kok htcrelerin
kendini yenilemesi ve farkllasmasi ile heterojen hicre fenotipine sahip
fonksiyonel bir organ olusur. Tumorigenezde ise kendini yenileme ve
farkllasma sureci, ¢ok hizli bélinen ve degisik bir sekilde farkllasmis
kanser dokusunun olugsumuyla sonuglanir. Normal gelisim sudrecinde ve
kanserin baslama asamasinda kendini yenileme ve farkllasma sureci
normal organ ve tumor olusumunda belirgin bir sekilde rol oynamaktadir.
Ancak tumorlerin bu kapasiteye nasil ve nerede sahip olduklar halen
tartisimaktadir. Kanser kok hucre hipotezi tumorin kendini yenileme ve

128 Kanser kok hiicre

heterojenite 0Ozelliklerine acgiklama getirmektedir
hipotezini destekleyen gorUslerden biri, transformasyon igin gerekli olan
onkogenik  mutasyonlarin  kOk  hucrelerde  birikmesiyle  kanserin
olusumudur. Dolayisiyla, timor hucresinin kdkeni bir kok hicre ya da
progenitor htcre olabilir. Bu gorisun kaniti kronik miyeloid l6semi gibi
miyeloproliferatif hastalklarda gdsterilmistir. Ornegin, Jun mutasyonlari
Oncul hematopoietik kok hicrelerde kronik miyeloid lésemiye (KML)
neden olurken, ayni mutasyon olgun hematopoietik hicrelerde hastalik

129 Bununla birlikte tumor hicreleri ve kok

olusumunda etkili dedgildir
hiicrelerde telomer revers transkriptaz (hTERT), oncul hicre belirtecleri

gibi benzer genlerin ifadesi gozlenmektedir.

Kanser kok hicresi hipotezine goére, tumor iginde kendini
yenileme ve asimetrik bolunme yeteneginde olan koOk hucre benzeri
hicreler bulunmaktadir. Bu hucreler farkllasmis hicrelere doéntsebilme
ozelligindedir 3% 13! Kanser kok hiicrelerinin varligina iliskin ilk kantt akut-

miyeloid [6semide bulunmustur 132, akciger kanseri dahil solid timérlerde
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varliklari heniz bilinmemektedir. Kanser kok hicresi icin pekgok farkli
ylzey belirteci tanimlansa da, her timoér ve dokuda bu belirtegler farkl
olabilmektedir. Akciger kanseri igin ortak bir ylzey Dbelirteci
tanmlanamamistrr, bu da timér heterojenitesini gdéstermektedir 133 134 135
136, 137 - Akciger kanserinde kanser kok hiicrelerinin diizenlenmesi, normal
akciger gelisiminde de aktif olan Hedgehog, Wnt ve Notch kdk hicre

sinyal yolaklari ile olmaktadir 128

Kanser kok hicreleri, diger timor hicrelerine gore sitotoksik
terapilere ve radyoterapiye daha direnclidir. Geleneksel tedaviler
baslangicta farkllagsmis tUmor hicrelerini dldurtp, tumora kiglltse de, bu
tedaviler kanser kdk hicre populasyonunu etkilemedigi igin timor yeniden
olusmaktadir. Eger terapi kendini yenileyebilen kanser kok hicrelerini
hedeflemezse, terapinin ardindan kalan kanser kok hicreleri timoru
tekrar olusturabilmektedir. Ornegin CD34+CD38- losemi kanser kok
hicreleri ABCG2, MDR1 gibi pompalar nedeniyle geleneksel terapilere
oldukca direnclidirler 3. Akciger kanserinde bu artmis direng, primer

137 133 Kanser kok

timorlerde ve fare ksenograflarinda gOsterilmistir
hicre populasyonunu hedefleyen tedaviler ©ncelikle kanser kok
hiicresinde aktif olan yolaklarn inhibe ederek geleneksel tedavilere

duyarllastirmaya calismaktadir 3.

Kanser hucrelerinin  embriyonik  kdk hicreye vya da
indUklenmis pluripotent kok hicreye benzer karakteristik 6zellikleri vardir.
Ayrica, embriyonik kok hucreler ve induklenmis pluripotent kok hicreler
bagdisklk sistemi zayflatimis fareye enjekte edildiginde teratom

olustururlar 14°.

Hedgehog (HH), Wnt ve Notch sinyal yolaklari normal akciger

gelisiminde ve tumor gelisiminde onemlidir. Bu yolaklarin kok hicre
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yenilenmesinde ve korunmasinda rol oynadigi dugsunulmektedir. Kanser
hiicrelerinde bazen bu genlerin mutasyonlarna rastlanmaktadir ***. HH
yolaginda sinyal artisi, gen transkripsiyonunu dizenleyen GLI (GLI1,
GLI2, GLI3) onkogenlerinin aktivasyonu ile sonuclanir 2. Aktif HH sinyal
yolu basta kuguk hucreli olmak Uzere kuguk hucreli olmayan akciger
kanserlerinde de gésterilmistir 143 144, Notch sinyal yolagi hiicre kaderinin

145 Meme kok

belirlenlenmesi, sagkalmin uyarimasi igin gereklidir
hicreleriyle yapilan bir calismada IL-6’'nin normal ve timér meme kanser
kok hucrelerinde Notch-3 reseptérunu duzenleyerek Notch sinyal yolagni
uyardi§i gosterilmistir 46, Wnt sinyal yolaginin ise organogenez, kanserin
baglamasi ve ilerlemesi ve kok hicre pluripotensisinin korunmasi gibi
olaylarda rolleri vardir. Kuguk hucreli olmayan akciger kanserinde Wnt1,
Wnt2 ve Wnt7a dizensizligi ve Wnt yolak agonistlerinin (Dvi proteini,
LEF1, Ruvbll) ifade artigi, antagonistlerinin (WIF-1, sFRP1, CTNNBIP1

ve WISP2) ise azalisi gézlenmistir 247148,

2.10. Akciger Kanserinde EGFR Mutasyonlarinin Onemi

EGFR blyime faktoriyle baslatimis reseptér dimerizasyonu,
anahtar tirozin birimlerinin katalitik tirozin kinaz boélgelerinin aktivasyon
bdlgelerine ATP’den y-fosfatlarin transferi ile olur. Sonrasinda, SRC
homoloji 2 ve protein baglanma bolgelerine sahip olan uygun adaptor ya
da sinyallesme molekidilleri, karboksiterminal fosfotirozinlerine baglanir ve
sinyallesme yolagini aktiflestiir '*°. EGFR ve ERBB2nin segici

engellenmesi bircok epitelyal kanserde etkili bir terapotik yaklasimdir.

Akciger kanserinde, EGFR’deki aktiflestirici mutasyonlar kinaz
bdlgesini kodlayan ekzonlar (18-21) icinde yer alir (Sekil 6). Multigenomik
calismalar EGFR mutant akciger kanserinin genomda gesitli genlerde

ifade, mutasyon ve amplifikasyon agisindan essiz bir hastalk fenotipi
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sergiledigini gostermistir.  Ornegin, EGFR mutant kigik hicreli disi
akciger kanserinde serin-treonin kinaz 11 (STK11) (LKB1) mutasyonlari
¢ok nadir olarak gozlenirken, dual spesifik fosfataz 4 (DUSP4) ve siklin
bagmli kinaz inhibitdr 2A (p16) kaybi goriimektedir °% 1. L858R ve
G719S mutasyonlarina sahip EGFR’nin kristal yapisi bu mutasyonlarin
kinazi otoinhibitor etkilesimlerini bozarak aktiflestirdigini, bu durumun da
reseptoriin aktivitesinde 50 kat artisla sonuglandigini gdstermektedir 1°2,
Biyokimyasal analizler ekzon 19 delesyonu ya da L858R'nin EGFR’nin
kinaz aktivitesini ve transformasyon kabiliyetini arttirdigini gostermistir.
Gefitinib ve erlotinib dogal tip EGFR’ye kiyasla, tirozin kinaz inhibitorlerine

duyarl mutant EGFR’ye daha iyi baglaniriar 3.

EGFR mutant kigUk hicreli olmayan akciger kanserinde
timorun sagkalimi, bu anormal kinaz sinyallesmesine baglidir. Bu yolagin
gefitinib ya da erlotinib ile inhibisyonu intrinsik apoptotik yolagin uyarimi
ve hicre oOlumuyle sonuglanmaktadir. Bu sure¢ ERK sinyallesmesi ile

regiile olabilen ve bir pro-apoptotik protein olan BIM araciligiyla olur ***.

Bir diger merak uyandiran konu ise EGFR mutant timdrlerin
Dogu Asyallarda ve beyaz rkta ayni biyolojik Ozellikleri gdOsterip
gOstermedigidir. Yapilan calismalarda bu iki hasta grubunu ayran 6nemli
bir farkllik bulunmamistir. Klinik olarak bu iki hasta grubunda EGFR
mutasyonlarinin prognostik farki, sag kalm sireleri ve gelisen direng

mekanizmalari ayni bulunmustur 2.

2.10.1. EGFR Tirozin Kinaz Inhibitorlerine Karsi Gelisen

Direnc

Akciger kanserinde onkogen bagmliliginin en iyi 6rnedi olan

EGFR mutant timorler, ilk kez 2004’de kesfedilmistir. Bu timorler
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adenokarsinom histolojisi gosterir ve dogal tip EGFR tumoérlerine gore

daha iyi prognozlari vardir °°

. Metastatik akciger kanserli hastalarin
ortalama sagkalm suresi 1 ylken, metastatik EGFR mutant timorli
hastalar ilk jenerasyon EGFR tirozin kinaz inhibitorleri ile tedavi edilirse
sagkalm sureleri 2 yla uzamigtr. Ancak ne yazk ki tirozin kinaz

inhibitdrlerine birincil direng gelisir ve bu durum etkinligi oldukca azaltrr *°°.

Ik EGFR inhibitdrlerinden olan gefitinibin kesfiyle, arastiricilar
her 100 kuglUk htcreli olmayan akciger kanseri hastasinin 10’undan iyi
sonuglar elde etmigtir. Faz Il caligmalarinda ise ilaca yanit veren
hastalarin adenokarsinom histolojisine sahip, Dogu Asyal, sigara
icmeyen kadin hasta olduklarn gdzlenmistir *°’. 2004 yilnda, EGFRnin
kinaz bolgesinde bulunan mutasyonlarin kesfiyle, akciger tumdrlerinde
gefitinib ve erlotinibe hassas olan hastalarin klinik ozellikleri daha iyi

anlagimigtir 65051,

EGFR tirozin kinaz inhibitdrlerinin ¢alismasina uygun bir
mutasyon olmasina ragmen, akciger tumoérleri TKI (tirozin kinaz inhibitori)
terapilere de novo direng goOsterirr EGFR mutant tUmorll hastalar
arasinda TKrllara %75 cevap alinrken, %25’i etkisiz kalmaktadrr.
Hastalarda TKI tedavisi ile tUmor kugllmesi olmasina ragmen boyut
degisikligindeki bu azalma solid tUmorlerde ilaca yant kriterlerini
karsllamaya yetmeyebilir. Bu kriterlere gére timor tek boyutta %30 ya da
daha fazla kuculmelidir. %20-25 oranindaki tUmor kiglUlmesi hastalar igin
faydall olsa da, bu timiyle duragan bir hastalk olarak

tanimlanmamaktadir .
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2.10.2. llaca Direncli EGFR Mutasyonlari

EGFR geninde ekzon 18-21 arasindaki bazi mutasyonlar TKI
direnci ile iliskilendirilmistir. Ornegin ekzon 20’deki kiicik insersiyon ya da
delesyonlar KHDAK'nin %5’inde go6zlenmigtir. In vitro calismalar baz
mutasyonlarin ekzon 19 delesyonu ya da L858R mutantlara gore TKlne

daha hassas oldugunu gdstermektedir **°.

2.10.3. EGFR Mutasyonlan ile Birlikte Gozlenen Diger

Genomik Degdisimler

EGFR mutasyonlu timdrlerin EGFR inhibitorlerine cevap
vermemesinin diger bir nedeni EGFR sinyal yolaginda bulunan sinyal
molekdillerindeki degisimlerdir. Ornegin, PI3K’'n p110a alt-initesi olan
PIK3CA mutasyonlar, EGFR mutasyonlan ile birlikte KHDAK’nde %2
oraninda gdzlenmektedir *°. PTEN ifade eksikligi de TKlIne azalmis
duyarliikla iliskilendiriimistir **. EGFR ve IGF-1R arasindaki etkilesim
EGFR mutant hicre hatti modellerinde potansiyel bir direng mekanizmasi
olarak gosterilmistir 1°2. Bazi EGFR mutant hiicrelerin erlotinib varliginda
sadece G1 arreste girerken, IGF-1R’1 inhibe eden antikorlarla birlikte

tedavi edildiginde apoptozise ugradiklari belilenmistir 163

. Baska bir
calismada erlotinib tedavisinde sag-kalan hucrelerde farkli bir kromatin
yapisi gézZlenmis ve bu yeni dizenin IGF-1R ve bir histon lizin spesifik

demetilaz enzimi olan KDM5A aracilid ile oldugu gosterilmistir 12,

2.10.4. Yabanll Tip EGFR Tumorlerinde Direnc

Eger EGFR geninde ilaca duyarllik saglayan bir mutasyon
yoksa ve tumor bagka bir mutasyon yoluyla gelismisse, timor TKI'ne karsi

direnclidir. Ornegin, KRAS geninin GTPaz bélgesinde 12 ve 13. kodonda
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gozlenen aktiflesitirici mutasyonlar KHDAK'nin %15-25'inde ve sadece
EGFR vyabanil tiplerde go6zlenmektedir. KRAS mutasyonlari sigara
icmeyenlere kiyasla eski ya da mevcut sigara igenlerde ve Dogu
Asyalllara gére beyaz rkta daha sk goézlenir. Dolayisiyla KRAS mutant

akciger timérleri EGFR TKIne direnclidir >°.

KHDAK’nin yaklasik %2’sinde BRAF mutasyonlari gozlenir
KRAS mutasyonlari gibi BRAF mutasyonlari da EGFR’den
bagimsizdir. BRAF V600E mutasyonu tasiyan KHDAK hucre hatlan MEK
inhibitdrii PD0325901’e duyarliyken EGFR inhibisyonuna direnclidir °.

164

Diger %5’lik kismin ise anaplastik lenfoma kinaz (ALK)
geninde translokasyonu vardir. Echinoderm microtubule-associated
protein like 4 (EML4) ALK'nin 5 ucuna baglanarak olusan onkolojik
yeniden duzenlenimler tanmlanmistir. Bunlarda ALK’'nin tirozin kinaz
bolgesi ile gesitli uzunluklarda EML4 vardr. KRAS ve BRAF mutant
timorlere benzer olarak, ALK flizyon proteinlerinin oldugu timorlerde
genellikle mutasyon yoktur. Klinik olarak ALK pozitif olan timérler TKI'ne

duyarl degildir 1°°.

Baz direng mekanizmalari mutasyon nedeniyle
olusmamaktadir. Ornegin hepatosit blyime faktéri (HGF), MET reseptor
kinazin  ligandidir ve bu proteinin artmig ifadesi direng ile
iliskilendirilmektedir 67,

2.10.5. EGFR’de Olusan Ikincil Bolge Mutasyonlari

EGFR TKIne direng gosteren hastalarda genellikle 790.
pozisyonda treonin amino asitinde T790M mutasyonu gozlenir. T790M
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mutasyonu ile erlotinib ve gefitinibe rezistans kazanmig EGFR mutant
timorler, hastalarin %50’sinde gdzlenir 1. T790M mutasyonun nasil ilag
direnci gelistirdigine dair iki mekanizma One surtlmustur. Birincisi 790.
pozisyonda metiyoninin treonine déntsmesiyle EGFR’'nin ATP baglanma
bélgesinde konformasyonel bir degisim olur ve ilag baglanamaz. kincisi
ise T790M mutasyonunun L858R mutasyonuna goére daha fazla ATP

afinitesi vardir 18

2.11. SOX2

SOX2, bu tez calismamizda hedef olarak odaklandigimiz,
akciger kanseri gelisiminde ve kemoterapi direncinde rolunu
arastrdigmiz gendir. SRY ailesinin bir dyesi olan SOX2; farinks,
Ozefagus, trake, brons ve bronsiyollerin epitel hucrelerinde ifadelenen bir
transkripsiyon faktorudur. Akcigerde periferal ve alveolar bdlgelerde
bulunmazken, genis hava yollarinda ifade edildigi gézlenmistir **°. SOX2,
embriyonik ve noral retinal kék hicrelerin kendini yenilemesinde, dil tat
alma tomurcuklarinin ve kulak sensor hucrelerinin farkllagmasinda gorev
alan bir molekilldir. Toksik madde uygulamasinin ardindan geligsen
onarm mekanizmasinda brongiyol epitelde SOX2'nin indUklendigi

goriimistir 7.

