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OZET
Giilsiim GENCOGLAN, MD,PhD
Yazisma adresi: Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji Enstitst,

Temel Onkoloji Anabilim Dali, iZMIR

Malign melanom hiicre dizilerinde BRAF inhibitorii direncinin HIF 1

ekspresyonu ile iliskisinin arastirilmasi

Malign melanom en O&liimciil deri tiimorii olup son yillarda insidansi giderek
artmaktadir. melanomun kemoterapotiklere ve radyoterapiye yanitsiz olusu, BRAF
inhibitorlerine kars1 hizlhi gelisen direng tedavi giicliiklerinin basinda yeralmaktadir.
Melanomda MAPK yolagindaki mutasyonlar karsinogenezin kilit noktas1 olup bu
yolagin inhibitdrlerine karsi gelisen direncin engellenmesi tedavi stratejilerinin
temelini olusturmaktadir. Hipoksia, timor mikrocevresinde olusan diisiik oksijen
seviyesini tanimlamaktadir. Olusan reaktif oksijen tiirleri prolil-hidroksilaz enzimleri
uzerinden HIF-1a genini ve HIF-1a hedef mekanizmalarini etkilemektedir. Hipoksik
kosullar, hiicrede apoptoz veya proliferasyon gibi farkli yolaklar1 aktive
edebilmektedir. Hipoksinin BRAF inhibitorlerine direngte etkisi olup olmadigi heniiz
bilinmemektedir. Diren¢ gelisim mekanizmalarinin belirlenmesi ve muhtemel hedef
molekiillerin tanimlanmasi bu alandaki tedavi basarisizliklarinin 6niine gececek bu

hastalara daha uzun sag kalim hatta kiir sans1 taniyabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Malign melanom, BRAF inhibitor(, direng, tedavi, HIF

inhibitoru



ABSTRACT
Giilsiim GENCOGLAN, MD,PhD
Corresponding address: Dokuz Eylul University, Institute of Oncology,

Department of Basic Oncology, IZMIR

The relation of BRAF inhibitor resistance and HIF 1 expressions in malign

melanom cell lines

Malign melanom is the most fatal skin tumour with an increasing incidence. The
unresponsiveness to chemotherapy and radiotherapy and rapid resistance to BRAF
inhibitors are the main treatment difficulties. Mutations in the MAPK pathway are
the main factor in carcinogenesis in melanoma, and the inhibition of resistance to
MAPK inhibitors is principal for treatment. Hypoxia defines the low oxygen level in
tumour microenviroment. Reactive oxygen species effects the HIF-1a gene and HIF-
lo target mechanisms. Hypoxic conditions activates different pathways such as
apoptosis and proliferation. The effect of hypoxia on resistance to BRAF inhibitors is
still unknown. The determination of resistance mechanisms and definion of possible
target molecules will prevent therapy failure and obtain longer survival rates and

curability.

Key Words: Malign melanoma, BRAF inhibitor, resistance, therapy, HIF

inhibitor



1. GIRIS ve AMAC

Malign melanom, melanositlerden kdken alan en 6limcil deri timéruddr.
Geng eriskinlerde en sik rastlanan kanser tiirlerinden birisi olup insidansi son yillarda
artis gostermektedir. Malign melanomda MAPK yolaginda, %20 oraninda NRAS,
%50 oraninda BRAF mutasyonu oldugu genis serilerde gosterilmistir. Bu bulgunun
ardindan yolagi hedef alan BRAF ve MEK inhibitorlerine yiiksek tedavi yanitina
karsin, ortalama olarak tedavinin 7. ayinda BRAF inhibitorlerine direng gelismekte
ve bunun ardindan hizli tiimor progresyonu meydana gelmektedir. Kemoterapotik

ajanlara direng, insan kanserlerinin klinik tedavisinde en biyik engellerden biridir.

HIF-1 (Hipoksi ile induklenen faktor-1) transkripsiyon faktorl, hipoksiye
adaptasyon cevabmin gelisiminde anahtar rol oynayan diizenleyici bir proteindir.
HIF-1 protein sentezi PI3K ve ERK mitogen-activated protein kinase (MAPK) sinyal
iletim yollarmin aktivasyonuyla diizenlenir. Bu transkripsiyon faktoriiniin
aktivasyonu ile vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve diger hedef genlerin
ekspresyonunun artmasi ve anjiyogenezin hizlanmasi s6z konusudur. Bu proteinin
etki ettigi diger mekanizmalar, ¢cok sayida genin transkripsiyonunun diizenlenmesi,
hlcrelerin dediferansiyasyonu, vaskularizasyon, otokrin blyime faktor Gretimi
proliferasyon, invazyon ve metastaz, metabolik yeniden programlanma, timaor

biliylimesinin artmasi olarak siralanabilir.

IGF-1, EGF, insilin, PDGF, malign melanomda BRAF inhibitérlerine olan
direngte muhtemel etkenler olarak bildirilmektele birlikte direncin hipoksik yanitla

iliskisi konusunda bilgi yoktur.

Malign melanomda diren¢ gelisiminde, hiicre i¢i birden fazla yolagin rol
oynadigit ve bunlarm kesisim yerlerinin HIF modulasyonu olabilecegini
diisiinmekteyiz. Malign melanomda BRAF inhibisyonun bu yolaga etkisi ve HIF
inhibisyonu ve aktivasyonundan nasil etkilendigi, diren¢ gelisiminde anahtar rol
istlenip istlenmedigiyle ilgili bilgi yoktur. Bu PI3K ve MAPK sinyal iletim

yollariin arasinda onemli bir diizenleyici olan bu proteinin diren¢ gelisimindeki



roliiniin anlasilmast yeni hedef molekiillerin tanimlanmasi, metformin gibi mevcut

HIF inhibitorlerine yeni kullanim alan1 agabilir.

Bu c¢alismada Melanom BRAF V600E mutasyonu pozitif hiicre hattinda
vemurafenib direnci olusturulduktan sonra HIF 1 ve iliskili yolaklarin aktivasyonu
degerlendirilecektir. Ilag direnci ile ilgili olabilecek molekiiler hedefler yeni

tedavilerin gelisimine temel olusturacak bilgilerin elde edilmesi hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

Malign melanomun 6liimciil metastaz yapma egilimi, kemoterapotiklere ve
immunmodulatuar tedavilere direnci agresif klinik davranisinin nedenleri olarak iyi
bilinmektedir (1,2). Gegen yiizyllda MAPK yolagindaki mutasyonlarin bu tiimorde
anahtar rol oynadiklar1 saptandi. En erken ve en sik saptanan genetik degisiklik
BRAF proto onkogeninde meydana gelen (T1799A) nokta mutasyonu sonucunda
ortaya ¢ikan BRAF V600E mutasyonudur. Mutasyon melanomlarin %50-60’1inda
gorulmekte olup MEK/ERK sinyal iletiminde aktivasyona ve tumoral proliferasyona

neden olmaktadir (3).