SOX2'nin germline delesyonu blastomerin Alimuyle
sonuclanmistr *"*. Erken gelisim sirecinde akciger epitelinde SOX2 fazla
ifadesi ise bronglarda dallanma morfogenezini bozarak kistik akciger ve
neonatal 6liime yol acmistir 1’2. Bu bilgiler SOX2’nin bircok farkli dokunun
embriyonik farkllasmasini dizenledigini gdstermektedir. SOX2, OCT3/4
ve NANOG ile birlikte embriyonik kok hiicre c¢oklu potansiyelliliginin

surdardlmesinde onemlidir 173,

SOX2 proteini, HMG ve serin aminoasitlerince zengin olan iki

bolge icerir. HMG bdlgesi hedef DNA’'da kiicik oluga baglanrr 1"*. Serin
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amino asitge zengin olan bdlge ise hedef gen ifadesini saglar ">, Noral
progenitdr hicrelerde hem HMG bélgesinin hem de serin amino asitince
zengin bolgenin EGFR ifadesinin duzenlenmesinde rol oynadigi yapilan

gen aktarm calismalarinda gdsterilmistir 176

SOX2, onbagirsaktan (foregut) olusan organlarda ifade
edilmektedir. SOX2 ifadesinin zamanlamasi ve lokalizasyonu ¢ok iyi bir
sekilde kontrol edilmektedir. in vivo bulgulara gore akciger ncili
olusunca ekspresyonu kapanmaktadir. Akciger Onculinin olusumunun
ardindan, bu o6ncul dallanmaya baslayana kadar SOX2 ekspresyonu
yeniden baglamaktadir. Dolayisiyla bu dallanma bdlgelerinde SOX2'nin az

ifadelenmesi akcigerin gelisimi igin &nemlidir "’

Brong agacinda
dallanma srasinda SOX2 fazla ifade olursa dallanmada bozukluklar
olusabilmektedir. SOX2'nin  beliri  zamanlarda  downregilasyonu,
dallanma indukleyici sinyallere yanit verebilmek icin gereklidir. Ayrica,
hava yollarindaki epitel hucrelerinin  farkllagsabilmesi icin  SOX2

172 immunohistokimyasal analizier SOX2 protein

ekspresyonu gereklidir
ifadesinin, p63 pozitif bazal hiicrelerde oldugunu gdstermistir °. Siilfiir
dioksit uygulamasinin ardindan SOX2 delesyonunun erigkin trakea
epitelinde bazal hucre sayisini ve kendilerini yenileme kapasitesini

azaltt§g bilinmektedir 1°°

. Distal hava yollarinda Clara, sili ve goblet
hiicrelerinin varliginn sirdiiriimesinde SOX2 gereklidir 8. Ozefagus ve
trakea dokularinda ve gelisimdeki rollerine ek olarak SOX2, olgun
hicrelerin pluripotent hicreye ddnismesinde gorev yapan bir faktordur
1% SOX2’'nin skuamdz akciger kanserinde adenokarsinoma gére daha
fazla ifade edildigi gdzlenmistir °’. Ayrica SOX2 fazla ekspresyonu meme
180 glioblastoma 8!, prostat 1% ve hepatoselliller karsinom & gibi gesitli

kanserlerde gozlenmisgtir.
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SOX2, NANOG ve OCT3/4, embriyonik kok hicrelerde
kendini yenileme aginin transkripsiyon faktorleridir. Fiziksel olarak

184 ve cesitl

birbirleriyle etkileserek protein kompleksleri olugtururlar
genlerin promotorlarina baglanarak ifadelerini saglarlar ®°. Fonksiyonel
olarak bunlardan herhangi birinin downregilasyonu embriyonik kék hiicre
farkllasmasini uyarr ve pluripotent kok hilicre evresinin bozulmasini
saglar. OCT4, SOX2 ve NANOG genlerinin birlikte ekspresyonunun
yetiskin somatik hucreleri pluripotent kok hicre duzeyine tekrar

programlanmasini saglamistir 185 187,

Akciger kanserinin kokeni ve ilag direncini ¢dzmek igin
yapllan molekiler ve klinik c¢aligmalar halen devam etmektedir. Bu
calismada in vitro ve in vivo EGFR mutant akciger kanserinde bir
pluripotensi transkripsiyon faktori olan SOX2’nin dnemini, proliferasyonda
ve tUmorigenezde etkisini arastrdk. Ayni zamanda bazi hicre igi
yolaklarin ve c¢evresel uyaranlarn SOX2 ifadesi uUzerinde etkisini

inceledik.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

o Karbondioksitli etiiv (Sanyo, Japonya)

e Biyoguvenlik kabini (NuAire, ABD)

e Floresan atagmanl mikroskop (Leica, Japonya)

e Invert mikroskop (Leica, Almanya)

e Isik mikroskobu (Leicia, Almanya)

e Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) (Thermo Scientific, ABD)
e Elektroforez tanki (BioRad, ABD)

e Mikroplaka ELISA okuyucu (BioTek, ABD)

e Sogutmali santrifyj (Hettich Mikro 22 R, Almanya)

e pH metre (WTW 422, Almanya)

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

e Manyetik karistirici (TMA 2071, Almanya)

e Spinvorteks (Biosan, Rusya)

e Mikropipetler, 10uL, 100uL, 1000uL (Eppendorf, ABD)
e Derin dondurucu, -30°C (Sanyo, Japonya)

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

e Buzdolabi (Sanyo, Japonya)

e Sivi azot tanki

3.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

e Houcre dreme flasklar, 25cm2 ve 75cm2 (Corning, ABD)
e Petriler, 35mm, 60mm ve 100mm (Corning, ABD)

e 6 ve 96 kuyucuklu plateler (Corning, ABD)

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

e Hiucre kryo (dondurma) ampdli (Greiner, Almanya)
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e Kiultir tlpleri (Corning, ABD)
e Mikrosantrifij tipleri (CLP, Almanya)

3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Erlotinib (Sigmaaldrich, ABD)

e Triciribine (Sigmaaldrich, ABD)

e LY294002 (Sigmaaldrich, ABD)

e Dimetil slifoksit (DMSO) (Ambresco, ABD)
e DMEM besiyeri (Gibco, ABD)

e DMEM/F12 besiyeri (Gibco, ABD)

e RPMI 1640 besiyeri (Gibco, ABD)

e Fetal sigir serumu (FCS) (inaktif) (Gibco, ABD)
e Penisilin/Streptomisin (Gibco, ABD)
e Glutamin (Gibco, ABD)

e Tripsin-EDTA (Gibco, ABD)

e Fosfat tamponu (PBS) (Gibco, ABD)
e %96 Ik Etanol (Merck, ABD)

e DMSO (Sigma, ABD)

e Tris (Sigma, ABD)

e EDTA (Sigma, ABD)

e Asetik Asit (Merck, ABD)

e Sodyum Klorir (Sigma, ABD)

e Metanol (Merck, ABD)

e Gliserol (Gibco, ABD)

e insulin (Sigma, ABD)

e Hepes (Sigma, ABD)

e Ponceau S (Gibco, ABD)

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

29:1 Akrilamid/Bisakrilamid (Biorad, ABD)
Amonyum Persiilfat (Biorad, ABD)
Bromofenol mavisi (Sigma, ABD)
B-merkaptoetanol (Sigma, ABD)

Glisin (Merck, ABD)

Tween 20 (Gibco, ABD)

Sodyum dodesilsulfat (SDS) (Amresco, ABD)
Nitroselliloz membran (Bio-Rad, ABD)
ECL (Amersham, ABD)

Sodyum Azid ( Sigma, ABD)

TBST (BioRad, ABD)

TBS (BioRad, ABD)

BSA (Bovine Serum Albumin) (Sigma, ABD)
Yagsiz sut tozu

Doxocyclin iceren 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-FOXO01/3 (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 inhibitér 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. Kullanilan Kitler
e BCA protein miktar tayin kiti (Thermo Scientific)

e Plazmit izolasyon kiti (Qiagen, ABD)
e Vectastain Avidin-Biotin Conjugate kit (Vector, ABD)

3.5. Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanisi

3.5.1. % 10’luk RPMI1640 Besivyerinin Hazirlanisi

450ml RPMI besiyeri icerisine, 50ml FCS, 200mM L-glutaminden
10ml, 100IU/ml penisilin, 100ug/ml streptomisin eklenerek %10’ luk RPMI
1640 besiyeri hazirland!.

3.5.2. % 2’'lik DMEM Besivyerinin Hazirlanis|

490mlI DMEM besiyeri icerisine, 10ml FCS, 200mM L-glutaminden
10ml, 100IU/ml penisilin, 100pg/ml streptomisin eklenerek %1’ lik DMEM

besiyeri hazirland 1.

3.5.3. Kok Hiicre Besiyerinin Hazirlanisi

500 ml DMEM/F12 besiyeri icerisine 25 ml BSA, 2.5 ml insulin
(20mg/ml), 5 ml 100IU/ml penisilin, 6.7 ml %45 glikoz, 7.5 ml sodyum
bikarbonat, 25 ml 1M hepes, 5 ml glutamin, 1ml 2mg/ml heparin
eklenerek kok hucre besiyeri hazirland1.
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3.5.4. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

%10’luk SDS
200 ml icin son konsantrasyon
Sodyum dodesil siilfat 2049 %10

SDS, 180 ml distile su ile karistinlir. pH 7.2’ye ayarlanir ve solusyon

distile su ile 1L’ye tamamlanarak oda sicakliginda saklanrr.

Amonyum persilifat Solisyonu (APS)
Amonyum persuifat solisyonu distile su ile yapiir. 2 g APS, 20 ml
dH>O ile karistirilir. APS sollisyonu hergln igin taze hazirlanr. Karanlk

ortamda saklanr.

Yukleme Tamponu
Bromophenol Blue 0,02 g tartlarak 2 ml 3-mercaptoethanol ilave

edilir. 1 damla HCI damlatlinca turuncu bir renk almasi gerekir.

1M Tris Tamponu (pH 6.8)
200 ml i¢in son konsantrasyon
Tris Base 24.228 g 1M

Tris base 150 ml distile su ile karstirir. pH 6.8’e ayarlanir ve

solusyon distile su ile 200 ml'ye tamamlanrr.

1,5 M Tris Tamponu (pH 8.8)
200 ml i¢in son konsantrasyon
Tris Base 24.228 g 15M
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Tris base 170 ml distile su ile karistriir. pH 8.8’e ayarlanrr ve

solisyon distile su ile 200 ml'ye tamamlanrr.

Tris Tampon Tuzu

1L icin_Molarite
Tris Base 309 50 mM
NaCl 8049 137 mM

Kimyasallar distile su ile karigtirilir. pH 7.4’e ayarlanr.

Yikama Solusyonu (TBS-T)

Tween-20 solusyonu igin 1L TBS’e 1ml Tween-20 eklenir.

1L icin son konsantrasyon

Tris Base 3049 50 mM
NaCl (FW 58.44) 80¢g 137 mM
Tween-20 soliisyonu 1ml %0.2

Kimyasallar distile su ile karigtirilir. pH 7.4’e ayarlanr.

1X Yuratme Tamponu (Elektroforez ¢ozeltisi)

1L icin son konsantrasyon
Distile su 900 ml
10X BioRad running buffer 100 mi 1X

1X Transfer Tamponu (Elektroblot ¢ozeltisi)

1L icin son konsantrasyon

10X Transfer Buffer 100 ml
Metanol 200 ml
Distile Su 700 ml 1X
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Yuritme tamponu ve Transfer tamponu oda sicakliginda saklanir.

Bloklama Sollsyonu

10 ml icin son konsantrasyon

Yagsiz sut tozu 05¢ %5
TBS-T 10ml 1X

Sit tozu az miktarda TBS-T ile karigtirlir. Daha sonra TBS-T ile 100

ml'ye tamamlanr.

Coomassie Brilliant Blue Jel Cozeltisi (Jel Boyama Cozeltisi)
5 g Coomasie blue tartlarak 450 ml distile su iginde ¢ozdurulda.
450 ml metanol ve 100 ml glasiyal asetik asit ilave edilerek 1000 ml'ye

tamamlandi. Cozelti oda isisinda muhafaza edildi.

Sodyum azid (NaAz)c¢ozeltisi
0.2 g sodyum azid 10 ml dH»O iginde ¢dzulr.

2X Laemmli Sample Buffer (LSB)

1,5 M Tris-Base pH : 8,8 12,5 mi
Gliserol 10 ml
%10 SDS 20 ml
Distile Su 7,5 ml
Toplam 50 ml
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LSB Complete Buffer

2X LSB 1ml
Proteaz inhibitori (10X) 20 pl
Fosfataz inhibitori (25X) 40 ul

LSB Complete buffer -20°C’de saklanir.

Primer Antikor C6zme Solusyonu:

10 ml icin son konsantrasyon

BSA 0,59 %5
1IXTBS-T 10 ml
NaAz Sl %0.05

Primer antikorlarin sulandiriilma oranlar 1:1000

Primer antikor solusyonu 10 ml
Antikor 10 ul

Sekonder Antikor C6zme Solusyonu:

10 ml icin son konsantrasyon

Yagsiz sut tozu 1g %5
1X TBS-T 20 mi 1X

Sekonder antikorlarin sulandirma oranlari 1:2000

Sekonder antikor solusyonu 20 ml
Antikor 10 pl
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3.6. Yontemler

3.6.1. Hiicre Kilturi

Calismamizda kullanilan tum hicreler H1975 (Resim 1),
HCC827 (Resim 2), PC9 (Resim 3), HCC827 GR5 (Resim 4) hucreleri
Amerika Birlesik Devletlerinde bulunan National Institutes of Health
bUnyesindeki National Cancer Institute’da Phillip Dennis’in
laboratuvarindan temin edilmistir. HCC827 ve HCC827 GR5 hucrelerinde
(E746-A750) delesyonu, PC9 hicrelerinde ekzon 19 delesyonu, vardrr.
HCC827 GRS hicrelerinde bu mutasyona ek olarak MET amplifikasyonu
da vardir. H1975 hucrelerinde ise hem L858R hem de T790M mutasyonu
bulunmaktadir. Bununla birlikte bu hicrelerde cesitli genlerde ek
mutasyonlar da belirlenmistir (Tablo 1). Tum hicreler %5 ya da %10 FBS,
100U/ml  penisilin  ve 100mg/ml streptomisin iceren RPMI 1640
besiyerinde %95 nem ve %5 CO; iceren ortamda 37°C’de kdlture edilerek
¢ogaltild.

Tablo 1. Galismamizda kullanilan hiicre hatlarinin mutasyonlari

Hucre hatti EGFR p53 pl6 PI3K
H1975 mut (L858R, T790M) | mut mut mut
PC9 mut (del in exon 19) mut

HCC827 mut (del E746-A750)

HCC827-GR5 mut (del E746-A750)
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Resim 2. HCC827

hiicre hatti (20X)
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Resim 3. PC9 hiicre hatti (20X)

Resim 4. HCC827 GRS5 hiicre hatti (20X)
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3.6.2. SRB Sitotoksisite Denevi

Bu yontem negatif yukli bir boya olan sulforodaminin (SRB)

hicre igine girmesine dayanir. Ne kadar ¢ok canli hicre bu boyay: alirsa,

fiksasyon isleminden sonra o kadar ¢ok boya agiga ¢ikip ¢bzlnecek ve

absorbans degeri ylksek olacaktir.

1.

96 kuyucuklu platelere ekilen hucreler gesiti zaman ve
konsantrasyonlarda  inhibitérlerle  muamele edildikten sonra
asagidaki protokol uyguland..

Hucreleri fixe etmek icin 50 uL %210 trikloroasetik asit (TCA)
eklenerek plate’ler 1 saat 4°C’de inkiibe edildi.

Kuyucuklar fixatifin uzaklasmasi icin 5 kez distile su ile ykandi ve
kurumasi igin oda sicakliginda 3 saat beklendi.

Kuyucuklara 100 uL sulforodamin (SRB) boyasi eklendi ve oda
sicakliginda karanlkta 30 dakika inklbe edildi.

Kuyucuklar 5 kez %1 asetik asit ile ylkandi ve kurumasi i¢in oda
sicakliginda 3 saat beklendi.

Kuyucuklara 200 uL 10 mM Tris buffer eklendi ve boyanin ¢ézllmesi
icin 15 dakika galkalayicida salland.

570 nm dalga boyunda plate okuyucuda absorbans degerleri

okunup, kaydedildi.

3.6.3. Hiicrelerden Total Protein Izolasyonu

Ayni pasaj numarasina sahip H1975, PC9, HCC827, HCC827GR5
hucreleri, hucre kultur flasklarinn  %70’ini  kapladiginda besiyeri
uzaklastiridi. 1ml %0.5 Tripsin-EDTA karsimi ile hlcrelerin yapisik
oldugu tabandan uzaklastiridi. %5 FBS’ li DMEM’ le muamele edilip
1000 rpm’ de 5-10 dk santrifij edildi. Santriflj sonrasi sUpernatan

dokulerek hucreleri iceren pelet, hicre saym cihaziyla sayild.
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Uygulanan inhibitdrlerin etkisine arastrmak amaciyla htcreler iki-t¢
tekrarli olarak belirlenen saatlerde herbir hiicre hatti icin 5x10° hiicre
olacak sekilde 6 kuyucuklu platelere ekildi.

2. Plateler 1 gun 37°C’de inklbe edildikten sonra besiyerleri tamamen
cekilerek her hucre hattina gesitli dozlarda inhibitorler verilerek ve
DMSQO’ lu besiyerlerinde inkibasyona birakildi.

3. Inkilbasyon siresi bittiginde DMSO ve flavopiridol uygulanan
hicrelerin besiyerleri dokaldi.

4. Yaklask 1 ml PBS ile vykandktan sonra complete-LSB
solusyonundan 150 L eklendi.

LSB solusyonu ve kaziyiciyla htcreler patlatilip proteinler elde edildi.
Elde edilen protein solusyonu 1,5 ml' lik santrifyj tUplerine toplandi.

7. Protein solusyonlari sonikatérle muamele edilerek hicrelerin
mekanik parcalanmasi ve homojenizasyonu saglandi.

8. Elde edilen proteinlerin yapisinn bozulmamasi igin -20 °C’de

sakland..

3.6.4. Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini igin BCA protein miktar tayin kiti kullanid:.

1. BCA c¢alisma solusyonu reagent A:B = 50:1 oraninda, ornek
sayisina bagl olarak hazirland1.

2. 96 kuyucuklu plaga her bir 6rnek iki tekrarll olacak sekilde 5 plL
eklendi.

3. Haazirlanan BCA calisma solusyonu cok kanalll pipetle her kuyucuga
95 uL eklendi.
Plak 37°C etivde 30 dk inktibe edildi.
Proteinlerin spektrofotometrede, 562 nm’da absorbans degerleri

okundu.
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6.

Absorbans degerleri okunan Orneklerin protein miktarlar, standart

grafik Uzerinden 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-FOXO01/3, IGFR, p-IGFR,
IGFBP3, TUBULIN, GAPDH genlerinin protein ekspresyonlari Western

blot yontemiyle belirlenmigtir.

Western blot, bir hiicre 6zitinde ya da protein solusyonunda,

spesifik bir proteinin saptanmasinda, varsa miktar tayininde kullanilan

yari-Olcilebilir yontemdir.

1.

Protein Orneklerinin Hazirlanmasi: Protein tayini yapilan protein
ornekleri 1,5 pl ependorf tuplere esit protein konsantrasyonunda
konup, esit miktarda olmasi i¢in de 2X LSB tamponuyla tamamland..
Esit miktarda yukleme tamponu olan yikleme tamponu eklendikten
sonra 95°C ‘de kuru isitici blokta 5 dk bekletilerek yuklenmeye hazir
hale getirildi.

SDS Poliakrilamid Jelin Hazrrlanmasi ve Yurutulmesi: Jel, sentetik
bir madde olan akrilamid ile akrilamid tirevi olan N-N’-metilen
bisakrilamidin polimerlesmesiyle hazrlandi ve Oornekler bu jel
Uzerinde yurutuldd. Proteinler, yuklerine gore degil molekuler
agrrlklarna goére dikey elektroforezde ayrilir. Bu nedenle daha
yiuksek vyuzdeli jel hazirlanarak daha kiglk molekuler agirliktaki
proteinler daha dusUk yuzdeli jel hazirlanarak da daha buydk
molekullerin tayini yapidi. 1x yurume tamponu da eklenerek
proteinlerin yUrimesi saglandi. Elektroforez 100V, 250mA’de

yaklasik 3 saat yapllr.
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3. Jelin Membrana Aktarimasr: Dikey elektroforez islemiyle proteinler
ayridiktan sonra jeldeki proteinler nitroselliloz membrana aktaridi.
Bunun icin slak emdirim uygulandi. Aktarm 250mA, 100V ‘da
yaklasik 90dk’da yapllr.

4. Membran, aranan proteine 06zgu birincil ve ikincil antikorda inktbe
edilirek, antijen-antikor baglantisi gerceklesmesi: Transfer sonrasi
membran Ponceu ile boyandiktan ve bloklama solusyonuyla
muamele edildikten sonra BSA’da hazirlanan primer antikorlarda bir
gece +4°C ‘de inkubasyona birakidi. Birincil antikordan alinan
membranlar enzim konjuge ikincil antikorla 2 saat boyunca inkibe
edildi (butin proteinler igin anti-rabbit).

5.  Antikorla inkibasyon sonrasi membranlar ECL ¢o6zeltisi ile muamele

edildi ve goruntileme sisteminde protein ekspresyonu gozlendi.

3.6.6. immunohistokimyasal Boyama

Mutant EGFR ifade eden CC10-EGFR L858R/T790M
transgenik farelerden alinan doku Ornekleri SOX2 ekspresyonunu
belirlemek icin streptavidin-biyotin Ucll indirekt immin peroksidaz yontemi

kullanilarak boyama yapimistir.

Caligmada SOX2 (Cell Signaling, ABD) antikoru kullanimigtir.
Biyotinlenmis, baglayici (sekonder) antikor, streptavidin-biyotin kompleksi
ve kromojen olarak kullanilan 3-3’diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB)

ticari olarak kullanima hazirr kitler seklindedir.
Doku mikroarray aleti ile hazirlanan bloklar ve diger

bloklardan elde edilen kesitler SOX2 antikoru ile asagidaki prosedure

gore boyanmigtir:
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11.
12.
13.

14.
15.
16.

17.

18.
19.

20.

21.

Polilizinli lam Uzerine alinan 4 mikronluk kesitler 37°C’de etivde
gece boyunca deparafinize edilmistir.

Kesitler ksilolde 30 dakika bekletilmistir.

Fiksasyon icin %96’k alkolde 15 dakika tutulmustur.

Kesitler gesme suyuyla, ardindan distile su ile ykkanmistir.

Antijen retrivel isleminde, kesitler SOX2 antikoru ile boyama icin
Tris-EDTA buffer (pH 9.0) icinde sirasiyla 90°C’de 10 dakika ve
85°C’de 5 dakika mikrodalgada bekletilmigtir.

Kesitler 20 dakika sogumaya birakimistir.

Kesitler 6nce su, sonra PBS ile ykanmigtir.

Ornekler hidrojen peroksidazda 5 dakika bekletilmistir.

Kesitler PBS ile yikanmistir.

Primer antikor olan SOX2 dreticinin  6nerdigi dilisyonlarda
hazirlanip, lam Uzerindeki doku Kkesitlerini kapatacak sekilde
damlatimistir.

16 saat +4°C’de inkilbasyona birakimistir.

Kesitler PBS ile ylkanmistir.

Baglayici (sekonder) antikor ile oda sicakliginda 15 dakika sure ile
inkUbasyon yapimigstir.

Kesitler PBS ile yikanmistir.

Streptavidin-biyotin kompleksi uygulanarak 15 dakika bekletilmistir.
Kesitler PBS ile yikanmistir.

Renk vererek gorlntilemeyi sadlamak icin DAB kromojen ile belirli
bir sure ile inkibasyonu yapimigtir.

Kesitler distile su ile ylikanmistir.

20 saniye hematoksilen ile zemin boyasi yapilmis ve musluk
suyunda ykanmistir.

Dehidratasyon igin kesitler sirasiyla %90, %95 ve %100’luk
alkollerde 5’er dakika tutulmus, ksilolde seffaflagtirnimistir.

Doku kesitleri Dako mounting media ile kapatimistir
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3.6.7. Plazmit DNA Cogaltimasi

Hazr alman plazmitlerin hlcrelere uygulamadan 6nce
cogaltimasi gereklidir. Bu nedenle plazmitleri bakteriye aktarip, plazmiti

tagiyan bakteriyi secip, plazmit DNA’sini izole ettik.

Bunun icin oncelikle plazmitin alici hiicreye

transformasyonunu yaptik.

1. 25uL DHsa alici hicreleri tzerine 2 uL istenen plazmit eklenir.

2. 30 dakika buzun tzerinde beklenir.

3 Hucreleri ve plazmiti iceren tip 1 dakika 42°C’de bekletilir

4.  Ampisilin ve kanamisin iceren LB agar Uzerine bu hucreler yayilr.
5. 37°C’de bir gece bekletilir.

6 LB agardan 1 koloni segilir.

7 Koloni 100 mL LB Broth igine birakilir.

8 LB Broth 1 gece 37°C’de galkalanrr.

9 Ertesi gun plazmit DNA izolasyonu yapllir.

10. Elde edilen DNA miktari Nanodrop ile olculUr.
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3.6.8. Plazmit DNA izolasyonu

10.
11.
12.
13.
14.

LB Broth icinde Uretilmis bakteriler 6000g’de 15 dakika santrifyj
edilir.

Santriflj isleminden sonra sUpernatant atilir.

Peletin Uzerine Qiagen kit icinde bulunan 4 mL Buffer P1 eklenir,
yeni tlpe transfer edilir.

Bu kansim Uzerine 4 mL Buffer P2 eklenir ve 4-6 kez alt Ust edilir.
Oda sicakliginda 5 dakika beklenir.

4 mL Buffer P3 eklenir ve 4-6 kez alt Ust edilir. Buzda 15 dakika
bekletilir.

16000g’de 4°C’de 10 dakika santrifiij yaplilr.

Supernatant alinip, giagen tip Uzerine dokulir ve sivinin akmasi
beklenir.

Qiagen tip 2 kez Buffer QC ile ykkanrr.

Filtrede taklan DNA Buffer QF uygulanarak yeni ttpe alnir.

DNA Uzerine 3 mL izopropanol eklenir.

15000g’de 4°C’de 30 dakika santriflj edilir. Stpernatant atilr.

DNA peleti 2 mL %70 ethanolle yikanrr.

15000g’de 10 dakika santrifij edilir. SUpernatant atilir.

Pellet halindeki DNA TE buffer ya da elution buffer icinde ¢ozUlur.
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Sens dizi Halka Antisens dizi
S,
CCGGCAGCTCGCAGACCTACATGAACTCGAGTTCATGTAGGTCTGCGAGCTGTTTTT
GGCCGTCGAGCGTCTGGATGTACTTGAGCTCAAGTACATCCAGACGCTCGACAAAAA

) —

ué cppt

puroR

SIN/3" LTR

) Psi pLKO.1-puro

RSV/S' LTR | 7086 bp

ampR

Sekil 10. Calismamizda kullandigimiz shSOX2 plazmiti

3.6.9. shRNA Uretimi Icin Lentivirlis Protokolii

1.

293FT hucreleri 1 hafta %10 DMEM besiyeri icinde uretilir.

1x10%/25 cm? flask/3 ml besiyeri olacak sekilde hiicreler ekilir.
Yaklaskk 16 saat sonra paketleyici, zarf ve hedeflenen shRNA’yi
iceren plazmitler (Sekil 10) 100ul optimem ve 6ul lipofektamin ile
hicrelerin Gzerine eklenir.

12 saat sonra hucrelerin besiyeri yeni besiyeri ile degistirilir.

24 saat sonra flasklardaki besiyeri alinip, -80°C’de saklanrr.
Lentivirisle enfekte edilecek hiicreler 1x10%6 kuyucuklu plate olacak
sekilde ekilir.

Ertesi gun ilk kuyucuga 100ul viris eklenir. Virls eklenen
kuyucuktan 200 ul alinip, ikinci kuyucuga, ikinci kuyucuktan 200 ul

alinip Uguncu kuyucuga 200 ul aktarihr. Bu seyreltme iglemi son
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kuyucuga kadar devam eder. Son kuyucuk negatif kontrol
oldugundan virts aktarimaz.

8. Ertesi gun tim kuyucuklardaki besiyeri 2 mg/ml puromisinli besiyeri
ile degistirilir.

9. Virisu alan hicreler puromisinli besiyerlerinde canl kalirken,
almayanlar o6ldr.

10. Canli hucreler uretilerek hedeflenen geni baskilanan hatlar yapimig

olur.

3.7. Deney Hayvani Caligmalari

Tum hayvan caligmalar Ulusal Kanser Enstitusi’'nin Hayvan
Bakim ve Kullanm Komitesi’'nin kurallarina uygun olarak yapimistir.
CC10-EGFR"“RTOM  transgenik  fareler Wiliam Pao’dan  alinmistrr.
Calismamizda 6 haftalk CC10-EGFR“¥8RT®M wansgenik fareler her
grupta 3 fare olacak sekilde 4 gruba bdéliindi. Ik grup 3 hafta boyunca
doksosiklin iceren besin alirken, ikinci grup almadi. Uglincli grup 9 hafta
boyunca doksosiklin alrken dérdinci grup almad.. ik iki grup 3 hafta
sonunda, son iki grup 9 hafta sonunda sakrifiye edildi. Sakrifikasyonun
ardindan farelerin akcigerleri ve karacigerleri steril bir sekilde cikartidi
(Resim 5). Bir kismi protein analizi igin sivi azotta dondurulurken, diger
kismi formalin icine alindi.. Formalinde saklanan doku parcgalari 24 saat
sonra immunohistokimya merkezine gonderildi. Bu merkezde dokular

parafin icine gomullp, enine kesitler alindi.
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Resim 5. Galismamizda kullanilan CC10-EGFR L858R/T790M transgenik farelerin

sakrifiye edilmesinin ardindan akcigerin gikariligi

Xenograft c¢alismasi igcin 6 haftalk bagisklk sistemi
zayfflatimis farelere sag ve sol tarafa subkutan olarak omuz ve sirt
bolgelerinden cesitli saylarda 200ul matrijel icinde hicre enjeksiyonu
yapildi. Sag taraftaki enjeksiyonlar scr hicreler icerirken, sol tarafa ayni
sayida knockout edilmis geni tasiyan hicreler enjekte edildi. Farede
olusan tumorler hergun kontrol edildi ve gozle Olgim yapildi. Tumorler
farenin yasamini engeller buyuklige geldiginde (yaklasik 2,25 cm) fareler
sakrifiye edildi. Olusan timorler c¢ikartlip, svi azotta donduruldu ya da

formalin igine alind..
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3. 8. istatiksel Analiz Yontemleri
Hlcre canliligi ve ilag yaniti deneylerindeki degisimler “tek

yonli Anova” testiyle karsilastiridl. Veriler “SPSS 15.0” istatistik programi
kullanilarak degerlendirildi. Anlamliik degeri p < 0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. EGFR Mutant KHDAK Hiicrelerinin Erlotinib Yaniti

Calismamizda EGFR tirozin kinaz inhibitorid (TKI) olan
erlotinibi ¢esitli konsantrasyonlarda 3 ve 9 gln boyunca, her 3 glnde bir
ilagh besiyerini degistirecek sekilde EGFR geninde cesitli mutasyonlara
sahip kugUk hucreli disi akciger kanseri hicreleri Uzerine uyguladik.
H1975 hicreleri TKIne karsi hem L858R duyarll mutasyona hem de
T790M direng mutasyonuna sahip olduklan igin IC50 oranlari daha
yuksektir. Bu nedenle H1975 hicrelerini %10 FBS iceren RPMI iginde 3
gln ve 9 gin 5 yM ve 25 uM erlotinib ile muamele ettik (Sekil 11).

Kontrol

3 gin

25 uM

3 gun

9 gun

Sekil 11. H1975 hicreleri gesitli siire ve konsantrasyonlarda erlotinib ile inkibe

edildikten sonra 20X mikroskop goéruntileri
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Uygulama sonrasinda hucre kazyicilar yardimiyla hucreleri
flasklardan kaldirp, protein izolasyonu yaptk. Western blot yontemiyle C-
NOTCH, HES1, p-IGF1R, IGFR, IGFBP3, EGFR, p-EGFR, P-AKT, AKT,
SOX2, NANOG ve GAPDH proteinlerini gérintiledik. Sekilde géruldugu
gibi 9. giin 5 uM erlotinib konsantrasyonunda C-NOTCH ve HES1 ifadesi
kontrole gore artmistir. Yine ayni konsantrasyonda p-IGF1R aktivitesi
IGFBP3 aktivitesi ile birlikte artmistr. EGFR duzeyi erlotinib uygulanan
gruplarda degismezken, p-EGFR dizeyi ancak 25 uM'da kontrole goére
azalmistir. AKT ve p-AKT duzeyi tUm gruplarda yaklasik ayni dizeydedir.
Ote yandan SOX2 dizeyi 3 ve 9 ginde 5 pM erlotinib uygulanan
gruplarda artarken, 25 pM erlotinib uygulanan gruplarda kontrole gére
azalmistr. OCT4 duzeyi ise sadece 9 gin 25 uM uygulanan grupta
artarken, NANOG kontrole gére uygulama yapilan tUm gruplarda artmigtir
(Sekil 12).
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H1975
3 gun 9 gun
K S5uM  25uM 5uM 25pM

C-NOTCH

HES1

p-IGFR
(T1131/T114
IGFR

=

IGFBP3

P-EGFR
(T1068)

EGFR

p-AKT
(s473)

AKT
SOX2

OCT4

NANOG

GAPDH

Sekil 12. H1975 hicreleri gesitli siire ve konsantrasyonlarda erlotinib ile inkibe

edildikten sonra bazi protein ifadelerindeki degisimler

HCC827 hicrelerinde EGFR geninde delE746-A750
mutasyonu oldugundan bu hicreler TKIne duyarlidir. Bu nedenle
uygulanan erlotinib konsantrasyonu H1975 hucrelerinde oldugu kadar
fazla uygulanmamigtir (Sekil 13). HCC827 hicrelerinden %10 FBS igeren
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RPMI icinde 3 ve 9 gun sidresince 100 nM ve 2 pM erlotinib
uygulamasinin ardindan protein izolasyonu yapildi.