Vemurafenib FDA tarafindan maling melanom tedavisinde ilk onaylanan
BRAF inhibitorii olup BRAF mutasyonu (+) tiimorlerde %81 gibi yiiksek bir yanitla
timor boyutunda kiigiilme saglamaktadir. Ancak, bu basarili klinik yanita karsin
tedavinin 6-7. ayinda istisnasiz tiim hastalarda direng gelismektedir (4). Direng
gelismis melanomlu hastalarin doku 6rneklerinde yapilan ¢alismalarda MEK1C121S
mutasyonu tespit edildi (5, 6,7). Direng gelisimini engellemek i¢in tedaviye MEK
inhibitorleri eklendiginde yine ortalama 13 ayda tedaviye direng¢ gelistigi gézlendi
(4). Anti kanser ilaclara diren¢ cok iyi bilinen bir fenomen. Malign melanomda

BRAF inhibitorlerine direng birkag¢ yoldan gelisiyor olabilir.

1. MAPK yolagindaki diger kiigiik molekiiller BRAF molekiilii yerine CRAF
ya da ARAF dimerleri MAPK yolaginin aktivasyonunu sagliyor olabilir
(8,9). BRAF inhibitorii AZ628 ile tedavi edilen M14 insan melanom hiicre
hatlarinda CRAF protein diizeylerinin arttif1 gdosterildi (9). Ancak bu
durum tek basma diren¢ gelisiminden sorumlu gibi goériinmiiyor ¢iinku
BRAF ve MEK inhibitdrleri ile kombine tedavi alan hastalarda da stre

biraz daha uzun olmakla birlikte diren¢ gelisimi engellenemiyor.

Tiimorogenezde MAPK yolagi cok 6nemli bir yolak olabilir ancak hedefe

yonelik tedavilere direngte tek basina rol oynamiyor gibi goriinmektedir.



2. BRAF domaininde ilacin baglanmasini engelleyen yeni mutasyon
gergeklesmis ve bu nedenle BRAF inhibitérii mutant BRAF a
baglanamiyor olabilir. Ancak yapilan c¢alismalarda direngli hiicre
kultarlerinden elde edilen B-RAF kinazlarin vemurafenibe direngli
olmayan hiicreler gibi yanit verdikleri bu hiicrelerde V60OE mutasyonunu
korundugu Baglanma domaininde herhangi bir degisiklik olmadigi
saptanmustir (10).

3. MAPK yolagi disinda PI3K/AKT yolag: aktivasyonu gergeklesiyor olabilir.

Son galismalarda, IGF-1’in hem BRAFV600E mutasyonu bulunan hem de wild

tip hiicrelerde PI3K yolagi iizerinden etki ederek, TNF-a aracili apopitozdan
melanom hiicrelerini korudugu saptanmistir (11, 12). Melansitler noral krestten
koken alan hticreler olup normalde EGFR eksprese etmezler. Ancak benzer sekilde
MEK ve BRAF inhibitérlerine maruz kalan melanom hiicrelerinde EGFR (13,14) ve
PDGFR upregulasyonu oldugu gosterilmistir (15). Tiim bu bulgular 15181inda tiimoér
hiicrelerinde MAPK yolaginin bloke edilmesiyle hiicre i¢i sinyalizasyonu yeniden

duizenleniyor gibi gorinmektedir.

HIF-1 (Hipoksi ile induklenen faktor-1) transkripsiyon faktord, hipoksiye
adaptasyon cevabimin gelisiminde anahtar rol oynayan diizenleyici bir proteindir.
HIF-1 protein sentezi PI3K ve ERK mitogen-activated protein kinase (MAPK) sinyal
iletim yollarmin aktivasyonuyla diizenlenir. Bu transkripsiyon faktoriiniin
aktivasyonu ile yine bir biyume faktorl olan vaskiler endotelyal biyime faktorl
(VEGF) ve diger hedef genlerin ekspresyonunun artmasi ve anjiyogenezin
hizlanmasi s6z konusudur. Bu proteinin etki ettigi diger mekanizmalar, ¢ok sayida
genin  transkripsiyonunun  dizenlenmesi,  hucrelerin  dediferansiyasyonu,
vaskularizasyon, otokrin biyime faktori Gretimi , proliferasyon, invazyon ve
metastaz, metabolik yeniden programlanma, tiimdr biiyiimesinin artmasi olarak
siralanabilir (16,17). Tiim bu bilgiler 1s1831nda malign melanomda direng gelisiminde
hiicre igi birden fazla yolagin rol oynadigi ve bunlarin kesisim yerlerinin HIF

modulasyonu olabilecegini diisiinmekteyiz. Malign melanomda BRAF inhibisyonun



bu yolaga etkisi ve HIF inhibisyonu ve aktivasyonundan nasil etkilendigi, direng

gelisiminde anahtar rol {istlenip tistlenmedigiyle ilgili bilgi yoktur.

Bu PI3K ve MAPK sinyal iletim yollarinin arasinda onemli bir diizenleyici

olan bu proteinin direng gelisimindeki roliiniin anlasilmas1 yeni hedef molekiillerin

tanimlanmasi, metformin gibi mevcut HIF inhibitorlerine yeni kullanim alani

acabilir.

Calisma amacimiz;

Melanom BRAF V600E mutasyonu pozitif hiicre hatlarinda BRAF

inhibitor direng gelisiminin HIF 1 ile iliskisinin degerlendirilmesi

HIF inhibitorlerinin kombinasyonunun tedavi yanitina etkisinin

degerlendirilmesi

Mutasyon farkliliklarinin direng gelisim siirecindeki roliinlin ortaya

konulmasi

4. Direng gelistirmis hiicrelerin morfolojik analizi ve muhtemel adaptif yanitlarin

aciklanmasin planladik.



3. GEREC VE YONTEM
3.1 Arastirmanin Tipi

Bu caligma tanimlayici bir arastirma olarak gergeklestirilmistir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu ¢alisma Eyliil 2013- Ocak 2018 tarihleri arasinda, Celal Bayar Universitesi
Dermatoloji, Histoloji & Embiryoloji ve Dokuz Eylul Universitesi Onkoloji

Enstitlisti’'nde yiirtitiilmiistiir.

3.3. Arastirmanin evreni ve 6rneklemi

Bu calisma BRAF V600E mutant malign melanom hiicre hatlarindaki BRAF
inhibitor direnci gelistirilen ve kombine tedavi yaklagimi uygulanan ¢alisma kollar1

aragtirmanin evrenini olusturmaktadir.
3.4. Calisma Materyali

Bu c¢alismada, kolorektal kanser hiicre hatlar1 kullanilmistir. A375
(Homorozigot BRAF V600E mutasyonu tagiyan, ATCC) ve IGR39 (Heterozigot
BRAF V600E mutasyonu tagtyan, DMSZ) hiicre hatlari, DMSZ ve ATCC ’den satin

alind.
3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Bu ¢alisma BRAF V600E mutant malign melanomda BRAF inhibit6r direnci
ve HIF inhibitér kombinasyonunun tedavi etkinligi agisindan tanimlayici bir ¢alisma
oldugu i¢cin melanomda BRAF inhibitor direnci gelisimi siireci bagimli degisken;
analizi yapilan hiicre tanimlayici yiizey ekspresyonlar1 ve yolak analizleri ise

bagimsiz degiskendir.



3.6. Veri Toplama Araclari
3.6.1. Hucre Hatlar1 ve Geleneksel Hiicre kiiltiirii
Kullanilan Malzemeler- Cihazlar

o Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM 4 g¢/L glucose, 4.0 mM L-
Glutamine) (Gibco by Life Technologies, Katalog no: 11965-092, Grand
Island, NY, USA)

o Fotal sigir serumu (Gibco by Life Technologies, Grand Island, NY, USA)

o Penisilin- Streptomisin (10,000U/ml) (Gibco by Life Technologies, Grand
Island, Katalog no: 15140-122, NY, USA)

o Fosfat tamponlu tuz ¢dzeltisi pH 7.4 (1X) ([-] kalsiyum klorur [-] Magnezyum
Kloriir) (Gibco by Life Technologies, Grand Island, NY, USA)

o Dimetil sulfoksit (DMSO) (Sigma Aldrich, USA)

o Mikropipet set (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)

o Kimwipes (Kimtech Science Brand, Kimberly-Clark Worldwide, Inc, USA)

o 0.05% Tiripsin-EDTA (1X), Fenol-Kirmizi (Gibco by Life Technologies,
Grand Island, NY, USA)

o Tripan mavisi (Sigma Aldrich, USA)

e 25cm? hiicre kiiltiir flask1 (MedSupply Partners, USA)

e 75cm? hiicre kiiltiir flask1 (MedSupply Partners, USA)

o 50 mililitre (ml) tup (MedSupply Partners, USA)

o 15 ml tip (MedSupply Partners, USA)

o Serolojik pipet-10 ml (MedSupply Partners, USA)

o Serolojik pipet-5 ml (MedSupply Partners, USA)

o Etanol (MedSupplyPartners, USA)

o Karbondioksit inkébator (Thermo Scientific, USA)
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Tumor hicreleri olarak BRAFV600E mutasyonu pozitif A375 (Homorozigot BRAF
V600E mutasyonu tasiyan, ATCC) ve IGR39 (Heterozigot BRAF V600E mutasyonu
tastyan, DMSZ) hiicre hatlar1 kullanildi. In vitro 3D, matrijel modeli olarak
uygulanacak ve hiicrelerin devamliligi saglandi. Mikro cevre degiskenleri olarak

hipoksi, HIF-1 modiilatérleri uygulandi.
Calisma gruplar1 her bir hiicre hatt1 i¢in;
Grup 1: Kontrol
Grup 2: AZ628
Grup 3: Px478 + AZ628
Px478 sitotoksik etkisi saptanmadigindan deney kolu olusturulmada.
3.6.2. Hucre Kulturd testleri

Kanser hiicre hatlar1 uygun hiicre Kultiirii ortamlarinda tretildi (37°C’de, %5’lik
CO2, %10 FBS (fetal bovine serum) (Biochrom), %21 antibiyotik/antimikotik
iceren RPMI (Biochrom) igerisinde iiretilecektir.) Invaziv hiicre hatlar igin
“Basement membran extract” (BME) ile transwell kaplandi. Transwell icindeki
hiicreler FBS ile uyarilir ve membrandan gecen hiicreler belirlendi. Hiicreleri
plate’den kaldirmak ve pasajlamak i¢in %0,25 EDTA igeren tripsin (Biochrom),
kullanildi. Hiicreler 20X biiyiitme alani olan faz kontrast mikroskopta incelenerek

canlilik tayini yapildi.

Hiicreler, normoxic kosullarda 370C’de, 20% 02, 5% CO2, ve 75%N2 igeren

nemli inkibator icerisinde inkiibe edildi.
In vitro ¢alismalar i¢in melanoma hiicre hatlari,
— Heterozigot BRAF V600E mutasyonu tagiyan IGR-39 (DMSZ)

— Homozigot BRAF V600E mutasyonu tasiyan A-375 (ATCC)
kullanildi.
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BRAF mutasyon analizleri her bir hiicre hatt1 i¢in yapilarak mutasyonlar teyit edildi.

AZ628 (vemurafenib) ve Px478 (HIF-1a inhibitori) literatiir taramasi sonucu 5 farkl

doz belirlendi.

Hdicre kulttrlerinin 24. saatinde
— IGR-39 hiicre hatt1 i¢in 100, 75, 50, 25 ve 12,5 uM dozlarinda AZ628
— A-375 hiicre hatt1 i¢in 10, 1, 0,1, 0,01 ve 0,001 uM dozlarinda AZ628

— Her iki hicre hatt1 i¢in 50, 25, 12,5, 6,25 ve 3,125 uM dozlarinda
Px478

Kimyasallarin uygulanmasindan sonra hiicre proliferasyonu Real-time hicre analiz
sitemi ile (xCelligence, Roche) 48 saat boyunca 60 dakikalik araliklarla 6lgiilerek her
hicre hatti igin IC50 degerleri hesaplandi. Her bir kimyasal konsantrasyonu igin 3

tekrar yapildi.
3.6.3. XCEL L igence ile hiicre biiyiimesi ve cogalmasi deneyi

XCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RTCA)’nin sitotoksisite deneylerinde
kullaniminin amaci Cl (cell index-hiicre igerigi) degerlerine ulagmak i¢in gereken
zamanin belirlenmesidir (Ureticiler 0,5-1 aras1 olmasini énermistir). 100 pL hiicre
kiiltiir mediumu igeren kuyucuklarin arka fonu oOlgiilecektir. Hiicreler, petriden
tripsin/EDTA muamelesi ile ayrilacak, hiicre kiiltiiriinde tekrar siispanse hale
getirilerek ve 50 uL igerisinde 2,5%103, 5x103 ve 7,5%103 hiicre olacak sekilde
ayarlandi. Bu hiicre siispansiyonlari, 100 pL hiicre kiiltiirii iceren kuyucuklara
ilave edildi. Her bir hiicre konsantrasyonu i¢in 6 kuyucuga ekim yapilarak, 30
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve plaka okuyucuda surekli Ozdireng
hesapland:. Islemlerin tamami tabakali akim kabininde gereklestirildi. Huicreler,
37°C’de, %5 nemlendirilmis CO2 atm’de gergcek zamanli goriintiilendi. Cl, 145
saat boyunca 15 dakikada bir kaydedilecektir. DMEM igeren kuyucuklar, 6zdireng
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ana hatti Ol¢limleri igin negatif kontrol olarak kullanildi. Deney boyunca

mikrokuyucuklarin son hacmi 200 pL olacak sekilde ayarlandi.
3.6.4. Direnc gelisimi deneyleri

Direng gelisimi deneyleri i¢in hiicreler 6 kuyucuklu plate’lere 105/kuyucuk olacak
sekilde ekildi.

» 24 saat sonra, hiicre hatlar1 2’ser gruba ayrildi. HIF inhibitorii tek basina
sitotoksik etki gostermediginden deney kolu olusturulmadi. Hiicreler 72 saat
kimyasallarla inkiibe edildikten sonra kiiltiir ortami taze besi ortamiyla

degistirilerek 72 saat boyunca wash out yapildi.

Kimyasal ve wash out uygulamasindan olusan bu 144 saatlik siire¢ 1 siklus
olarak kabul edildi. Sikluslar ardil olarak tekrarlanarak hiicreler {izerinde direng
gelistirildi. Sonrasinda direng gelisiminin tiim gruplarda yiiksek dozlarda teyit
edildi.