Kontrol

3 gln
100 nM 2 uM
3 gun
2 uM
9 gin

Sekil 13. HCC827 hiicreleri cesitli siire ve konsantrasyonlarda erlotinib ile inkiibe

edildikten sonra 20X mikroskop gdruntileri

Western blot ydntemi ile cesitli genlerin ifade dulzeyleri
incelendi. Buna goére c¢c-NOTCH ve HES1 ifadesi uygulama vyapilan
gruplarda  kontrol grubuna gbre azalrken, p-IGF1R dizeyleri
degismemistir. IGFBP3 duzeyi kontrol grubuna goére artmistr. p-EGFR
erlotinib uygulanan gruplarda azalmistir. P-AKT ise ilk 3 gin azalmig, 9.
gunde tekrar artmistr. NANOG ifadesi degismezken, SOX2 ve OCT4
dizeyi azalmistir (Sekil 14).
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HCC827
3 gun 9 gun
C  100nM 2uM 100nM 2uM

C-NOTCH

HES1

p-IGFR
(T1131/T1146

IGFR

IGFBP3

P-EGFR
(T1068)

EGFR

p-AKT
(s473)

AKT
SOX2

OCT4

NANOG

GAPDH

Sekil 14. HCC827 hiicreleri gesitli siire ve konsantrasyonlarda erlotinib ile inkibe
edildikten sonra bazi protein ifadelerindeki degisimler

PC9 kuguk hucreli digi akciger kanser hucrelerinin EGFR
geninde DelE746A750 mutasyonu oldugundan bu hicreler TKrPne
duyarlidir. HCC827 hucrelerinde oldugu gibi bu hicrelerde de erlotinib
konsantrasyonlari %10 FBS igceren RPMI iginde 3 ve 9 gin siresince 100
nM ve 2 uM olarak uygulandi (Sekil 15).
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Kontrol

3 gun

2 pM

3 gun

9 gun

Sekil 15. PC9 hiicreleri gesitli slire ve konsantrasyonlarda erlotinib ile inkibe

edildikten sonra 40X mikroskop gdoruntuleri

C-NOTCH ifadesi tim wuygulama vyapilan gruplarda
azalrken, HES1 ifadesi 3. gln 2 uyM, 9. gin 100 nM ve 2 pM'da
azalmistir. p-IGF1R aktivasyonu uygulama yapilan gruplarda kontrol
grubuna gore artmistr. Ote yandan IGFBP3 diizeyi sadece 9. giinde
goérulmektedir. EGFR duzeyleri esitken, p-EGFR erlotinib uygulanan
gruplarda azalmistir. Ayni sekilde AKT ifadesi tim gruplarda ayni iken, p-
AKT erlotinib uygulanan gruplarda azalmistr. SOX2 kontrole goére
erlotinib uygulamasinda vyalnizca 3. gin artarken, 9. gin de ifadesi

g6zlenmemistir. Bunun aksine OCT4’Un ifadesi 3. gun yokken, 9. gun de
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erlotinib uygulamasinin ardindan ortaya ¢ikmistir. NANOG duzeyleri tim
gruplarda genellikle aynidir (Sekil 16).

PCS
3 gun 9 gun
C  100nM 2uM 100nM 2uM

C-NOTCH

HES1

p-IGFR
(T1131/T1146)

IGFR
IGFBP3

P-EGFR
(T1068)

EGFR

p-AKT
(s473)

AKT

SOX2

OCT4

NANOG

m l
|
|
i |
| |

GAPDH

Sekil 16. PC9 hicreleri gesitli siire ve konsantrasyonlarda erlotinib ile inkibe

edildikten sonra bazi protein ifadelerindeki degisimler

PC9 hucreleri kok htcre besiyerinde ¢ogaltlip, 3 ve 9 gin
100 nM ve 2 uM erlotinib uygulamasi yapidiginda sonuclar %10 RPMI
iceren besiyerinde yapilan deneyden farklik gdstermektedir. Hucreler
yapigskan yuzeyi olmayan flasklarda c¢ogaltidiklari igin ylzer gérinim
almistir (Sekil 17).
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Kontrol

3 gun
100 nM 2 uM

3 gun
2 uM

S gun

Sekil 17. PC9 hucreleri kok hiicre besiyerinde ¢esitli siire ve konsantrasyonlarda

erlotinib ile inklibe edildikten sonra mikroskop goruntuleri (20X)

C-NOTCH duzeyi tim gruplarda ayni iken, HES1 9. glnde
azalmaktadrr. p-IGF1R erlotinib uygulanan gruplarda kontrole gore
artmistir. Bununla birlikte IGFBP3 9 gunde azalmistir. p-EGFR aktivitesi 3
ve 9. gun kontrole gore azalmig hatta erlotinib konsantrasyonu arttik¢a
aktivitede daha buytk bir disUs go6zlenmistir. AKT dizeyi ayni kalrken, p-
AKT aktivitesi erlotinib uygulanan gruplarda azalmistir. SOX2 ifadesi 3 ve
9. gunde kontrole goére erlotinib uygulanan gruplarda artmistir. OCT4 ise
erlotinib uygulamasi ile degismemis ya da azalmistr. NANOG duzeyi

kontrol grubuna gore uygulama yapilan gruplarda azalmistir (Sekil 18).
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3 gun 9 gun
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P-EGFR
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p-AKT
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Sekil 18. PC9 hicreleri kok hiicre besiyerinde cesitli siire ve konsantrasyonlarda

erlotinib ile inklibe edildikten sonra bazi protein ifadelerindeki degisimler

in vitro calismalarmizin sonucunda uzun siire ila¢g uygulanan
kucUk hucreli digi akciger kanseri hucrelerinin erlotinibe kargi molekuler

dizeyde farkh cevaplar verdigi gorulda.
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4.2. CC10-EGFR L858R/T790M transgenik farelerde EGFR
sinyallesmesi ile artan SOX2 ifadesi

in vivo deneyler mutant EGFR genine sahip fare modelinde
gerceklestirildi. Bu modelde fare genomunun bir bdlgesinde CC10
promotoruna baglh rtTA geni bulunurken, baska bir bolgede tet cevap
dizisine bagl insan mutant EGFR geni bulunmaktadir. Mutant EGFR’de
hem L858R hem de T790M mutasyonu vardir. Bu indUklenebilen
sistemde fareye tetrasiklin ya da doksosiklin iceren yem verildiginde
hiicreye giren doksosiklin sadece CC10Q’in ifade edildigi hiicrelerde ifade
edilen tTA proteinine baglanacaktir. Aktiflesen rtTA proteini tet cevap
dizisine baglanacak ve mutant EGFR’nin ifadesini saglayacaktrr (Sekil
19).

Clara hiicresine 6zgi
promotor

Doksosiklin/Tetrasiklin

B

Tet-transaktivator
protein

insan Mutant EGFR L858R +T790M

Tet-cevap dizisi

Sekil 19. CCl10-EGFR L858R/T790M transgenik farelerde mutant EGFR sinyal

yolaginin indiiklenmesi
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Mutant EGFR transgenini iceren fareler 6 haftallk olduktan
sonra 3 hafta ve 9 hafta sireyle DOX iceren yemle beslendiler. 3 ve 6
hafta sonunda servikal dislokasyonla sakrifiye edildiler. Sakrifikasyonun
ardindan hizh bir gekilde akcigerleri cikartlip cesitli proteinlerin analizi

yapllimak Uzere uygun kosullarda saklandi.

Resim 6. Mutant EGFR sinyal yolagi aktifleserek adenokarsinom olusumu
go6zlenmis CC10-EGFR L858R/T790M transgenik fare akcigeri

Farelerden alinan akcigerlerde heterojen tumor olugumlari
gozlendi (Resim 6). Ozellikle 9 hafta doksosiklin uygulanan farelerin
akcigerlerinde 3 hafta uygulananlara gore ¢ok daha fazla ve buylk tumor
olusumu go6zlendi. Resim 7’de parafine gdmulmis akciger kesitlerinin
hemotoksilin eozin (H&E) boyamasi gorulmektedir. Kesitlerdeki koyu
alanlarin yogunlugundan 9 hafta dox alan farelerin 3 hafta alanlara gore

daha buyuk adenokarsinomlarinin oldugu anlagiimaktadir.
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Resim 7. Mutant EGFR sinyal yolagi 3 ve 9 hafta boyunca aktifleserek
adenokarsinom olusumu gozlenmigs CC10-EGFR L858R/T790M transgenik fare

akcigerinin H&E boyamasi

EGFR timorigenezinde SOX2'nin rolinin anlasilabilmesi icin
mutant EGFR tasiyan CC10-EGFR L858R/T790M transgenik farelerden 3
ve 9 hafta doksosiklinle beslenen ve beslenmeyenlerin akcigerleri alinip
imminohistokimyasal analizleri ve protein izolasyonu vyapidi. Her iki
zaman grubunda da doksosiklin alan farelerde EGFR sinyallesmesinin
arttig1 gorilmustur. Bununla birlikte p-STAT3 artmigtr. p-AKT 3. haftada
artarken, 9. Haftada degismemistir. Ayni sekilde p-AKT ile birlikte p-
FOXO1/3 3 haftada artmig ancak 9 haftada bir degisim gézZlenmemistir.
SOX2 ve OCT4 ifadesi EGFR sinyallesmesi ile birlike 3 ve 9 haftada
artmisir (Sekil 20).
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Sekil 20. Mutant EGFR sinyal yolagi 3 ve 9 hafta boyunca aktifleserek
adenokarsinom olusumu goézlenmis CC10-EGFR L858R/T790M transgenik fare

akcigerindeki sinyal degisimleri

Bu sonuglar SOX2'nin kuguk hucreli digi akciger kanserinde
EGFR tumorigenezinde etkili oldugunu gostermektedir. Baska bir sekilde
bu sonucu kontrol etmek istedigimizde 7 hafta boyunca doksosiklinle
beslenmis farelerden 2 gin ve 5 gun doksosiklin uzaklastirilip akcigerleri
alindi ve cgesitli protein ifadelerine bakidi. Buna goére doksosiklinli besin
ortamdan uzaklastrridiginda EGFR sinyali de azalmaktadir. Bununla
birlikte p-ERK aktivitesi de azalmigtrr. liging olarak p-AKT diizeyi 2 giin ve
5 gin doksosiklin almayan farelerde doksosiklin alan farelere gore
artmigtir. S6 duzeyi gruplar arasinda ayni kalrken, p-S6 dizensiz bir
degisim gostermigtir. Apoptozisde rol oynadigi bilinen PARP molekulu
doksosiklin uygulamasi durduruldugunda kirlima ugramistir. Ayni sekilde
proapoptotik proteinlerden biri olan BIM'in ifadesi de 2 gin ve 5 gin

doksosiklin uygulanmayan gruplarda artmistir.
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Sekil 21. Mutant EGFR sinyal yola@g 7 hafta boyunca aktiflegserek adenokarsinom
olusumu go6zlenmis CC10-EGFR L858R/T790M transgenik fareler 2 ve 5 gin

doksosiklin almadiklarinda akcigerlerindeki sinyal degisimleri
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Ote yandan SOX2 ve OCT4 ifadesi EGFR sinyallegsmesinin
azalmasi ile azalmig bu da bir kez daha bize EGFR timoérigenezinde

SOX2’nin rol oynayabilecegini gostermistir.

SOX2'nin  timoérde nerede bulundugunu goérmek igin
immunohistokimya yontemi ile CC10-EGFR L858R/T790M transgenik
farelerden alinan akciger kesitlerini SOX2 ile boyadik. 3 hafta ve 9 hafta
doksosiklin alan farelerin akciger kesitlerinde adenokarsinom olusumlari
g6zlenmektedir (Resim 8 wve 9). Bu adenokarsinomlarin SOX2 ile
boyandigi, ancak normal alveolar tip1 ve tip2 hicrelerin boyanmadigi
g6zlenmistir. Bu durum akcigerde EGFR timdrigenezinde SOX2’nin rol
oynadigini gdstermektedir. Fotografta gorlldigu gibi proksimal hava
yollari da SOX2 ile boyanmistir. Bu bodlgede Clara, silli ve bazal hlcreler

yer almaktadir. Bu hicrelerin SOX2 proteinini ifade ettigi bilinmektedir.
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b)

Resim 8. SOX2 antikoru ile boyanmis Mutant EGFR sinyal yolagi 3 hafta boyunca
aktifleserek adenokarsinom olusumu gozlenmis CC10-EGFR L858R/T790M
transgenik fare akciger kesitlerinin immunohistokimyasal analizi (a) ve negatif

kontrol (b).

a) (4 ;.“ - %%.k :”i
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b)

Resim 9. SOX2 antikoru ile boyanmig Mutant EGFR sinyal yolagi 9 hafta boyunca
aktifleserek adenokarsinom olusumu gé6zlenmis CC10-EGFR L858R/T790M
transgenik fare akciger kesitlerinin immunohistokimyasal analizi (a) ve negatif
kontrol (b).

SOX2'nin  kUglk  hicreli  akciger  kanseri EGFR
timorigenezinde etkili olabilecedini in vivo calismalarla gordikten sonra
proliferasyon, erlotinib direnci ve tUmorin baglamasinda etkisini
arastirabilmek igin SOX2’yi shRNA kullanarak lentiviris araciligiyla ifadesi

susturulmustur.

4.3. shRNA Kullanilarak SOX2’nin Susturulmasi

Gen susturmasi calismalarinda c¢ok o6nemli bir adim olan
kontrol grubunu olusturmak icin hem GFP hem scr plazmit kullanildi. GFP
plazmit kullanimasinn amaci olusan lentivirisin hicreyi enfekte edip
etmediginin goéruntilenmesi icindir. Resim 10’da goéruldiga gibi GFP
virisU kullanilan plazmitlerle 293 FT hucrelerinde olusmus ve kuguk

hicreli akciger kanser hiicre hattini enfekte etmistir.
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GFP plazmit - GFP plazmit +

Resim 10. KHDAK hiicre hattinin GFP geni tasiyan lentiviriis ile enfeksiyonu

SOX2 genini susturmak icin EGFR mutant kiglk hlcreli digi
akciger kanser hicre hatlarindan TKIne bir duyarli (HCC827) bir de
direncgli (H1975) hicre hatti olusturulan lentiviris ile enfekte edildi.
Puromisin iceren besiyerinde canli kalan hucreler shSOX2'ya sahip
hicrelerdir. Bunu kontrol etmek icin Western blot yontemiyle virls ile
enfekte edilen hiicrelerde SOX2 yoklugu dogrulandi (Sekil 22).

HCC827 H1975
scr  shSOX2 scr  shSOX2

SOX2 e —
Bate Sl
TUBULIN — —

Sekil 22. HCC827 ve H1975 hiicrelerinde SOX2 eksikliginin kontrolu

4.4. SOX2 Eksikliginin Hiicre Cogalmasina Etkisi

SOX2 ifadesi baskilanmis hicreler ve basklanmamis
hicrelerdeki proliferasyon farkini gézZlemek igin hicreler c¢esitli saylarda
96’lk platelere ekilip 24, 48, 72 saat sonra SRB deneyi yapildi. Elde

78



edilen sonuglara gore SOX2 ifadesi baskilanmig HCC827 hicreleri kontrol

grubuna goére 2500 hicre ve Uzeri hucre ekildiginde 24, 48 ve 72. saatte

daha yavas ¢ogalmaktadir (Grafik 3 ve Tablo 2). H1975 hicrelerinde ise

24, 48 ve 72. saate SOX2 eksikliginin proliferasyon Uzerinde bir etkisi
yoktur (Grafik 4 ve Tablo 3).
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Grafik 3. SOX2 ifadesi baskilanan ve baskilanmayan HCC827 hiicrelerinde 24, 48

ve 72 saatte proliferasyon oranlari

Tablo 2. SOX2 ifadesi baskilanan ve baskilanmayan HCC827 hiicrerinde 24, 48 ve
72 saatte proliferasyon oranlarn arasindaki istatiksel fark (p<0.05 anlamh olarak
kabul edilmektedir).

Hlcre sayisi 24 saat 48 saat 72 saat
312 0.31 0.18 <0.05
625 0.73 0.01 <0.05
1250 0.27 <0.05 <0.05
2500 <0.05 <0.05 <0.05
5000 <0.05 <0.05 <0.05

10000 <0.05 <0.05 <0.05
20000 <0.05 <0.05 <0.05
40000 <0.05 <0.05 <0.05

80




AD

2.5

1.5

0.5

H1975 24 saat proliferasyon

10 100 1000 10000 100000

hicre sayisi

e S CT

== shSOX2

AD

25

1.5

0.5

H1975 48 saat proliferasyon

10 100 1000 10000 100000

hiicre sayisi

S CT

=—shSOX2

81



H1975 72 saat proliferasyon
3.5 -
3 -
25
2 ]
(]
<
1.5 -
1 -
S C I
05 1 —m—5hSOX2
0 T T T T 1
1 10 100 1000 10000 100000
hiicre sayisi

Grafik 4. SOX2 ifadesi baskilanan ve baskilanmayan H1975 hicrelerinde 24, 48 ve

72 saatte proliferasyon oranlan

Tablo 3. SOX2 ifadesi baskilanan ve baskilanmayan H1975 hicrerinde 24, 48 ve 72
saatte proliferasyon oranlar arasindaki istatiksel fark (p<0.05 anlamli olarak kabul
edilmektedir).

Hucre sayisi 24 saat 48 saat 72 saat
312 0.051 0.26 0.21
625 <0.05 0.02 0.11
1250 0.11 0.25 0.65
2500 0.23 0.016 0.56
5000 0.01 0.72 0.14

10000 0.054 0.093 <0.05
20000 0.11 0.025 0.14
40000 0.86 0.36 0.087
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4.5. SOX2 Eksikliginin Erlotinib ve Triciribine Yanitina Etkisi

SOX2 eksikliginin  EGFR inhibitora, erlotinib yanitina etkisini
arastrmak icin SOX2 ifadesi olan ve olmayan HCC827 ve H1975
hiucrelerine cgesitli konsantrasyonlarda erlotinib uygulandi. HCC827 hucre
hattinda SOX2 eksikligi 72 saat sonra erlotinib yantinda az da olsa etkili
olmustur (Grafik 5 ve Tablo 4). Ancak 48 saatte erlotinibin yiksek
konsantrasyonlarinda dahi istatiksel olarak kontrol grubu ve SOX2

olmayan grup arasinda anlamli bir fark bulunmamistir.
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Grafik 5. SOX2 ifadesi baskilanan ve baskilanmayan HCC827 hiicrelerinde 48 ve 72
saatte erlotinib yaniti

Tablo 4. SOX2 ifadesi baskilanan ve baskilanmayan HCC827 hiicrelerinde 48 ve 72

saatte erlotinib yaniti arasindaki istatiksel fark (p<0.05 anlamhli olarak kabul
edilmektedir).