3.6.5. HIF-1alfa proteinin ve bu genin regilasyonunda rol oynayan ve

hedefledigi mekanizmalarin 6l¢iimii:

HIF1 alfa ve HIF2 alfa proteinlerinin ekspresyon diizeyi western blot yontemi ile
6lctldd. Bunun icin rabit poliklonal anti HIF-lalfa ve anti HIF-2alfa birincil

antibodileri ve Mouse anti-rabit ikincil antibodileri kullanilda.

Immiinositokimya

Kullanilan Malzemeler- Cihazlar

Nestin primer antikor (Abcam, MA, USA)
Oct¥a primer antikor (Abcam, MA, USA)
CD133 primer antikor (Abcam, MA, USA)
PGKL1 primer antikor (Abcam, MA, USA )
CMET primer antikor (Abcam, MA, USA)
STAT3 primer antikor (Abcam, MA, USA)
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o PTEN primer antikor (Abcam, MA, USA)

o MEKZ1 primer antikor (Abcam, MA, USA)

o HmBA45 primer antikor (Abcam, MA), USA)

o Hematoksilen eosin (Abcam, MA, USA)

o 4% Para-formaldehit (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA)
o Parafin, Lam, lamel, alkol

. Isik mikroskop (Nikon, USA)

-“poly-I-lysine” ile kaplanmig lam tizerinde cytospin ile hiicreler alindi

-Antijen retrival: sitrat buffer (ph:6) hazirlanarak lamlar sitrat buffer (ph:6)
soliisyonuna alind1 ve mikrodalga firinda kaynatildi. Mikrodalga firinda 5 dk. 800
watt’a soklandi. ik kaynama olduktan sonra enerji 150-200 watt’a diisiiriilerek 15
dk. kademeli soklama yapildi. Siire sonunda enerji kesildi ve lamlar 20 dk. Oda
1s1sinda sogumaya birakildi

-Lamlar deiyonize distile su ile yikand1

-Lam yuzeyindeki su uzaklastirilarak dokularin etrafi pap-pen ile gizildi

-Endojen enzim blokaji: dokulara % 3’ liik H202 soliisyonu damlatilarak 10 dk
bekletildi

-Lamlar PBS ile yikand1

-Antikor blokaji: dokulara “blocking reagent-ultra v blok- Labvision” damlatilarak 5
dk.

bekletildi

-Primer antikor ile inkiibasyon: soliisyon lam yiizeyinden uzaklastirildi. Dokulara
primer antikor damlatildi. pl6INK4a Ab-7(CIN-tec p16 INK4A histology Kit) 1/50
oraninda 45 dk. 1 saat inkube edildi.

-Lamlar PBS ile yikand1 ve ardindan 5 dk. PBS te beketildi

-Dokulara Sekonder antikor “biotinylated goat anti-polyvalent-Labvision/linking”
damlatildi ve 20 dakika inkiibe edildi

-Lamlar PBS ile yikand1 ve ardindan 5 dk. PBS te beketildi
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-Dokulara “streptavidin peroksidaz-Labvision/labelling” damlatilarak 20 dk. inkiibe
edildi

-Lamlar PBS ile yikand1

-Kromojen ile inkiibasyon: “aminoetil karbazol/AEC substrate buffer” damlatilarak
10 dk. bekletildi

-Lamlar deiyonize distile su ile yikand1

-Mayer’s hemotoksilen ile 30 sn.zemin boyanmasi yapildi

-Lamlar bol su ile yikand1

-Lamlar “aques medium” ile kapatildi.

Immiinreaktivitenin degerlendirilmesi:
Boyanma yogunlugu: pozitif boyanan hiicre sayist1 10 alanda sayilarak yapildi

ardindan H skoru hesaplandi.

3.6.6. Floresan Immiinositokimya

Kullanilan Malzemeler- Cihazlar

o E-kaderin primer antikor (Abcam, MA, USA)

o N-kaderin primer antikor (Abcam, MA, USA)

o Vimentin primer antikor (Novus Biological, CO, USA)

o 4% Para-formaldehit (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA)

. S1gir serum albiimin (Sigma Aldrich, MO, USA)

o Triton X-100 (Sigma Aldrich, MO, USA)

o Alexa Fluor-488-goat anti-mouse (Life Technologies, CA, USA)

o Alexa Fluor-568 goat anti-rabbit (Life Technologies, CA, USA)

o Alexa Fluor-647 donkey anti-chicken (Jackson ImmunoResearch Lab,
PA, USA)

o 4’ 6-Diamidino-2-Phenylindole,Dihydrochlroride (DAPI) (Invitrogen
Molecular Probes, OR, USA)
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o Fosfat tamponlu tuz cozeltisi pH 7.4 (1X) (PBS) ([-] kalsiyum Kklorir [-]
Magnezyum Klorlr) (Gibco by Life Technologies, Grand Island, NY, USA)

o Floresans mikroskop (Zeiss, Axio Observer, USA)

EMT siirecinin direng gelisimi ile indiikklenip indiiklenmedigini gdstermek
amaciyla immiinohistokimya boyamalar1 yapildi. Hiicrelerin ortami hiicrelere zarar
vermeden aspire edilip atild1 ve hiicreler PBS ile dikkatlice yikandi. Ardindan, %4
para-formaldehit (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) ile 20 dk oda
sicakliginda inkiibe ederek hiicrelerin fikse olmasi saglandi. Fiksasyondan sonra
hicreler boyama tamponu [PBS i¢inde %1 sigir serum albiimini (Sigma Aldrich, Cat
no: A2153, St. Louis, MO, USA) ve %0.3 Triton X-100 (Sigma Aldrich, Cat no:
T9289, St Louis, MO, USA)] icinde diliie edilmis E-kaderin (Abcam, abl1416,
Cambridge, MA, USA) (dilisyon1:250), N-kaderin (Abcam, ab12221, Cambridge,
MA, USA) (dilisyon 1:500) ve Vimentin (Novus Biological, NB300-223, Littleton,
CO, USA) (diliisyon1:250) antikorlar1 ile gece boyunca 4°C’de inkiibe edildiler.
Gece boyunca stiren inkiibasyondan sonra, primer antikor kalintisinin kalmamasi igin
hiicreler iki defa PBS ile yikandi. Yikama basamaklarindan sonra, hiicreler Alexa
Fluor-488 (Life Technologies, A-10667, Carlsbad, CA, USA) (dilisyon 1:1000),
Alexa Fluor-568 (Life Technologies, A-11011,Carlsbad, CA, USA) (dilisyon1:500)
veAlexa Fluor-647 (Jackson ImmunoResearch Lab, 703-606-155, West Grove,
PA, USA) (dilisyon 1:500) sekonder antikorlari ile oda sicakliginda hafif calkalama
esliginde 2 saat inkiibe edildi. Sekonder antikorlarin uygulanmasindan sonra DNA,
nukleus boyasi 4’,6-Diamidino-2-Fenilindol, Dihidroklorir (DAPI) (Invitrogen
Molecular Probes, D1306, Eugene, OR, USA) (diliisyon 1:1000) ile oda sicakliginda
5 dk inkiibe edildi. Tim boymalarin ardindan hiicreler dikkatlice yikandi ve
floresans mikroskop ile uygun dalga boyu secilerek (E-kaderin icin 488, N-kaderin

icin 568,) gorintilendi.
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3.7 Arastirma plani

1) Medipol Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 23/01/2015
tarihinde 10840098-49 sayil1 karar numarasiyla etik kurul onay1 alinmasi (2015)

\¢

2) Tiirk Dermatoloji Dernegi tarafindan Arastirma Bursu olarak arastirma biitgesinin
kabulu ve malzemelerin temin edilmesi (2012.KB.SAG.003) (2015- 2016)

Vs

3) Melanom hiicrelerinin gogaltilmasi (2015)

%

4) Direnc gelistirilmesi (2015- 2016)

V4

5) Hiicrelerde direng sonrasi morfolojik degisimin tespiti nedeniyle hiicre tanimlama

calismalari igin Celal Bayar Universitesi BAP komisyonuna proje sunumu ve projenin kabul

edilmesi ( 2016)

6) Floresans imminositokimya deneylerinin optimizasyonu ve epitelyal mezenkimal

transisyonun gosterilmesi, immunhistokimya ¢alismalarinin tamamlanmasi (2016- 2017)

V4

7) Transkriptom analizlerinden elde edilen verinin biyoinformatik ve istatistik tabanli

Vs

8) Literatiir taramasi, tezin, tezden elde edilen yaymin yazilmasi ve bilimsel dergiye

gonderilmesi (2017- 2018).

yazilimlarla analizi (2017)
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3.8 Verilerin Degerlendirilmesi

Calismada dogrultusunda gerceklestirilen tiim deneyler 3 kez tekrarlandi. Immiinositokimya
fotograflarindan goriintii analizleri Image J programu ile gerceklestirildi ve elde edilen piksel
degerleri anlamlhilik acisindan istatistiksel olarak degerlendirildi. Dinamik ve statik olmak
tizere, iki deney grubu arasindaki anlamliligin degerlendirilmesi Non-parametrik Mann
Whitney U testi ile yapildi. [statiksel analiz SPSS V.21.0 (SPSS, Chicago, Illinois, USA) ile
gerceklestirildi. istatiksel anlamlilik degeri p<0.05 olarak degerlendirildi. Olgtilebilir

degiskenler t testi ile analiz edilecektir. Sayilabilenler ki-kare testi ile analiz edildi.

Iki grup arasindaki farkliliklarin analizi i¢in Mann-Whitney U testi
yapilacaktir. P degeri <0.05 olarak kabul edildi. Yolak analizi igin Pathway Studio
programi kullanildi.  Sag kalim {iizerine etkili faktorler Kaplan Meier ve Cox
regresyon analizi ile degerlendirilecektir. Protein ve sitokin analizleri ¢oklu

yontemlerde Bio-Plex Data Pro Software (BioRad) ile yapildi.

3.9. Arastirmamin Simirhhiklari

Bu calismada 2D hiicre kiiltiir teknikleri kullanilmustir. Deneyler siiresince 6nemli bir
sorun ile Kkarsilasilmamistir. In-Vitro ¢alismalar her zaman tam olarak organizmadaki
biyolojik siireci tam olarak mimetize etmekte ne yazik ki yetersiz kalmaktadir. Bu ¢alismada
anti-timéral immunolojik yamit ve direng gelisimi sonrast bu iki farkli davranig paterni
gocsteren mutasyon tipinde timdr davraniginin surveye olan etkisini ortaya koyacak klinik

calismalarin planlanmasi uygun olacaktir.
3.9. Etik Kurul Onay1

Bu c¢alisma Medipol Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan 23/01/2015 tarihinde 10840098-49 sayili karar numarasiyla etik kurul onayi
almistir (Ek 1).
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3. BULGULAR

Her iki hiicre hattinda mutasyon analizleri yapilarak dogrulandi sonra her hiicre hatti

i¢in IC50 dozlar1 hesaplandi. Bulgularimiz asagidaki sekilde 6zetlenmistir.

A
CACTGTAG g
100]
Wild type Control 75
Codon 600 50
25|
| rem=s
3 s T C G T A T [ 4 T G T A G
B CWCTGTAG
IGR-39 Cell Line b
Mutant Codon 600 75)
P.V6OOE; C.1T99T>A %0 = *\
(Substitution) 0 : o i
E s T 3 G T T [3 T G T A G
5 10
Cc
CWCTGTAG CEN
A375 Cell Line b :
Mutant Codon 600 75
P.V60OE; C.AT99T>A %0 —_—
(Substitution) H |
T (4 T T L

Cell linename

IGR-39
A375

IC50 doses for AZ628

100 pM
10 uM

Sekil 1 : Her bir hiicre hattinda BRAF mutasyon analizleri
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o 50 uM
= 25uM
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-
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Cell viability (%)

D

Sekil 2 : Heterozigot mutant hiicre hatt1 IC50 doz ¢aligmasi
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AZ628 Application on A375 Cell Line
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Sekil 3: Homozigot mutant hiicre hatt1 IC50 doz ¢aligsmasi

AMMINININY

= Control
m 50 M
= 25uM
= 125uM
6.25 uM
3 3.13pM

A375 ve IGR39 hiicre hatlarinda; Vemurafenib (AZ628)’in tek basina kullanildig

kuyucuklarda 6. siklustan sonra diren¢ ve koloni olusumu gerceklesti, direng yiliksek

dozlarda ilag uygulanarak teyid edildi.



AZ628 Application on A375R-A/P50-2 Cell Line
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AZ628 Application on IGR-39R-A50 Cell Line

150
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o2 100 uM

= 50 uM

=3 10pm

5um

= 1ym

3 32 uM Cisplatin

Cell viability (%)

Cell viability (%)

%
|

300+
E=A Control

E3 100 pM

=1 50 M

[ 10 pM

5uM

1uM

ER 32 pM Cisplatin

Cell viability (%)

Dose

200

50

E=E Control

B3 500 uM

£ 250 M

[ 100 pM

50 uM

25 uM

EA 32 pM Cisplatin

AZ628 Application on IGR-39R-A/P50 Cell Line
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= 25uM
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Sekil 3: AZ628 uygulamasi sonucu direng kazanan IGR-39R (100 puM) ve A375R
(10 uM) hiicre hatt1 iizerinde 500 uM’a kadar AZ628 dozlar1 uygulamasi, 48 saat

sonrasi hiicre canlilik grafikleri.
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D
150+
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E= Kontrol
&3 A375
X 100+
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Sekil 5: A375 hiicre hatlarinda; Vemurafenib (AZ628)’in tek basina kullanildig:

kuyucuklarda 6. siklustan sonra direng ve koloni olusumu
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Sekil 6: IGR-39 hiicre hatlarinda; Vemurafenib (AZ628)’in tek basia kullanildigi

kuyucuklarda 6. siklustan sonra direng ve koloni olusumu

N

120 120 -
|
100 \% 100 -
c c
=} =)
‘w80 » 80 A
W
9 \ -3
S 60 60
i i
T 40 o 40 1
T T
20 20
0 0 -
IGR39 IGR39-A50 A375

Sekil 7: Hiicre hatlarinda ve direngli kolonilerde HIF1 ekspresyon diizeyleri
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Vemurafenib ve HIF inhibitoriiniin birlikte kullamldigi kuyucuklarda 3. siklusda
siddetli sitotoksisite nedeniyle dozlamaya devam edilemedi. Kalan az sayida
hiicrede, hiicre morfolojilerinde farklilasma goézlemlenmeye basladi. Morfolojisi
degisen hiicrelerin karekterizasyonu ve direngli koloni elde edilmesi i¢in kombine
tedavi uygulanan deney kollarina 10 siklus wash out periyodu uygulandi ve ardindan
kombine tedavi verildi. 2 siklus sonra bu grupta da direncli hiicreler elde edildi.