Erlotinib 48 saat 72 saat
konsantrasyonu

0.16 nM 0.05 0.013
0.8 nM 0.22 <0.05
4 nM 0.84 0.24
20 nM 0.51 <0.05
100 nM 0.36 0.011
500 nM 0.3 0.038
2500 nM 0.64 <0.05
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Bir AKT inhibitoru olan triciribine’in ¢esitli konsantrasyonlari
SOX2 ifadesi baskilanmis ve baskilanmamis HCC827 hicrelerine 48 ve

72 saat uygulandiginda gruplar arasinda anlamh fark gézlenmemistir
(Grafik 6 ve Tablo 5).
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Grafik 6. SOX2 ifadesi baskilanan ve baskilanmayan HCC827 hiicrelerinde 48 ve 72
saatte triciribine yaniti
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Tablo 5. SOX2 ifadesi baskilanan ve baskilanmayan HCC827 hiicrelerinde 48 ve 72

saatte triciribine yaniti arasindaki istatiksel fark (p<0.05 anlamh olarak kabul
edilmektedir).

Triciribine 48 saat 72 saat
konsantrasyonu
0.64 uM 0.72 0.77
1.6 uM 0.93 0.45
4 pM 0.14 0.075
10 pm 0.41 0.1
25 pM 0.0038 0.055
62.5 uM 0.84 0.06
156.2 M 0.058 0.24

H1975 hicrelerinde ise erlotinib ancak 10 pyM’dan sonra

SOX2 eksikligi erlotinib yanitini etkilemistir. Ancak bu cok yuksek bir
dozdur (Grafik 7 ve Tablo 6).
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H1975 72s Erlotinib
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Grafik 7. SOX2 ifadesi baskilanan ve baskilanmayan H1975 hiicrelerinde 48 ve 72
saatte erlotinib yaniti

Tablo 6. SOX2 ifadesi baskilanan ve baskilanmayan H1975 hiicrelerinde 48 ve 72

saatte erlotinib yaniti arasindaki istatiksel fark (p<0.05 anlamh olarak kabul
edilmektedir).

Erlotinib 48 saat 72 saat
konsantrasyonu

312 nM 0.57 0.7

625 nM 0.79 0.53
1250 nM 0.37 0.92
2500 nM 0.01 0.34
5000 nM 0.0038 0.17
10000nM 0.0017 0.028
20000nM <0.05 <0.05

Triciribine’in ¢esitli  konsantrasyonlart SOX2  ifadesi

basklanmis ve baskilanmamis H1975 hicrelerine 48 ve 72 saat
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uygulandiginda gruplar arasinda anlaml fark gézlenmemigtir (Grafik 8 ve
Tablo 7).
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Grafik 8. SOX2 ifadesi baskilanan ve baskilanmayan H1975 hiicrelerinde 48 ve 72
saatte triciribine yaniti

Tablo 7. SOX2 ifadesi baskilanan ve baskilanmayan H1975 hucrelerinde 48 ve 72

saatte triciribine yaniti arasindaki istatiksel fark (p<0.05 anlamh olarak kabul
edilmektedir).
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Triciribine 48 saat 72 saat
konsantrasyonu
0.64 pM 0.25 0.97
1.6 pM 0.32 0.6
4 p 0.21 0.39
10 ph 0.73 0.54
25 puM 0.21 0.21
£2.5 pM 0.019 0.38
156.2 pM 0.02 <0.05

4.6. PI3K/AKT Yolaginin SOX2 ifadesine Etkisi

PIBK/AKT yolaginn SOX2 ifadesi Uzerindeki etkilerini
arastrmak icin H1975 ve HCCB827 hicrelerine 6, 24 ve 48 saat 10 uM
LY294002 ve 10 uM ftriciribine uygulandi. Uygulama suresi bittiginde, her
gruptan protein izolasyonlari yapildi. Western blot yontemi ile p-EGFR, p-
AKT, p-FOXO01/3, SOX2 ve TUBULIN protein ifadeleri arastiridi.
LY294002 ve triciribine uygulama yapilan tim saattlerde etkili olsa da, ilk
6 saatte AKT fosforilasyonunu daha etkin bir sekilde baskilamistir.
Ozellikle H1975 hiicrelerinde triciribine 6. saatte, HCC827 hiicrelerinde
ise LY294002 p-AKT aktivitesini tamamen ortadan kaldirmistr. AKT
aktivitesine paralel olarak p-FOXO1/3 aktivasyonu da uygulama yapilan
tim gruplarda PI3K/AKT inhibitorleriyle azalsa da, en efkili oldugu zaman
araligi ilk 6 saattir. SOX2 ifadesi zamanla birlikte kontrol gruplarinda
artmakta ancak bu artis 6zellikle 24 ve 48. saatte LY294002 ve ftriciribine
ile baskilanmaktadir. Bu azalis SOX2 ifadesinin PI3K/AKT yolagindan
etkilendigini gostermektedir (Sekil 23).
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Sekil 23. HCC827 hiicrelerinde 6, 24 ve 48 saat LY294002 ve triciribine
uygulamasinin SOX2, p-AKT ve p-FOXO01/3 ifadesi Gizerine etkisi

Buna benzer olarak H1975 hicrelerinde LY294002 ve
triciribine ile p-AKT aktivitesi azalmig, p-FOXO1/3 artmistir. SOX2 protein
ifadesi ise 24 ve 48 saat uygulama yapilan gruplarda kontrole gére
belirgin sekilde azalmistir. Bu hiicre hattinda da SOX2 ifadesi PIBK/AKT
yolaginin etkisi altindadir (Sekil 24).
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Sekil 24. H1975 hiucrelerinde 6, 24 ve 48 saat LY294002 ve triciribine
uygulamasinin SOX2, p-AKT ve p-FOXO01/3 ifadesi lizerine etkisi

4.7. Hiicre Yogunlugu ve Besinin SOX2 ifadesine Etkisi

SOX2'nin H1975 ve HCC827 hicrelerinde zamanla birlikte
artmasi;, SOX2 ifadesinin hicre yogunlugundan etkilenebilecegdini
dUsUndUrmastur. Hacre yogunlugunun SOX2 ifadesine etkisini arastirmak
icin hucreleri farkll yogunlukta ekip es zamanl olarak SOX2 ifadesi
incelenmistir. Bununla birlikte glikoz ve serum eksikliginde SOX2
ifadesinin nasil etkilendigi arastirimistr. Sekilde goéraldiga gibi PC9
hicrelerinde, hucreler ¢ok yogun ekildiginde SOX2 ifadesi azken, az
yogun ekildiginde fazladr. P-AMPK aktivitesi de SOX2'ye paralel bir
sekilde hiicre yogunluguyla birlikte azalmaktadrr. Ote yandan p-AKT
aktivitesi degismemistir. P-S6 aktivitesinde az bir degisim olmakla
beraber, hicre yogunlugu arttk¢a ifade azalmistr. Besiyeri ortamindan
glikoz uzaklastridiginda ayni  yogunlukta ekilen PC9 hicreleri
kiyaslandiginda p-AMPK aktivitesi artmistir. SOX2 ifadesi ise glikoz

eksikliginde azalmistir. Besiyerinde glikoz olup, serum olmadiginda ise
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yine p-AMPK aktivitesi artmistir. SOX2 ifadesi glikoz yokluguna benzer
sekilde serum yoklugunda da azalmistir (Sekil 25).

+FBS, +Glikoz ' +FBS, -Glikoz

I
|

-FBS, +Glikoz

I
3x106 2x105 1x105 5x10° 2x10° 13x10° 2x1081x10% 5x10°2x10% 3x106 2x10° 1x10° 5x105 2x10%
I i

SOX2 o —— . e ——

P-56

P-AMPK %

Sekil 25. PC9 hicrelerinde glikoz, serum eksikliginin ve hiicre yogunlugunun
SOX2, p-AMPK, p-AKT ve p-Sé6 ifadesi Gzerindeki etkisi

Ote yandan diger bir hiicre hatt olan H1975'de, PC9
hicrelerinde gorulenin aksine hicre yodunlugu arttkca SOX2 ifadesi de
artmaktadir. Ayni  hidcre yogunlugunda FBS olmadiginda p-AMPK
aktivitesi artarken, OCT4 ifadesi ayni kalmaktadir. Hicre yogdunlugu
azaldiginda ise SOX2 ifadesi azalmakta, p-AMPK artmaktadr. OCT4
degismemektedir (Sekil 26).
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Sekil 26. H1975 hiicrelerinde serum eksikliginin ve hiicre yogunlugunun SOX2, p-
AMPK ve OCT4 ifadesi Uzerindeki etkisi

4.8. SOX2 Eksikliginin Tumo6r Olusumundaki Roli

SOX2'nin tumorigenezdeki baglatici rolunu
degerlendirebilmek igin SOX2 olan ve olmayan H1975 ve HCC827
hiicreleri immun sistemi olmayan farelere gesitli saylarda (2x10°, 2x10%,
2x10°) enjekte edildi (Tablo 8). Farelerin hem sirt hem kask bdlgesine
hicre enjeksiyonu yapildi. Yiksek sayida hicrelerin olusturdugu solid

timorler yaklasik bir hafta sonra gézle gorular hale geldi (Resim 11).
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Tablo 8. Xenograft modellerde SOX2 ifadesi olan ve olmayan H1975 ve HCC827

hiucrelerin enjeksiyonu sonucu tiimor olusumu

Hucre sayisi scr shSOX2

2x103 4/4 4/4
H1975

2x10* 4/4 4/4

2x10° 4/4 4/4

2x10° 4/4 4/4
HCC827 | 54100 4/4 4/4

2x10° 4/4 4/4

Resim 11. Galismamizda kullandigimiz atimik farelerin sirt ve enselerinde olusan

timorler.

TUmor olusumu ve buydkligu agisindan SOX2 ifadesi olan ve

olmayan grup arasinda bir fark gbézlenmedi. Ornegin, dort farenin
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dordinde de 2X10° scr H1975 hicresinin ve 2X10° shSOX2 H1975

hlcresinin tumor olusum hizi ve buydkligu ayniydi.

Sonuglarmiza gére EGFR mutant KHDAK gelisiminde bir rol
oynayabilecegini dusUindugumiz SOX2 protein ifadesi hicre gogalmasi
ve erlotinib yanitini etkilememistir. Bununla birlikie SOX2 ifadesi atimik
farelerde c¢esitli hicre yogunlugunda tUimor olusumunu etkilememigtir.
Ancak bu modelde SOX2 ifadesi PIBK/AKT yolagindan ve hicre

yogunlugundan etkilenmistir.
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5. TARTISMA

KHDAK’'nde EGFR geninde goriulen mutasyonlar nedeniyle
timorin gelismesi, sag kalmin saglanmasi, apoptozisin EGFR TKI ile
uyarimasi onkogen bagmlliginin bir 6érnegidir. Onkogen bagimli KHDAK
tedavisi diger tedavilerden farklilk gdstermektedir c¢lnki bu hastalikta

EGFR sinyal yolaginin inhibisyonu temel alinmaktadir %8,

Ligandn EGFR’ye baglanmasiyla, EGFR aile (yesi
reseptorler heterodimer ya da homodimer olusturur ve sitozolik kisimdaki
anahtar tirozin amino asitleri otofosforile olur. Bu fosforile olan tirozinler
sinyallesme molekdlleri igin tutunma bdlgesi olur, boylece proliferayon ve
sagkalimi saglayan sinyallesme yolaklari aktiflesir. Glioblastomada EGFR
proteininin hucre dig kismini kodlayan ekzon 2-7 delesyonu siklkla
gozlenmektedir 8. Akciger adenokarsinomlarinin %10’unda tirozin kinaz

%0. 51 Glioma,

bolgesini kodlayan ekzonlarda mutasyonlar belirlenmistir
bas-boyun, akciger, meme, over ve mesane gibi pek cok karsinomada
artmis EGFR ekspresyonu gobzlenmistir. Ayrica gliomalarda ve akciger

kanserinde genellikle EGFR amplifikasyonuna da rastlanmaktadir #°.

Akciger adenokarsinomlarinda goérilen somatik EGFR
mutasyonlari; ekzon 19’daki cerceve ici delesyonlar (746-753), ekzon
18’deki G719 degisimi ve ekzon 21’deki L858 ya da L861 nokta
mutasyonudur. Bu mutasyonlara sahip hastalarin sigara icmeyen, kadin
ve Asyali olma gibi benzer ortak klinik 6zellikleri vardir. Ayrica bu

mutasyonlar TKIlerine duyarlikla iliskilendirilmistir 5% 51,

Epitelyal timodrlerde  sklkla goérilen artmis  EGFR
ekspresyonu, bu reseptorii hedefleyerek kanseri Onleyebilen ajanlarin

gelistirimesine neden olmustur °°. EGFR’yi hedefleyen tedaviler arasinda
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gunimuzde proteinin hucre zar disinda kalan kismini hedefleyen
antikorlar  (cetuximab, panitumumab) wve tirozin kinaz bdlgesine
baglanabilen  kiguk  molekdl inhibitorleri  (erlotinib,  gefitinib)
kullanimaktadir. Bu ajanlar yabanil tip EGFR’ye karsi gelistiriimis, bas-
boyun ve akciger kanserinde kullanimakta olan FDA onayl ilaglardir.
2004 yilinda birbirinden farkh birgok grup, EGFR'nin tirozin kinaz
bdlgesinde mutasyonu olan akciger adenokarsinomlu hastalarin gefitinib
ve erlotinibe digerlerine gére daha duyarl olduklarini gdzlemlemistir %% >,
Ekzon 19 delesyonu ya da 858. pozisyonda l6sinin arjinine donismesiyle
olusan bu EGFR mutasyonlar, slrekli aktif olarak calisan bir kinaz
olusumuyla sonuclanr. Bu mutant allellerin akciger epitelinde ifadesi,

191

akciger tumorlerinin olusumuna neden olur . Bu mutant reseptorler

ATP’ye gore ilaca daha fazla afiniteye sahiptir 9

. EGFR mutasyonlu
hastalarin TKI ile tedavisi faz Il galigmalarnda Dogu Asyal ilerlemis
KHDAK hastalarda geleneksel kemoterapi ajanlar (carboplatin/paclitaxel)
ile karsilastrimistr. Bu galisma IRESSA Pan Asian Study, IPASS olarak
da bilinir. Bu ¢alismada gefitinib kullanan EGFR mutasyonlu hastalarda
platin bazli ila¢ kullananlara gore, hayatta kalim suresi ayni olsa da, daha
uzun duragan hastalkk siiresine sahip olduklari goriimistir 3. Ancak,
terapi basladiktan 1 yl sonra ilaca duyarll EGFR mutasyonlu, gefitinib ve
erlotinibe yantt veren hastalarda direng gelismistir ***. Timérden yapilan
biyopside hastalarin yarisinda EGFR kinaz bolgesinde ikinci bir mutasyon
belirlenmistir °. En sk rastianan degisim ekzon 20’de 2369.
nikleotiddeki C-T degisimidir. Bu nokta mutasyonu, treonin amino asitinin
metiyonine (T790M) degisimini saglar. Bu degisim CML hastalarinda
BCR-ABL geninde T315l deg@isiminin analogudur ve imatinib (Gleevec)e
dirence neden olmaktadir . Kristal yapi analizlerine gére EGFR’deki
T790M degisimi gefitinib ya da erlotinibin ATP baglanma paketine
baglanmasini bozabilir **. Bu degisim ayni zamanda afinitenin ilagtan cok

ATP’den yana olmasini saglar '°’. Diger ilaca direng mekanizmalarinda

97



oldugu gibi, T790M degisimi kinaz aktivitesini ve onkolojik potansiyeli

yabanil tip proteine gore arttirir .

Calsmamizda EGFR TKIne duyarli ve direncgli hiicre hatlar
kullanimig ve bu hicrelerde EGFR sinyal yolagi erlotinib ile inhibe
edilmeye calisimistr. EGFR mutant hiicre hatlarma 3 ve 9 glin sureyle
uygulanan erlotinib TKI duyarli hicre hatlarinda p-EGFR aktivitesini
azaltrken, direncglilerde aktivitede bir degisim gozlenmemistir. Hucre
hatlarnin  sahip oldugu bazi mutasyonlarin dirence neden olmasi
beklenen bir sonugtur. Erlotinib uygulamasinin ardindan H1975 ve PC9
hicrelerinde doza ve sureye bagl olarak p-IGF-1R aktivitesinde artis
g6zlenmistir. Bu durum Hurbin ve arkadaglarinin ¢aligmasi ile uyumludur.
Bu calismada EGFR TKI direngli hicrelere IGF-1R inhibitdri verildiginde
apoptozisin indiklendigi gosterilmistir 1°. Bu direng mekanizmalarindan
T790M mutasyonu ve MET amplifikasyonu klinkkde gurilse de, PTEN
kaybi, IGF-1R aktivasyonu gibi mekanizmalar vyalnizca in vitro

caligmalarda gozlenmigtir.