Sekil 8: A.10 uM AZ628, B.10 uM AZ628 ve 50 UM Px478 uygulanan A375 hiicre
hattinin 3. siklus sonrasi goriintiisii. C.100 uM AZ628, D.100 uM AZ628 ve 50 uM
Px478 uygulanan IGR-39 hiicre hattinin 3. siklus sonras1 goriintiisii.
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Sekil 9: Tim direncli kolonilerde HmB45 (C-D) ve S100 (A-B) dogrulamasi

Tim direngli kolonilere 6zellikle morfolojisi degisen hiicreleri teyit etmek igin
HmMB45 (C-D) ve S100 (A-B) dogrulamasi yapildi. Daha sonra hiicrelerin morfolojik

analizi icin immunhistokimya ¢alismalar1 uygulandi.



Tablo 1: immunhistokimya calismalar
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HSCOR | A375 A375R- | A375R- IGR39 IGR39- |IGR39-
E % A50 A/P50-2 39R-A50 |A/P50-2
C-Met 9+1.49 (00 29.8 £6.27 [ 12+0.5 6.7 +0.82 [20.7 +
5.42
Oct % 90. 0x|0=0 0+0 00 27.4 *116.2 +
6.99 7.05 1.75
Pgk 1 334 £(625 |00 60.9 £7.25 [ 46.0 +139.64 =+
2.68 6.70 6.28 3.56
Nestin 178 £|0x0 0+0 0x0 00 0+0
2.57
CD133 |[461.1 409.3+4.0 | 366 + 5.30 | 446.7+15.0 | 496 +14183 =
+6.11 4 1 1.73 1.53
MEK1 376+46.1 {409+ 0 284.8+81.1 | 58.67+33.3 | 487.7+2.5 [42.67+9.2
9 1 1 2 3
PTEN 200+ 0 200+ 0 200+ 0 240+17.32 [266.7 =*|226.7 =
2.52 11.55
STAT3 [200+0 300+ 0 200+ 0 200+ 0 300+ 0 300+ 0

IGR39 hiicre hattinda Oct % ve CD133 ekspresyonunda tekli tedavide daha belirgin

olmak flizere artis saptandi. Bu durum tiimér hiicrelerinde kok hiicre benzeri

transformasyon olarak yorumlandi.
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IGR39-A/P50

Sekil 10: IGR39 hiicre hattinda Oct % ve CD133 ekspresyonu

A375 hiicre hattinda Oct % ve Nestin ekspresyonunda tedavi sonrasi kayip saptandi.
Bu bulgu matur hiicre yonunde diferansiyasyon olarak yorumlandi.
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Sekil 11: A375 hiicre hattinda Oct % ve Nestin ekspresyonu

Her iki hiicre hatti c¢aligma kollarinda C-Met ekspresyonu degerlendirildiginde
Kombine tedavi uygulanan kollarda C-Met expresyonunda artig saptanirken tekli

tedavi uygulanan kollarda azalma saptandi.
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Sekil 12: Calisma gruplarinda C-Met ekspresyonu

PKG1 up regiilasyonu metastatik fenotip kazaniminin gostergesi, A375’e ait deney
kollarinda BRAF inhibitoriine dire¢ kazaniminda PKG1 up regtile oluyor ve hiicreler
metastatik fenotip kazaniyor, HIF inhibitorii ile birlikte BRAF inhibitoru

kullaniminda ise PKG1 down regiile oluyor ve metastatik potansiyel azaliyor.

IGR39’a ait deney kollarinda baslangigta zaten PGK1 expresyonu oldukga ytiksek
yani bu fenotipte metastatik davranis potansiyeli daha yiiksek, HIF ve BRAF
inhibitord birlikte kullanildiginda PGK1 anlamli sekilde down regile oluyor ancak
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ekspresyonu siiriiyor. Bu hiicre fenotipi digerinden daha yiiksek bir metastatik

potansiyel tasiyor.

A

A375-A50

IGR39-A50

4

Relative expression values

Sekil 13 : Calisma gruplarinda PGK1 ekspresyonu
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Sekil 14 : Calisma gruplarinda MEK1 ekspresyonu

Tek basina BRAF inhibitorii kullaniminda belirgin MEK1 ekspresyonunda artisla
MEK1 aracili direng gorilirken kombine tedavide uygulanan calisma kollarinda

expresyonda azalma saptandi.

IGR-39 ve A375 deney kollarinda direng gelisimi sonrasi hiicrelerde E-kaderin
ekspresyonunda azalma buna karsilik N-kaderin ekspresyonunda artigla epiteliyal

mezengimal gegis ve metastatik karakterde artis saptandi.
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Sekil 15: IGR39 gruplarinda E-Caderin ve N-Caderin ekspresyonu
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Sekil 16 : A375 gruplarinda E-Caderin ve N-Caderin ekspresyonu
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Sekil 17 : Deney gruplarinda E-Caderin ve N-Caderin ekspresyonunun dagilimi



35

4. TARTISMA

Melanom hiicre populasyonlart homojen olmayip farkli migrasyon,
proliferasyon ve ila¢ diren¢c potansiyellerine sahip olabilmektedirler. Biz
calismamizda homozygote mutant BRaf V600E and heterozygote mutant BRaf
V600E melanoma cell lines larin BRAFi direng gelisim siirelerini benzer bulduk.
Ancak benzer oranda sitotoksik etki saglayabilmek icin heterozygote mutant hiicre
hattina 10 kat yiiksek dozda BRAFi kullanmamiz gerektigini saptadik. Klinik
pratikte tedavi dozumuz standart ve mutasyon tipine gore doz dlzenlemesi
yapmiyoruz. Her iki hiicre hattinda, BRAF inhibitdr direnci dncesi ve sonrast yiikksek
miktarda HIF ekspresyonu tespit edildi. HIF1 oksidatif diizenlenmeler, fosfogliserat
kinaz 1 (PGK1)’l de iceren glikolitik yolaklar, timor blyumesi ve anjiogenezi
control etmektedir. (12,13).

BRAFi direncinde belirgin MEK1, PGK1 ve C-Met ekspresyonu varken HIFi
kombinasyonu ile bunlarda belirgin azalma oldugu saptandi. Tek basina toksik etki
gostermemesine karsin kombine tedavi kollarinda siddetli sitotoksisite HIF
inhibitoriiniin melanom tedavisinde BRAF inhibitorlerinin etkinligini belirgin
arttirdigimi ve daha iyi MAPK vyolagi, glikolitk yolak ve timér invazyon
potensiyelinin daha iyi control edildigi saptanmustir.

Kanser hiicrelerinin anormal redoks sistemleri ve metabolizmalarina etkisi ilk
olarak Walburg etkisi olarak tanimlanmigtir (14) ATP normal hiicresel proseslerin
devamu i¢in gereklidir, tiimor hiicrelerine hizli iiremeyi saglayacak derecede ATP
gerekmektedir. Ozellikle tiimér hiicrelerinin bu ¢ogalmay1 saglamak i¢in, normalde
stres kosullar1 altinda ¢ogalmay1 engelleyecek olan kontrol noktalarindan kaginmasi
gerekirken, boyle kosullar anormal timdr mikro cevreleri olarak belirlenmistir.
Tumor hucreleri bu gereklilikleri saglamak amaciyla kendi metabolik yolaklarini
kullanirlar. En 1iyi karakterize olmus metabolik fenotip Warburg etkisi olarak
bilinmektedir. Bu yolak normal oksijen kosullarinda bile, oksidatif fosforilasyon
yoluyla ATP sentezinden kaginmay1 saglar (15). Bunun bir sonucu olarak da, normal

hiicrelerin aksine, birgok hiicre enerji gereksinimini aerobik glikolizden saglamaya
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baslar. Glikozun laktik asite ¢evrilmesi, mitokondri aracilifiyla oksidatif
fosforilasyondan kagmmalari ile olur (16). ATP Uretimi de bu sayede glikoliz ile
oksidatif fosforilasyondan daha hizli bir bi¢imde gergeklesir. Warburg etkisi olarak
bilinen bu tanimla da tiimor hiicreleri kendilerine gereken yiiksek enerji, redox ve

biyosentez ihtiyaglarini karsilarlar (17).

PGKT1 bir glukolitik enzim kanser metabolizmasinin koordinasyonunda kritik
bir rol oynuyor. PGK1 Warburg etkisi ve kanser htcrelerinin proliferasyonunda
kritik destek sagliyor. BRAF gibi kanser genleri PGK1'in hiicrenin mitokondrisinde
"translokasyon" yapmasina izin veriyor.  Artmis PGK1 ekspresyonu kanser
hiicrelerinde kotii prognostik faktdér ve metastatik potansiyelle iliskili olarak

tanimlanmakta.

Homozigot mutasyona sahip hiicrelerde, BRAF inhibitorii dire¢ kazanimi ile
PKG1 up regiile oluyorken, HIF inhibitorii ile birlikte kullaniminda PKG1 down
regiile oluyor ve kok hiicre ozellikleri de kayba ugramaktadir. Kombine tedavi
kullanilan gruplarda diren¢ gelisimi belirgin olarak C-MET’in up regulasyonu ile
iliskili iken, sadece BRAF inh kullanilan homozigot mutasyona sahip hiicrelerde

PGK1, heterozigot mutasyon tasiyan grupta MEK iligkili olarak saptanmustir.

Heterozigot mutasyona sahip hiicrelerde baglangicta PGK1 expresyonu zaten
yuksek yani yiksek proliferatif potansiyel mevcutken, HIF1 ve BRAF inh birlikte
kullanildiginda ekspresyonu down regiile olmakla birlikte devam ettigi saptandi. Bu
mutasyon tipi tedaviye hem dogal hem de edinilmis dire¢ konusunda c¢ok daha
adaptif ancak HIF1 inhibitorii ile yapilan tedavi kombinasyonu her iki hiicre hatt:
icinde ¢ok daha etkili géruntyor. HIF-1 hipoksiye adaptasyon cevabinda anahtar rol
oynayan diizenleyici proteindir. HIF-1, PI3K ve mitogen-activated protein kinase
(MAPK) sinyal iletim yollarimin aktivasyonuyla diizenlenir. Bu transkripsiyon
faktoriintn aktivasyonu ile yine bir blylime faktori olan vaskuler endotelyal buyime
faktori (VEGF) ve diger hedef genlerin ekspresyonunun artmasi ve anjiyogenezin

hizlanmasi s6z konusudur. Bu proteinin etki ettigi diger mekanizmalar, ¢ok sayida
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genin  transkripsiyonunun  duzenlenmesi,  hucrelerin  dediferansiyasyonu,
vaskilarizasyon, otokrin buyime faktort Gretimi , proliferasyon, invazyon ve
metastaz, metabolik yeniden programlanma, tiimor biiylimesinin artmasi olarak

siralanabilir (20,21).

Hem artmis HIF ekspresyonu hem de B-Raf V600E mutasyonu Melanom da
yuksek proliferatif ve metastatik potansiyeli beraberinde getirmektedir. Hipoksi
fenotipik hiicre plastisitesini ve ila¢ direncinden sorumlu aymi zamanda BRAF
inhibitorleri de kanser hiicresinde fenotip degisimini uyarmakta bu da kanser
hiicresinde invaziv davranis ve metastatic potansiyeli arttirmaktadir (18,19).
Calismamizda, BRAF inhibitor direnci sonrasi, her iki hiicre hattinda da E-kaderin
ekspresyonunda azalma buna karsilik N-kaderin ekspresyonunda artisla epithelial
mezensimal geciste (EMT) artis saptadik. EMT geridoniisli embriyonik bir process
olup kanserlerin disseminasyonu sirasinda reaktivasyonu gerg¢eklesmektedir (20,21),
bdylece tiimor invazyonunu ve metastatic yayilimi yonlendirmektedir (22). Aslinda,
fenotipik switching, EMT ve kanser kok hiicre plastisitesi aynt fenomenin farklh
komponentlerini tanimlamaktadir. EMT ile kok hiicre benzeri plastisite arasindaki
direk iligki iyi bilinmektedir. Bu ilsiki kanser hiicresi i¢inde korunmakta ve uygun
kosullarda tekrar active olmaktadir. Kok hiicre benzeri fenotipkanser hiicresinde
kendini yenileme, adaptasyon, heterojenite, diferansiasyon ve tumoriin metastatic
potansiyelini arttirmaktadir (23, 24). Boylece basta ilag direnci olmak iizere kanser
hiicresinin adaptif yetenekleri arttig1 gibi daha az diferansiye bir hiicreye doniiserek
spesifik antijen sunumunu da azaltmaktadir. Tiim bunlar kanser hiicresinin tedaviden
ve immune sistemden kagisini kolaylagtirmaktadir. Fenotip swich konseptine gore
tiimdr progresyonu clonaliteden ¢ok biiylik hiicre populasyonlarinin sinyal aglariin
yeniden diizenlenmesine baglidir.