EML4-ALK flzyon onkoproteini ilk kez 2007’de kuguk htcreli

% ve bu proteine karsi bir

disi akciger kanserli hastalarda tanmlanmis 2
ALK tirozin kinaz inhibitoért olan Crizotinib gelistirilmistir ve 2011 yilinda
FDA onayr almistr. EML4-ALK onkoproteini gobzlenen hastalarin
genellikle gen¢ yasta olmasi, sigara kullanmamalari ve adenokarsinomiu

olmalari dikkat cekmistir 2°*.

ik jenerasyon EGFR TKI terapisi standart kemoterapiye
kiyasla EGFR mutant KHDAK hastalarinda duragan hastalk suresini ve

202 fkinci jenerasyon

toplam sagkalm oranini %25 oraninda arttrmigtir
TKI EGFR’'nin T790M mutasyonuna gore geligtirilmigtir. Bunlar da ilk

jenerasyonda oldugu gibi zarda EGFR proteininin hiicre igi bolgesine

98



baglanir 2%, Bu inhibitérlerden pekgogu birden fazla reseptor tipine afinite
gOsterirler. Geri doénusimslUz olarak baglanabilen ve simdilik Klinik
deneme asamasinda olan bu ilaglardan bazilar PF0299804 ve afatinibtir
(BIBW2992) 23,

EGFR T790M nedeniyle olusan ila¢g direncini ortadan
kaldirmak icin kullanan yaklasimlardan biri WZ4002 ya da PF299804 gibi
donisumsliz  yuksek konsantrasyonda mutant secici inhibitdrlerin
kullanimasidir. Cortot ve arkadaslarinin galismasinda EGFR mutant PC9
hicrelerine gefitinib uygulanarak T790M mutasyonuna sahip ilaca direncli
tipte hlcreler elde edilmigtir. Ayni sekilde PC9 hicrelerinde PF299804 ve
Wz4002 direngli klonlar gelistirilmis ancak bunlarda T790M mutasyonu
gb6zZlenmemistir. Bu klonlarda ise IGFBP3 ifade kaybi ile gelisen
aktiflesmis IGF1R sinyallesmesi belirlenmigtir. IGF1R inhibitori BMS
536924 uygulamasi EGFR inhibitorine duyarlihgr arttrmistir. PF299804
ya da WZ4002’nin daha uzun sure uygulanmasi ile PC9 hicrelerinde ERK
aktivasyonu gorilmustir. MEK inhibitdéri olan CI-1040 ise EGFR/IGF1R

204 Calismamizda

inhibitor kombinasyonuna olan duyarlihigi arttrmigtir
erlotinib uygulamasi ile IGFBP3 ifadesi doza ve zamana bagl olarak

artmistrr.

T790M mutasyonunun KHDAK hastalarinda sik rastlanmasi
neratinib (HKI-272), dacomitinib (PF00299804) ve afatinib (BIBW2992)
gibi  ikinci jenerasyon, geri donusumsiz EGFR inhibitdrlerinin
geligtiriimesine neden olmustur. Ancak, bu ajanlarla yapilan klinik
denemelerde de tek ajan olarak kullanmlari sl bir ilerleme
kaydetmigtir. Neratinib, yapilan faz Il denemesinde, KHDAK hastalarinda
yan etkiler nedeniyle yararli olamamistir 2%°. Afatinib, faz Il calismasinda
erlotinib ya da gefitinib alan hastalarla karsilastiridiginda hastalign

duragan kalma suresinde artis gozlenmis ancak toplam hayatta kalm
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stresi ayni kalmistr 2%,

Dacomitinib ise tim EGFR reseptorlerini
hedeflemektedir ve hentz faz I deneme asamasindadr 2°’. Geri
donisimstz EGFR inhibitdrlerinden istenen sonucun alinmamasinin
nedeni, hastalarin gerekli dozlari tolere edememesidir. Bu inhibitorler
yuksek konsantrasyonlarda dogal tip EGFR'yi de baskilamakta, bu da

kasinti ve diyare gibi yan etkilere neden olmaktadir 28,

Baska bir gcalismada ise H358, H1650, H292 ve HCC827
hicrelerine  EGFR siRNAlar uygulanmig ve hicre c¢ogalmasinin
yavagladigi belilenmigtir. T790M'e 06zel olan siRNAlarin EGFR
MRNA’sIni baskiladigi ve protein ifadesini azalttigi gosterilmigtir. H1975
hicrelerinde yapillan bu deney sonrasi hucre buyimesinin yavasladigi,
kaspaz aktivitesinin ise arttigi gdézlenmistir. H1975 hicrelerinde normalde
TKI ve cetuximab etkili olmasa da T790M siRNA’lari ile birlikte
uygulandiginda TKI'ne duyarliik artmistir. Cetuximab ve T790M siRNAlari
uygulandiginda ise hucre gogalmasinda azalma gorilmus ve apoptozisin
uyarildi1 belirlenmistir. DonlisUmsuz bir TKI olan afatinib ve T790M

siRNA’larl uygulamasinda ise en giicli apoptotik etki gézlenmistir 2.

EGFR TKIne karsi gelisen direng mekanizmalarindan biri ise
MET amplifikasyonudur. Calismamizda kullandigmiz HCC827 GR5
hiicrelerinde MET geninin amplifiye oldugu bilinmektedir. ikinci jenerasyon
TKllerine benzer sekilde, birgok MET inhibitori Kklinik deneme
asamasindadr. Bunlardan MetMab ve ARQ197 (tivantinib) en
bilinenleridir. MetMab MET reseptorinun hucre digi bolumune baglanan
ve bdylece HGF aracili reseptor aktivasyonunu engelleyen, tek kolu olan

bir monoklonal antikordur 2°.

Henuz klinik deneme asamasinda olan MET kinaz inhibitdri
E7050’'in, PC9, HCC827 ve H1975 hicre hatlarinda HGF-induksiyonlu
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donusumlu gefitinib, donusumsuz BIBW2992 ve mutant segici WZ4002 ile
gelisen direncte, duyarlligin arttrimasinda etkili oldugu belirlenmisgtir.
E7050, MET/GAB1/PIBK/AKT  yolagini  inhibe  ederek etkisini
gOstermektedir. Bu modelde yapilan in vivo galismada ise E7050 ve
gefitinib  kombinasyonunun AKT fosforilasyonunu engelledigi ve tumor

blyimesini yavaslattigi belirtilmistir 2**.

Kanserin bir gelisim hastaligi oldugu, kanser patogenezinde
gelisimsel yolaklarin aktif oldugu bilinmektedir. Klinik calismalarda ilaca
bir sure ara verildikten sonra, direngli timoérin EGFR TKI'ne tekrar yant

212 Ancak bu durumun nedeni heniiz

verdigi  gorldimustir
anlaglamamistir. Bir calismada TKlIne direng gelistirmis tumdrlerden
tekrar biyopsi alinip histolojik ve molekuler analizler yapidiginda, EGFR
mutasyonu olan kuguk hucreli digi akciger kanseri hastalarinda TKIne
direng gelisiminde %49 oranda T790M mutasyonu, EGFR ve MET
amplifikasyonu, EMT, PIK3CA mutasyonu ve hastalarn %14’Unde kuguk
hucreli digi akciger kanserinden kuguk hucreli akciger kanserine donusum
gibi degisimler gozlenmigtir. Gegis gbzlenen bu hastalarda ilk gézlenen
duyarh EGFR mutasyonu kalmistir ancak ne MET amplifikasyonu ne de
T790M mutasyonu go6zlenmemistir. Ayrica birkag hastada T790M
mutasyonu ile ayrica b-katenin mutasyonlari da gézlenmistir. Bu durum
direng gelistiren hastalarin timorlerinden tekrar biyopsi yapmanin
gerekliligini ortaya koymustur 22, Kiicik hiicreli disi akciger kanserinden
klcUk hicreli akciger kanserine degisim EGFR TKIPne 6zel bir direng
mekanizmasi olarak dusunulmektedir, ¢unku diger kemoterapi ajanlarina
direngli kigUk hucreli digi akciger kanseri hastalarinda bdyle bir degisim
gb6zlenmemistir. TUmor tipleri arasindaki bu histolojik degisimin kaynagi
kanserdeki temel heterojeniteden kaynaklaniyor olabilir. Bu durum da
kemoterapi direncinde ve timorlerde fenotip degisimlerinde rol

oynayabilir.
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Kanser kok hucre hipotezine gore tumor olusumundan ve
ilerlemesinden baglatici hicreler sorumludur. Bu htcrelerin  kendini
yenileme ve farkllasma o6zelligi vardrr. Kanser baslatici (k6k) htcrelerin
diger bir 0ozelligi c¢esiti mekanizmalarla kemoterapi ajanlarina direng
gOstermeleridir.  Bu mekanizmalardan bazlar epitelyal-mezensimal

donlsim ve hiicre zarinda bulunan ve ilaci disari atan pompalardir 2%

215 pekgok kanser tipinde kanser kok hiicrelerinin tanmlanip, izole
edilmesinde kullanilan yaklasimlardan biri Hoechst 33342 gibi lipofilik ve
floresan boyalari disari atan pompalara sahip hicrelerin kullanimasidrr.
Bu pompalara sahip olup, boyayl disari atan hicreler yan populasyon
hlcrelerdir ve kanser kok hucresinin bir 6zelligi olan kemoterapi ajanlarina
direncle iliskilendirilmislerdir 2°
etmek i¢cin CD44, CD133, ALDH, Sca-1 gibi pek ¢ok belirte¢ kullanimistir

217220 Ancak bu hiicrelerin akcigerdeki yeri tam olarak belilenememistir.

. Akciger kanser kok hicrelerini izole

Kim ve arkadaslari farede CC10 ve SPC proteinlerini ifade eden
BAKH’lerin hem brons hem de alveol igin kdk hicreler oldugunu
savunurken 2, Rawlins ve arkadaslari BAKH'lerin cogalma ve onarmda
rol oynamadigini gdstermistir >?. Baska bir calismada ise alveolar tip 2
hiicrelerin alveolar epitelin dncilleri oldugu gdsterilmistir 2?2, Bronslarda
bulunan Clara hicrelerinin  kendini  yeniledigi ve silli hicrelere
donusebildigi belirlenmigstir. Trakeada ise yine Clara htcreleri silli hticreleri
olusturmus ancak kendini yenileme 6zelligini kaybetmistir ??*. Trakede
Clara hucrelerinde olusan hasarin ardindan, bazal hucreler kdk hicre
gorevini  Ustlenmistir ancak trakeada bulunan silli hicreler hasara
ugradiginda sadece Clara hiicreleri béliinmistir 2. Bu durum trakede iki
ayr hicre populasyonunun da (Clara ve bazal hicreler) koék hicre
Ozelligine sahip oldugunu gostermektedir. Naftalin ile akciger hasan
olusturumus farede sag kalan Clara hucreleri néroendokrin hicrelerin

etrafinda ya da BADJlarda konumlanmistr 22*. Son yapilan bir calismada

102



CD44, SOX2, ALDH1 ve Sca-1’e sahip hucrelerin fare akcigerlerinde

Clara hiicrelerinin énciilii olabilecegi belirtilmistir 2%

Kok hucrelerde sag kalm ve pluripotensinin  korunmasini
saglayan yolaklardan biri NOTCH sinyal yolagidir. Calismamizda erlotinib
uygulanmis EGFR TKI direngli ve duyarli hicre hatlarnda NOTCH3 ve
etki ettigi diger bir transkripsiyon faktori HES1 ifade duzeylerine
baktigimizda, sadece H1975 hicreleride NOTCH3'Un 9 gin 5 pM erlotinib
uygulamasiyla arttigini, diger hacre hatlarinda genellikle azaldigini
belirledik. Aynmi patern NOTCH7T'in etki etttigi HES1 transkripsiyon
faktorinde de go6zlenmistir. Dolayisiyla NOTCH sinyal yolaginin EGFR
mutant KHDAK hicrelerinde ilag direncinde etkili  olmadigini
dUsUnmekteyiz, ancak akciger kanserinde yapilan bir baska calismada
ALDH1 ifade eden hucrelerde NOTCHS3 ifadesi de gorulmustir. Bunun

adenokarsinom baslatici hiicrelerin bir 6zelligi olabilecegi belirtilmistir 18,

lac direnci, timoriin gelisim ve blylime kapasitesinin yeniden
programlanmasinda onemlidir. Prostat kanserinde, kemoterapi direngli,
CD177 ve ABCG?2 pozitif hiicrelerde SOX2, OCT4, NANOG, NESTIN ve

CD133 ifadesi de gdzlenmistir 2%

Hagerstrand ve arkadaslari
glioblastoma htcrelerinde EGFR mutasyonu olan timorlerin daha fazla
SOX2 ifade ettiklerini ve bunun da timorijenite ile iliskili oldugunu, PDGF
ve IGF-I hedefli terapilere direncli oldujunu gdstermislerdir 2’. Ayrica
timor baslatici pankreas kanser hucrelerinde EGFR-Hedgehog/Gli sinyal
yolaginda SOX9u wuyardigi, bunun da onkojenik transformasyonla

sonuclandigyi belirlenmistir 222229,

Bir pluripotensi transkripsiyon faktorii olan SOX2, akcigerde

normalde basal ve Clara hicrelerinde ifade edilirken, u¢ hava yollarinda

230

ifade edilmemektedir Bazal ve Clara hicreleri proksimal hava
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yollarinin oncul hucreleri olarak bilinmektedir. Alveolar tip Il hicreler ise
distal hava yollarinda hasar sonrasi ve kanser olusumunda ilk ¢ogalan
hicrelerdir. Brongiyal epitelde hasar sonrasi onarimda SOX2'nin
indiklendigi gosterilmistir 1’°. Ayrica erken gelisim evresinde SOX2'nin
fazla ifade edilmesi akcigerde dallanma morfogenezini bozmakta ve

neonatal Olime neden olabilmektedir 17

. TUmOr genotipinin  timorl
baslatan hiicrelerin tanmlanmasinda gok énemli oldugu bilinmektedir 23!,
Belirli bir dokuda kok/oncll hicre belirtecinin  bulunmasi, malign
donusUmin tanmlanmasinda kuskusuz faydali bir yaklasimdir. Bu
nedenle calismamizda ilk olarak mutant EGFR sinyal yolagi uyarimis 3
ve 9 haftalk farelerin akciger dokularinda EGFR sinyallesmesine ve
SOX2, OCT4 gibi pluripotensi faktorlerinin ifadesini arastrdigimizda, bu
transkripsiyon faktorlerinin EGFR sinyallesmesi ile uyarididini belirledik.
EGFR yolaginin aktiflesmesiyle birlikte STAT3 ve AKT aktivitesi artmis,

AKT tarafindan regule edilen p-FOXO1/3 aktivitesi ise azalmigtir.

immiinohistokimyasal olarak ALDH1 ve SOX2 ifade eden

ureter hucre karsinomasinda tumor baglatici hicrelerin agresif bir 6zelligi

232 Meme kanserinde SOX2'nin

233

olan kotu prognozla iligkilendirilmigtir
fazla ifadesi klinik olarak kotu prognoz ile baglanthh bulunmustur
SOX2'nin  sessizZlestiriimesi  hicre doéngusinin durmasina, tUmor
olusumunun ve CYCLIND?’in baskilanmasina neden olmustur #*. SOX2
kolorektal  kanser hucrelerinde  susturuldugunda, mezensimalden
epitelyale gecis olmus, MMP2 ve WNT yolak aktivitesi azalmistir. Ayrica

SOX2 ifadesi hiicre gogili ve metastaz ile baglantli bulunmustur 23°.

SOX2'nin akciger skuamoz hicre karsinomunda amplifiye
oldugu ve proliferasyon, hicre gogu ve bir yizeye bagimsiz ¢ogalmada

91, 236-238

gerekli oldugu gosterilmigtir . Nakatsugawa ve arkadaslari SOX2

pozitif adenokarsinom hicrelerinin  yan populasyon karakteristigi
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goOsterdigi ve daha fazla tUmoérijenik oldugunu gostermiglerdir. Ayrica,
SOX2'nin sessizlestiriimesi in vivo timér olusumunu engellemistir 2°.
Benzer sekilde, Xiang ve arkadaslari yan populasyon hucrelerin daha
fazla OCT4 ve SOX2 ifade ettigini gdstermistir. Ayrica SOX2’nin azalmasi
akciger kanserinde apoptoza neden olup, metastazi baskilamistr 24
A549, KRAS mutant akciger adenokarsinom hicrelerinde SOX2 shRNA
kullanilarak downregule edildiginde tumoérijenik kapasite ve c-MYC,
WNT1, WNT2 ve NOTCHL1 gibi kanser kdk hicresiyle ilgili protein ifadeleri
azalmistr ?*'. Buna karsin calismamizda xenograft modellerde HCC827
ve H1975 hicrelerinde SOX2 eksikligi in vivo timoér olusumunu
etkilememigstir. Bu durumun diger calismalardan farkli olmasi htcrelerin
genomik farklligindan kaynaklaniyor olabilir. Calismamiza benzer sekilde,
SPC+ hicrelerde tamoksifen uygulamasindan sonra KRASG12D
indUklendiginde, bronsioalveolar gecis bolgelerinde ya da alveolide olusan
hiperplazi ya da adenom olugsumlarinda SOX2 ifadesi gozZlenmemigstir. Bu
durum SOX2'nin adenokarsinom olusumuyla ilgili olmadigini géstermistir
242 Bununla birlikte EGFR mutasyonu olan 28 adenokarsinom dokusunun
%85.7’sinde  SOX2 ifadesi go6zlenmigstir. Ekzon 19 delesyonu olan
adenokarsinomlularda ise daha fazla MET ifadesi ve daha az SOX2
ifadesi go6zlenmistir. Bu durum MET ifadesi ile SOX2 ifadesinin ters
orantih oldugunu gdstermektedir ve genellikle EGFR mutasyonu olmayan
timorlerde gdzlenmistir 2%,
HCC827 ve HCC827 GRS5’in farki, HCC827 GR5 hicrelerinin MET

amplifikasyonuna sahip olmalaridir. HCC827 GRS hucreleri galismamizda

Calsmamizda kullandigimiz hicre hatlan

SOX2 proteinini ifade etmemistir.

SOX2 geni, timdérin baslamasi, farkllasmasi ve
ilerlemesinde pekgcok mekanizmaya karigabilir. Dolayisiyla kanser gelisimi
icin 6nemli bir hedeftir. Ancak transkripsiyon faktorlerini hedeflemek

oldukca guctir. Bu nedenle transkripsiyon faktorlerinin ifadesini
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dizenleyen sinyal yolaklarini hedeflemek, onlarin aktivitesini arttrmak ya
da azaltmak daha mantkli bir yaklagimdir. Bizim ¢alismamizda SOX2’nin
sessizlestiriimesi mutant EGFR tumorigenezinde sadece TKI duyarl
hicre hattt HCC827 hucrelerinde proliferasyonu etkilemis, ancak erlotinib
ve triciribine cevabini etkilememistir. H1975 TKI direngli hicre hattinda ise

SOX2 eksikligi proliferasyon ya da ilag yanitini etkilememistir.

Singh ve arkadaslarinn galismasinda KHDAK hilicre hatlari
H1650, H1975 ve A549’da yan populasyon hicreler secilmis ve bu
populasyonun kendini yenileme ve sferoid olusturma gibi yeteneklerinin
oldugu gosterilmistir. Ayrica bu hicreler bagisklk sistemi baskilanmis
SCID fareye verildiginde birincil ve metastatik tUmor olusturmuslardir. Yan
populasyon hicrelerinde OCT4, SOX2 ve NANOG gen ifadesinin daha

244. Yan

fazla oldugu ve EMT o0Ozelligi goOsterdikleri belirlenmistir
populasyon hiicrelerde SRC ya da AKT geninin inhibe edilmesiyle kendini
yenileme Ozelligini kaybettikleri ve SOX2 ifadesinin azaldigi gézlenmisgtir.
SOX2'nin siRNA aracili baskilanmasi da yan populasyon hicrelerinde
kendini yenileme kapasitesini engellemisti. SOX2'nin  KHDAK igin
EGFR/SCR/AKT sinyallesmesinde hedef bir molekll olabilecegi
belirlenmistir 2**. Barr ve arkadaslari cesitli akciger kanser hiicre hatlarini
bir yl sureyle cisplatin direngli hale getirmis ve bu sidrenin ardindan
hiicrelerde cgesitli genlerin ifade profillerine baktklarinda OCT4, NANOG,
SOX2 gibi pluripotensi faktorlerinin ifadesinin arttigini gézlemlemiglerdir
245 Embriyonik kok hiicrelerde pluripotensinin korunmasi icin SOX2’nin
OCT4 ile birlikte islev goérdigu bilinmektedir. Nishi ve arkadaslarinin
calismasinda meme kanser hucrelerine OCT4, SOX2, KLF4 ve c-MYC
genleri aktaridiginda, yeni olusan hucrelerin daha tUmorijenik oldugu ve
kemoterapiye direncli olduklari gosteriimistir 2*°. Calismamizda EGFR
mutant farelere 3 ve 9 hafta dox verip, EGFR sinyal vyolagini
aktiflestirdigimizde SOX2 ifadesi ile birlikte OCT4 ifadesinin de arttigini

belirledik. Deneyin bir bagska asamasinda, erlotinib ile EGFR sinyal yolagi
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inhibe edilmeye caligimis TKI duyarli ve direncgli hucre hatlarinda OCT4
ifadesi PC9 hucre hatti hari¢, diger hicrelerde ya ayni kalmigs ya da
azalmigtir. PC9 hucre hattinda 9. gun 100 nM ve 2 yM’'da OCT4 ifadesi
g6zlenmistir. Bu sonuglara gére OCT4 ifadesinin erlotinib uygulamasi ile
artmasi daha once vyapillan c¢aligmalarla uyumlu iken, diger htcre
hatlarindan elde edilen sonuglar uyumsuz bulunmustur. NANOG ifadesi
iIse H1975 hucrelerinde erlotinib uygulamasi ile artmig, diger hicrelerde
artmamigtr. Bu  durumun hucre hatlarinn  sahip  oldugu diger
mutasyonlardan ve pluripotensiyi kontrol eden hicresel pekgok faktorden

kaynaklandig ini dusuniyoruz.

Sonuglarimiza gore kanser hicre yogunlugu SOX2 ifadesi
Uzerinde cok onemli rol oynamaktadr. Ornegin H1975 hiicre hattinda
hicrelerin  yogun oldugu durumda SOX2 ifadesi fazlayken, PC9
hicrelerinde hucre yogunlugu azaldikga SOX2 ifadesi artmaktadir. FBS
ve glikoz yoklugu PC9 hucrelerinde SOX2 ifadesini azaltmig ancak FBS
yoklugu H1975 hicrelerinde etkili olmamistr. P-AMPK ve SOX2
ifadelerinin hicre yogunluguyla degismesi oldukga ilging olup, bu protein
ifadelerinin hiicresel stresten etkilendigini disundurtmistir.  Ozellikle
hiicreler birbirinden uzaklastkca, FBS ya da glikoz yoklugunda artan p-
AMPK aktivitesi hiicrede stresin arttiginin bir gostergesi olabilir. Ayrica,
AMPK'deki bu degisim SOX2 gen ifadesini etkilemis olabilir. Dong ve
arkadaslarinin calismasinda AMPK dulzenleyicisi LKB1, 2-deoksiglikoz ile
uyarimis ve KHDAK hicre hatlarinda PISK/AKT yolaginin utyesi olan

247 Fare

mTOR'u inhibe ederek hicre c¢ogalmasini durdurmustur
embriyonik ve insan fibroblastlarinda yapilan bir ¢alismada hicreler
geriye farkllastrimadan 6nce metformin ya da A-769662 gibi AMPK
aktivatorleriyle inklbe edildiginde geriye farkllasmanin engellendigi
goOsterilmistir.  P-AMPK  aktivitesinin  0zellikle OCT4 ifadesi Uzerinde

24

olumsuz diizenleyici etkisinin oldugu beliflenmistir 2*®. Calismamizda
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H1975 hucrelerinde P-AMPK aktivitesiyle birlikte OCT4 ifadesi degismese
de, SOX2'nin azalmasi daha once yapilan bu caligmalarla paralellik

gbstermektedir.

SOX2 geni olmayan fare embriyolarinda, noéral doku
onciillerinin de bulundugu trofoektoderm olusumu gdzlenmemistir 2%°.
SOX2'nin  basklanmasi noéral progenitdor hicre proliferasyonunun
azalmasina neden olmustur %°. SOX2'nin fazla ifadesi ise néral
progenitér hucrelerin proliferasyonlarinda artisa ve ndral farkllasmanin
azalmasina neden olmustur *"® 21, SOX2’'nin HMG ve serin amino
asitlerince zengin bdlgesinin  EGFR ifadesinin dizenlenmesinde rol
oynadid! bilinmektedir. Ancak bu bolgelerden HMG bdlgesinin, SOX2
transaktivasyon aktivitesi icin daha dnemli oldugu belirtilmigtir. SOX2’nin
noral progenitdr hicrelerde EGFR gen promotoruna baglanabildigi ve
EGFR ifadesini duzenledigi gosterilmigtir. Ayrica nodral progenitor
hicrelerde SOX2 adenovirus aracihidi ile knockout edilmis, koloni
olusumunun ve EGFR ifadesinin azaldigi goézlenmistir. Buna karsilk
SOX2'nin fazla ifadesi, EGFR ifadesini ve kendini yenileme potansiyelini
arttirmistir. Noral progenitdr hicreler bir EGFR inhibitéri olan AG1478,
PIBK inhibitorid LY294002 ve ERKZ1/2 inhibitori U0126 ile inkibe
edildiginde koloni sayisinda ve buyukligunde azalma gozlenmigtir. Bu
durum EGFRnin SOX2 ifadesini diizenledigini gdstermektedir *7°.
Bununla birlikte SOX2 ve EGFR geni olmayan farelerin postnatal

beyninde benzer defektler gdzlenmistir 22

. Noral progenitdr hicrelerde
SOX2'nin EGFRyi dogrudan regile ettigi anlasimistir. Biyoinformatik
analizierle EGFR geninde SOX2'nin baglanabilecegi 6zgin CTTTGTA

dizisi bulunmustur 176

SOX2'nin  posttranslasyonel modifikasyona ugrayabildigi

cesitli calismalarla gdsterilmistir. Dong ve arkadaslari fare indiklenmis
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pluripotent kok htcrelerde AKT1'in SOX2'yi treonin 118’den fosforladigini
ve bu degisimin transkripsiyonda SOX2 aktivitesini arttirdigini
belirlemiglerdir. Ayrica SOX2 fosforilasyonu ubiquitin aracili  ykimi
engelledigi icin protein kararliliginda énemlidir 2°3. Bununla birlikte fare
hicrelerinde SOX2'nin lizin 247°'den sumolasyonu DNA’ya baglanma
kapasitesini azaltarak, transkiripsiyonel aktivitesini baskiladigi
gosterilmistir 2°*. SOX2'nin lizin 75’den asetilasyonu ise cekirdek disina
atimasini saglamistr. Bu asetilasyon engellendiginde, SOX2 cekirdekte
kalmakta ve hedef genlerin transkripsiyonunu uyarmaya devam
etmektedir 2*°. SOX2'nin kiitle spektrometre analizleri, serin 249, 250 ve

256

251’den fosforlanabilecegini gostermistir Ancak bu degisimlerin

biyolojik ve iglevsel gorevinin ne oldugu henuz bilinmemektedir.

Indiiklenmis pluripotent hiicreler ya da indikklenmis pluripotent
kanser hicreleri, SOX2, OCT4, KLF4 ve c-MYC gibi pluripotensi
transkripsiyon faktori cDNA’larinin fibroblastlara ya da kanser hicrelerine
aktarimasiyla olusturulur %" 2°®. Chen ve arkadaslarinin galismasinda
insan KHDAK ve KHAK doku orneklerinde SOX2'nin fazla ifade edildigi
gOsterilmistir. Bu ¢calismada A549 KHDAK htcreleri yan populasyonu elde
edilmis ve bu populasyonun SOX2, WNT1, WNT2, NOTCH1 ve c-MYC
onkogenlerini daha fazla ifade ettigi beliflenmistir. SOX2’'nin A549
hlcrelerinde sessizlegtiriimesi NOD/SCID farede tumdrijenik kapasitenin

azalmasi ile sonuglanmistr 2%,

Buna benzer olarak Xiang ve
arkadaslarinn ¢alismasinda fare D121 hicrelerinde yan populasyon izole
edilmis ve bu hicrelerde SOX2 ve OCT4 dizeyi daha fazla bulunmustur.
SOX2'nin D121 hicrelerinde siRNA ile baskilanmasi kontrol hicrelerine
goOre apoptozisi arttrmigtir. SOX2 sessizlestiriimis D121 hicreleri singenik
C57BL/6 fareye aktaridiginda metastazn azaldigi goériimistir  2%°.
SOX2’nin kiguk hucreli akciger kanseri hastalarinda %41 oranda ifade

edildigi belirlenmistir °°. Rudin ve arkadaslarinin calismasinda ise insan
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kigcUk  hucreli  akciger kanseri  oOrneklerinin = %27’sinde  SOX2
amplifikasyonu gorliimus ve SOX2'nin insan hicre hatlarinda shRNA ile
susturulmasinin proliferasyonda azalmaya neden oldugu belirtilmistir 2°°.
SOX2'nin pankreas %! ve prostat °? kanserlerinde invazyon ve metastaz
gibi 6nemli karsinojenik olaylarda rol oynadigi belirlenmistir. Ayrica meme
kanser hulcrelerinde SOX2, WNT sinyal yolaginin bir Uyesi olan b-
KATENIN ile birlikte, hiicre proliferasyonunu ve timérigenezi kontrol eden
CCND1 gibi cesitli genlerin transkripsiyonunu sagladigi gosterilmistir 23,

insan bazal meme kanserinde ise %43 oranda SOX2 ifadesi belirlenmistir
263

Gelisim asamasinda primer akciger, onbagirsaktan koken
almaktadir. SOX2, gelisim sirasinda bir dongu iginde ilk akciger olusurken
ifadelenmekte ancak dallanma morfogenezi basladiginda ifadesi

durmaktadir 294

Akcigerde dallanma olmayan bdlgelerde fazla ifade
edilirken, dallanan yerlerde ifade gorilmemektedir. Bu durum, SOX2
ifade azalmasinin akciger epitelinin dallanmayr uyaran sinyallere
cevabinda Oonemli oldugunu gostermektedir. SOX2'nin surekli ifadesinin
dallanma surecini bozdudu ortaya cikarimistr. Bu bulgularin ardindan
SOX2'nin havayollarinn dallanmasini engelleyen bir faktor oldugu ve

hiicreleri daha az farkllasmis evrede biraktigi belirtilmistir 17,

Gunimuzde pekcok EGFR TKI direng mekanizmasini
¢ozerken kullanilan ortak gorus, kanser hucresinin hlcre igi sinyal
yolaklarini devre digi birrakabilecek ¢ozumler gelistirmektir. EGFR
hicresel sagkalm ve proliferasyon yolaklarini uyarmaktadir. Bunlardan
en onemlisi PIBK/AKT sinyal yolagdr 2%°. EGFR gibi RTK’larin
fosforilasyonu  PIBK’n  uyarimasin, bu da PIP2'nin PIP3’e
fosforillenmesini saglar. PIP3’Un hicre zarinda birikimi PDK1 ve AKT gibi

proteinlerin aktiflesmesini saglar. PDK1, AKT'yi fosforlar, AKT ise hucre
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zarindan ayrilip cekirdek ve sitoplazmaya gecerek bircok hedef molekuli
aktiflestirir. AKT, p53’ln negatif duzenleyicisi MDM2'yi fosforlayarak hlcre
sag-kalmini duzenler. Ayrica AKT proapoptotik BCL-2 ailesi Uyelerinden
BAD ve BOX'1 ve FOXO’yu fosforlayip, inaktiflestirir. TSC kompleksinin
negatif regulasyonuyla, AKT mTORCT’in aktiflesmesine neden olur.
mTORC1, elF4E’ye baglanan proteinleri (4E-BP ve S6 kinazlar) reglle

ederek, hiicre cogalmasi ve protein sentezini kontrol eder 2°°.

Calismamizda TKI direngli ve duyarli hicrelerde triciribine ve
LY29004 ile PI3BK/AKT yolaginin inhibisyonu sonucu p-AKT aktivitesinde
azalig, bununla birlikte bir tumor baskilayici protein olan p-FOXO01/3
aktivitesine artis gozlenmistir. Ayrica PI3K/AKT inhibitorinin etkisiyle
SOX2 ifadesinin de azalmasi, SOX2'nin PI3K/AKT yolaginin etkisinde
oldugunu gostermektedir. Calismamizda beklendigi gibi p-AKT aktivitesi
ise TKI duyarll hlcrelerde azalmig, direncgli hicrelerde ayni kalmigtir.
HCC827 hucrelerinde PIK3CA mutant hale getirildiginde hucreler
gefitinibe direncli hale gelmistir. Bu bulgu erken evre klinik arastirmalar
icin  dnemlidir, ¢unkl pekgok Kklinik arastrmada EGFR inhibitora ile
beraber PI3K yolak inhibitdrleri uygulanmaktadir 2°’. Bu histolojik
degisimin nedeni EGFR mutant timdrlerdeki pluripotensi ya da kanser

kok hicreleri olabilir.

PIBK/AKT/mTOR sinyal yolagi RAS/RAF/MEK vyolagi gibi
diger hiicresel sinyal yolaklar ile de etkilesir. Ornegin AKT, RAF’|
baskilayabilir ya da ERK, RHEB araciigiyla mTORC1’i aktiflestirebilir. 28,
RAS/RAF/MEK yolagi EGFR sinyallesmesiyle aktiflesen diger bir yolaktir.
Dolayisiyla PI3K inhibitdleri EGFR'nin hedeflerini tamamen inhibe
edemeyebilir. Ercan ve arkadaslarinn yaptigi c¢alismada ise geri
donusimsuz EGFR inhibitora olan WZ4002 ile T790M mutasyonu

hedeflenmis ancak ERK sinyalinin asiri aktiflesmesi sonucu direng
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gelismistir. MEK ya da ERK'in inhibisyonu ile WZ4002'ye karsi tekrar

duyarliik gdzlenmistir 2°°.

MET amplifikasyonu ERBB3’Un fosforilasyonuna neden
olmakta, bu da PIBK/AKT/mTOR yolaginin surekli aktif kalmasmina yol
acmaktadir. Bu direngli durumda, EGFR tam olarak inhibe edilse dahi,
PIBK/AKT/mTOR yolagi HGFR ve ERBB3 etkilesimi nedeniyle aktif

kalmaktadir 27°.

EGFR mutant hicrelere MET ligandi olan hepatosit
biyiime faktérii (HGF) verildiginde gefitinibe direng gelismistir '°”. Bu
deneylerde HGF, HGFR'yi ERBB3 ve EGFR'den badmsiz olarak
fosforlamis ve PIBK/AKT /mTOR yolagini aktiflestirmistir. Baska bir
calismada H1975 hicrelerinde HGF sinyallesmesinin geri donisumsuz

EGFR inhibitdrlerine karsi da direng gelisimine neden oldugu belirlenmistir
271

Yamamoto ve arkadaslarinin ¢alismasinda 86 KHDAK hucre
hattinda ve 691 KHDAK timérde PIK3CA mutasyonu ve kopya sayisi
degisimleri  arastrimistr.  PIKSCA  mutasyonu hacre  hatlarinin
%4.7’sinde, tUmor Orneklerinin ise %3.1'inde gorulmustir. PIK3CA
amplifikasyonu ise hicre hatlarinin  %9.3’GUnde, tUumor Orneklerinin
%17.1’inde goérilmistir °. PIK3CA’daki degisimlere ek olarak, PTEN
geni de mutant ya da sessizlestiriimis olabilmektedir. Jin ve arkadaslarinin
calismasinda 176 adet KHDAK timor dokusunda %4.5 oraninda PTEN
mutasyonu gorilirken 27?2, baska bir calismada %73.5 oraninda PTEN

ifade kaybi gdzlenmistir 27

. HCCB827 hucrelerine mutant pl10a geni
aktaridiginda, gefitinibe karsi direnc gelismistir ’*. PC9 hiicreleri ise
PTEN ifadesinin azalmasi ile gefitinib direnci gosterirken, H1650

hiicrelerinde PTEN ifadesi gdzZlenmemistir ™.
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La monica ve arkadaglanr EGFR ve mTOR inhibitor
kombinasyonunun 11 KHDAK hicre hattinda EGFR, KRAS, PIBK ve
PTEN ifadesi Uzerine etkilerini incelemis ve gefitinibe duyarl olan hicre
hatlarinn pS6K aktivitesinde dusUs gobzlerken, direncli olanlarda ise bir
degisim belilmemislerdir. Bu durum PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagnin
gefitinib direnciyle iliskili oldugunu gdstermektedir. Kombine tedavi ise 6
adet gefitinib direngli hucre hattna uygulanmig bunlardan KRAS
mutasyonu olan H460 ve SKMES-1 hicrelerinde ve p53 mutasyonu olan

H1299 hiicrelerinde sinerjik etki g&stermistir 27°.

Li ve arkadaslar
rapamycin ve neratinibin kombine etkisini L858R ve T790M mutasyonu
olan transgenik fare modelinde arastirmistir. Neratinib tek ajan olarak
periferal timorlerde tUmorin kigllmesini saglarken, rapamycinle birlikte
tim  timorlerde  kiglUlme  gozlenmistir.  Rapamycin  tek  basina
antittmorijenik  bir etkiye sahip olmadigli, ayrica erlotinible birlikte
uygulandiginda benzer sinerjinin gdozlenmedigi belirlenmigtir. Neratinib tek
ajan olarak kullanldiginda EGFR kinaz aktivitesini tamamen
engelleyememis, p-AKT ve p-S6 fosforilasyonu degismemistir. Ote
yandan neratinib rapamycin ile birlikte uygulandiginda PI3K yolagi inhibe

olmustur 277,

Bu Dbilgiler goéstermistir ki, EGFR mutant timdrlerde,
EGFR'nin yetersiz inhibisyonu ile hicre sagkalmi PISBK/AKT/mTOR sinyal
yolagi ile uyarilabilir. mTOR'un baskilanmasi hicre proliferasyonunu
azaltrken, apoptotik etki gdstermemektedir. Baska bir calismada ise
rapamycinin tek ajan olarak kullanimasi AKT nin fosforilasyonuna neden
olmaktadrr. Rapamycin ve analoglari mTORC1'e baglanmakta,
mTORC?2'yi  etkilememektedir. Sadece mTORC1?’in baskilanmasi
MTORC2’nin serbest kalmasini ve yolagin daha da aktiflesmesine neden
olmaktadr. mTORC2, AKTYyi fosforile ederek, apoptotik etkilerin

azalmasini saglamaktadir. Bu nedenle akciger kanserinde mTORC1
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inhibitorlerinin tek ajan olarak kullanmi basarisz olmustur 2. PI3K
inhibitorleri rapamycin ile birlikte uygulanirsa klinik agidan daha anlami
sonuglar elde edilecegi disuniimektedir. Ormegin, HER2 fazla ifade eden
meme kanseri hastalarinda PIBK ve mTORC1/2 ikili inhibitori BEZ253
uygulandiginda apoptozis uyariirken, everolimus uygulamasinda bu etki
goriimemistir 2°°. H1975 hiicre hattna BEZ235 uygulandiginda in vitro ve
in vivo gogalmayi durdurmug ancak apoptozisi etkilememistir. Ancak MEK
inhibitdéri selumetinib (AZD6244), BEZ235 ile birlikte uygulandiginda
H1975 xenograflarinda apoptozis ve timér kicllmesi goériimistir 2.
BEZ235’in MEK inhibitori PD325901 ile birlikte uygulanmasinin H1993
hlcrelerinde proliferasyonu azalttigi belilenmigtir. Bu kombinasyon c-
MET inhibitord PF2341066’'nn tek ajan olarak kullanmindan ya da
BEZ235 ile birlikte kullanmindan daha etkili olmustur. Dolayisiyla MET
amplifikasyonu olan timoérler icin PI3K ve MEK inhibitdrinin kombine

kullanmi gerekebilmektedir 28,

BIM (BCL2L11), Bcl-2 ailesinin proapoptotik bir Cyesidir.
Kaguk hicreli akciger kanserinde EGFR TKI uygulandiginda, BIM aktivite
artigi gozlenmektedir. Ancak Dogu Asyallarin %12’sinde BIM delesyonu
belirlenmistir. Bu durum, gefitinib ve erlotinib gibi TKIne direng gelisimine
neden olabilmektedir. Kiglk hulcreli akciger kanserli hastalarda bu
polimorfizmi tasiyanlar, tasimayanlara goére TKIne daha az cevap
vermektedir. Bir histon deasetilaz (HDAC) inhibitort olan vorinostat, BIM
polimorfizmi olan EGFR mutant kiguk htcreli digi akciger kanseri hucre
hatlarina uygulanpp EGFR-TKI direnci kirimaya c¢alisimistr. Vorinostat
uygulamasi BIM’in proapoptotik izoformu BH3’Un ifadesini arttrmis ve
gefitinibe duyarlligin artmasini saglamistir. Xenograft modellerde ise BIM
polimorfizmi olmadiginda gefitinib apoptozisi uyarmistr. Gefitinib ve
vorinostat kombinasyonu ise BIM polimorfizmi oldugunda da ayni sekilde

apoptozisi uyarmig, timorin kugulmesini saglamistr. HDAC inhibisyonu
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epigenetik olarak BIM proteininin tekrar islev gormesini saglamis ve
TKrne duyarlik kazandirmistir 22, Bizim calismamizda ise yedi hafta dox
verilip EGFR sinyallesmesi uyarian farelerde, 7 haftanin ardindan 2 ve 5
gun normal besinle beslendiklerinde tUmorlu akciger dokularinda p-EGFR
sinyallesmesindeki azalma ile birlikte, c-PARP ve BIM gibi apoptotik
parametreler artmistir. Bu durum mutant EGFR sinyallesmesi kesildiginde
tumorde apoptozisin arttigini gostermektedir. Bununla birlikte hicresel
proliferasyon yolaklarinda etkili olan molekdllerden p-AKT beklenmedik bir
sekilde artarken, p-ERK azalmistr. P-IGF-1R, p-STAT3 ve p-S6

aktivitelerinin gruplar arasinda anlaml olmadi§i goérdlmustar.

Goruldugu gibi hedefli terapilerde dahi hastalarda bir sire
sonra kullanilan ajana direng gelisebilmekte ve hasta tedaviden yarar
saglayamamaktadir. Bu direncin mekanizmasinin farkli mutasyon tiplerine
goére degisebilecedi dusunilmektedir, ancak heniz kesin bir mekanizma
tanimlanamamigtr. Tmoérde EGFR inhibitérlerine direng klonal segilim
nedeniyle de olabilir. TUmdr hicre populasyonu arasinda bulunan bir grup
hicre tumér olusurken EGFR inhibitérlerine direng saglayacak
mutasyonlara sahip oldugundan terapi uygulandiktan sonra sag kaliyor
olabilirler. Bu hipotezi dogrulayan baska bir gorUs ise bir hastada birden
fazZla diren¢ mekanizmasinin gelismesidir. SOX2 gibi pluripotensi
faktorlerinin  tUmorijenik dokularda rolinin arastirimasi, kanser kok
hicresinin  bulunmasi ve ilag direnci gibi durumlarda aydinlatici
olabilmektedir ve elde edilen bilgiler ileride kanser hastalar icin fayda

saglayabilecektir.

Hasta dokulan, gelistirdikleri direng mekanizmalan igin
molekuler ve histolojik olarak ayrintih incelenmeli ve ayrintih dizi analizleri
yapimalidir. Gelisen direng, onkogen bagimh timdérin heterojenitesinden

kaynaklanabilmektedir. Tedavi basladiginda hedeflenen molekuilin
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baskilanmasiyla tumor kugulse de, geride kalan hicreler daha yavas
¢ogalan ve tumdrin tekrar olugsmasini,  rejenerasyonunu  ve
heterojenitesini  saglayan hucrelerdir. Yeni molekiler ve teknolojik
gelismeler akciger kanserinde hedefli tedavi icin bir umut 1s191 olmaktadir.
Kanserli hucrenin ayrintili dizi analizi ve timorin molekdler profilinin
cikartimasi tedavide buyluk avantaj saglayacaktir. Akciger kanserinde
oldugu gibi molekuler dizeyde timor heterojenitesinin ve timor direng
mekanizmalarinin anlagiimasi ile kanser terapisinde cok 6énemli adimlarin

atlabilece@i dusuncesindeyiz.
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6. SONUC

Gunumuzde akciger kanseri hastalarinn ortalama sag kalm
sureleri uzatilabilse de, bu hastaligi ortadan kaldirabilecek etkili bir tedavi
halen bulunamamigtr. Hastalar tedavi basladiginda ilaca yanit vermekte,
ancak belirli bir sire sonra direng gelistirmektedirler. Gelisen direncin
molekiler mekanizmasi hastaya gore degisim goOsterebilmektedir. Son
yllarda kanserde pluripotensinin varligi belilenmis ve oOzellikle ilag

direncindeki roli 6nem kazanmigtir.

Calsmamizda EGFR mutant klUgUk hicreli digi akciger
kanser hucrelerinde ilaca yanitta c¢esitli pluripotensi transkripsiyon
faktorlerinin ve bazi hicresel yolaklarin rolinid arastrdik. EGFR TKI
olarak kullandigimiz erlotinib farkli zaman ve dozlarda EGFR mutant
hicrelere uygulandiginda SOX2 ifadesinin, hiicre tipine, uygulanan
zamana, doza ve hicrenin ¢ogaldigi ortama gore degisiklik gosterse de
ilaca yanitta Oonemli olabilecegini belirledik. Ayrica in vivo
calismalarmizda EGFR sinyal yolagi  doksosiklin  verildiginde
indUklenebilen CC10-EGFR L858R/T790M transgenik farelerde SOX2'nin
akciger adenokarsinom gelisiminde rol aldigini gosterdik. EGFR mutant
KHDAK hicre hatlarinda SOX2 geni sessizlestirildiginde hiicre ¢odalma
hiznin sadece HCC827 hcrelerinde degistigini, H1975 hiicre hattinda
kontrol grubu ile ayni kaldigini belirledik. Bununla birlikte SOX2 geni
susturulmus hucrelerde erlotinib ve ftriciribine yanitinin kontrol grubuna
gore farkllk gostermedigini belirledik. SOX2 eksikliginin timor olusumu
uzerine etkisini gesitli hicre konsantrasyonlarinda xenograft deneylerinde
arastrdigimizda tumor olusum kapasitesinde kontrole gore anlamh bir

fark olmadigini gosterdik.
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Kimyasal inhibitor caligmalarmizla kanser hucrelerinin sag
kalm ve hicre c¢ogalmasi igcin gerekli sinyal yolaklarindan biri olan
PIBK/AKT sinyal yolaginn SOX2 ifadesini duzenledigini belirledik.
LY290004 ve triciribine gibi PISBK/AKT yolak inhibitérlerinin SOX2 ifadesini
azalttigini gosterdik. Bununla birlikte SOX2 ifadesinin hicre hattina bagh

olarak hiicre yogunlugundan etkilendigini belirledik.

Calsmamizda SOX2'nin etkilendigi  hlcresel yolaklari,
SOX2'nin EGFR mutant KHDAK olusumunda rolu oldugunu ancak htcre
proliferasyonu ve ilag direncinde etkili olmadigini gdésterdik. SOX2 ve
diger pluripotensi faktorlerinin  gesitli  kanser tiplerinde  rolUnin
arastirimasi, pluripotensi ve ilag¢ direnci iligkisinin aydinlatimasi agisindan
ileride  kanser hastalari i¢cin daha uygun tedavi secenekleri

saglayabilecektir.
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7. OZET

EGFR Mutant Kigiik Hucreli Digi Akciger Kanseri

Gelisiminde ve Kemoterapi Direncinde Cok Potansiyelliligin Rolli

Erlotinib, EGFR mutant kigik hicre digi akciger kanseri
(KHDAK) hastalarinda sag kalmi uzatan bir tirozin kinaz inhibitoradur
(TKI). Hastalar 6-9 ay erlotinibe cevap vermekte ancak genellikle
EGFR'de gelisen ikinci bir mutasyon ya da MET amplifikasyonu nedeniyle
ilaca direng gelismektedir. SOX2, OCT4 ve NANOG gibi cesitli
pluripotensi transkripsiyon faktorlerinin ifadesinin goraldiglu diger bir ilag

direng mekanizmasi hucrenin farkllasmasi ile gelisebilmektedir.

Bu c¢alismada, CC10-EGFR L858R/T790M transgenik
farelerde, doksisiklin ile indUklenen mt-EGFR ifadesinin SOX2
ekspresyonu ile baglantii oldugunu gdzledikten sonra, SOX2'nin akciger
timorigenezinde ve ilag direncinde etkili olup/olmadigini arastirdik.
Oncelikle, EGFR mutant NSCLC hiicre hatlarini erlotinib ile inklbe ettik.
Erlotinib p-EGFR aktivitesini azaltrken, SOX2 ekspresyonu hicre hatti ve
hlcre kultiri kosullarina goére farkllik gdstermistir. EGFR TKI'ne duyarli
bir hicrede (HCC827) erlotinib, SOX2 ekspresyonunu azaltirken, duyarli
diger hicrede (PC9) once arttrp, zamanla azaltmigtir. TKI direncli
NSCLC hucre hattt H1975 de erlotinib, SOX2 ekspresyonunu arttirmistir.
SOX2'nin fonksiyon calismalari icin, hicreler SOX2 shRNA iceren
lentivirusle enfekte edildi. SOX2'nin genetik inhibisyonu HCC827
hicrelerinde bazal proliferasyonu azaltrken, H1975 hicrelerinde
etkilememigtir. Her iki hicre hattinda da SOX2 eksikligi erlotinibe
duyarliligi etkilememistir. Xenograft deneylerinde, shSOX2-HCC827 ve
shSOX2-H1975 hucreleri, kontrollerle ayni buyuklikte ve sayida tUumor
olusturdu. PIBK/AKT yolagi EGFR TKI direnci ile iliskili olabilecegi igin,
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hicreler PIBK/AKT inhibitorleriyle inktbe edildi ve SOX2 ekspresyonunun
doza ve zamana bagh olarak azaldigi gdézlendi. Ayrica SOX2
ekspresyonunun tum hicre hatlarinda hicre yogunlugundan etkilendigi

belirlendi.

Sonucta, calismamizda EGFR mutant NSCLC'de SOX2
ekspresyonunun PI3K/AKT yolaginin kontrolu altinda oldugunu ve hicre
yogunlugundan etkilendigi belirlenmistir. Ancak mt-EGFR nedeniyle
olusan akciger tumorlerinde ya da EGFR TKI kemoterapi direncinde

SOX2'nin etkili olmadigini gézledik.

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 PISK/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 TKiIs.

Keywords: NSCLC, EGFR, TKI, SOX2, PI3BK/AKT
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Projeleri:
Turk Toplumunda Aurora-A gen polimorfizmleri ve akciger kanseri
arasindaki iligkinin belirlenmesi

Akciger kanseri hicre hattinda Trastuzumab’in apoptozis ve survivin
ifadesi Uzerine etkileri

Akciger kanser kok hucreleri ve Notch sinyal yolagi
Gliobastoma kanser kok hiicreleri ve bu hicrelerin kemoterapi direnci
B16F10 Malign melanoma hicrelerinde ve bu hicrelerin aktaridigi

C57BL6 farelerinde Flavopiridol'in apoptoz sinyal yolaklarina etkisi
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