Heterozigot BRaf V600E mutant hiicre populasyonu baslangigta ekspresyon
gostermemesine karsin BRAF inhibitor maruziyeti sonrasi kok hiicre marker 1 olan

Oct % and CD133 ekspresyonu gostererek kok hiicre benzeri diferansiyasyon
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gOstermistir. Bununla birlikte homozygot BRaf V600E mutant hiicreler baslangigta
var olan kok hiicre benzeri ekspresyonlarim1 kaybetmislerdir. = BRAFV600E
mutasyonuna sahip bu iki hiicre hattindan heterozigot mutasyon tasiyan kanser
hiicrelerinde tedavi sonrast kok hiicre benzeri transformasyonla agresif karekter
kazanimi meydana gelirken bu mutasyonu homozigot tasiryan melanom hiicrelerinde
ise bu 6zelligin kayba ugradig1 daha matur bir diferansiasyon oldugu goriildii. Direng
gelisimi sonrasi tiim deney kollarinda hiicre baglantilarinda kayipla metastatik
potansiyelde artis. BRAF inhibisyonu melanoma hiicrelerinde fenotip degisikligine
neden olmaktadir. Fakat BRaf V600E mutasyonunun farkli tipleri bu fenotip

degisikliginin farkli yonlerde ger¢eklesmesine neden olmaktadir.

c¢MET expresyonunda artis melanomda BRAF-inhibitor direnci ve tumor
invazyonu ile iliskilidir  (25). PGK1 bir glikolitik olup enzim kanser
metabolizmasinin koordinasyonunda kritik bir rol oynamaktadir. Hipoksi (iliskili
HIF), EGFR aktivasyonu, ve B-Raf V600E mutasyonu PGK1 de mitokondriyal
translokasyona neden olmaktadir (26). Calismamizda baglangigta PGK1ve C-Met
expresyonunun homozygote BRaf V600E mutant hiicrelerde daha yiiksek olmasi, 10
kat ylksek doz BRAF inhibitoru ile benzer tedavi etkinliginin saglanabilmesi, bu
fenotipe sahip hiicrelerde tedavi oncesi bir miktar primer diren¢ olduguna dair giiclii
bulgular vermektedir. Direng gelisimi sonrasi Kok hiicre benzeri fenotip
degisikliginin gorilmesi ise tedaviye diren¢ konusunda ¢ok daha adaptif potansiyele
sahip olduklarinin gostergesidir. KOk hicre benzeri fenotip kanser hicresinde
farklilagsma, tiimor hetetojenitesi yaratma ve metastatik potansiyeli arttirdigindan, bu
genotipte mutasyona sahip melanoma htcrelerinin tedaviye direng ve metastatik
davranig agisindan daha agressif potentiyele sahip olduklar1 goriildii. Homozigot
mutant hucrelerde ise tedaviye 10kat diisiik dozlarda yanit sz konusu olup, direng
gelisimi sonras1t kanser kok hiicre ozellikleri kayba ugramaktadir. Daha diisiik
diferantiation, heterojenite ve ila¢ direnci potansiyeli tasimaktadirlar. Hem tedavi

yanitinin ve hem de tedavi sonrasi direng gelistigZinde meydana gelen fenotip
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degisikliginin homozigot and heterozigot mutant hicrelerde farkli oldugu

gorulmektedir.
5. SONUC VE ONERILER

Calismamizin sonuglar1  BRaf V600E mutasyon tipinin melanomda hiicre
plastisitesi, ila¢ adaptasyonu ve direncinin kontroliinde onemli bir etken oldugunu
gostermektedir. Daha 6nce melanomda ayni mutasyonun farkli formlarinin tedaviye
etkisi ¢alisitlmamisti. Ayn1 mutasyon tipine sahip hiicrelerde mutasyona spesifik
tedaviyle bile tedavi etkinliginin farklilik gosterdigini saptadik. Melanom hicre
populasyonlart homojen degildir. Farkli migrasyon, proliferasyon, ve timor
baslangi¢c potansiyelleri mevcuttur. Bu mutasyon tiplerinin hiicrenin mevcut
metastatik ve hiicre i¢i yeniden diizenlenmelerin adaptif direng sirasinda farkli
yanitlara yol agmasi nedeniyle, BRAF inhibitor direngli hastalarda sonraki tedavi
basamaginda tedavi se¢iminde bu yeniden diizenlenmelerin mutasyon tipine gore
gozden gegirilmesi tedavi basarisini arttirabilir. Klinik pratikte mutasyon tipine gore
ilag doz diizenlemesi yapilmamaktadir. Baslangic BRAFi dozlarinin mutasyon tipine
gore diizenlenmesi ile tedavi basarisi arttirilabilir.  Kombinasyon tedavilerinde
secilecek yeni hedeflerde mutasyon tipini de degerlendirmeye almamiz gerekecek
gibi gérinmektedir. Biz timor heterojenitesini anladik¢a, bireysellestirilmis tedaviler
on plana ¢ikmaktadir. Mutasyon tiplerinin direng sirasinda farkli yanitlara yol agmasi
nedeniyle BRAFi ile kombine edilecek ilaglar1 secerken mutasyon tipine gore
degisen phenotype switching in gbz Oniinde bulundurulmasi, BRAF inhibitor
direncli hastalarda sonraki tedavi basamaginda tedavi basarisini arttirabilir.
Mutasyon tipi ile BRAFi direng gelisim siiresi, direng gelisimi sonrasi
immunotherapy yamthhigi ve sag kalim iligkisini degerlendiren calismalar

manegement of BRAFi therapy yeni bir yaklagim ortaya koyabilir.
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G. GENCOGLAN, S. SAHIN, B. ERTEKIN, A. C. KAZANDI & C. CEYLAN, Angiolymphoid
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G. GENCOGLAN, I. INANIR & K. GUNDUZ, Pyogenic Granuloma in Two Children
Successfully Treated with Imiquimod 5% Cream, PEDIATRIC DERMATOLOGY,
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G. GENCOGLAN, M. TOSUN & F. AKTEPE, The molecular mechanism of etanercept,
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acute generalized exanthematous pustulosis, JOURNAL OF DERMATOLOGICAL
TREATMENT, 2009, 0954-6634, 20, 4, 241-245.

G. GENCOGLAN, I. K. KARAARSLAN, T. AKALIN & F. OZDEMIR, Trichilemmal cyst
with homogeneous blue pigmentation on dermoscopy, AUSTRALASIAN JOURNAL
OF DERMATOLOGY, 2009, 0004-8380, 50, 4, 301-302.

G. GENCOGLAN, S. KARACA & B. ERTEKIN, Angiolymphoid hyperplasia with
eosinophilia successfully treated with imiquimod, DERMATOLOGY, 2007, 1018-
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G. GENCOGLAN, B. GERCEKER-TURK, I. KILINC-KARAARSLAN, T. AKALIN & F.
OZDEMIR, Dermoscopic findings in Laugier-hunziker syndrome, ARCHIVES OF
DERMATOLOGY, 2007, 0003-987X, 143, 5, 631-633.

. K. KARAARSTAN, G. GENCOGLAN, T. AKALIN & F. OZDEMIR, Different
dermoscopic faces of dermatofibromas, JOURNAL OF THE AMERICAN ACADEMY
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G. GENCOGLAN & C. CEYLAN, Two cases of acneiform eruption induced by inhibitor
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DIGER, PROJE YURUTUCUSU, MALIGN MELANOM FARE MODELINDE ANTi PD-1
MONOKLONAL ANTIKORU VE C NOVYi-NT INTRAMURAL UYGULAMASININ
ETKINLIGININ ~ DEGERLENDIRILMESI.,  VYiiriitilen  Kurulus: ~ KURULUS
GUNCELLENMESI GEREKIYOR, Destek Alinan Kurulus: DIGER (Yurt ici) , 15 Mayis
2016, 15 Mayis 2018.

BAP, PROJE YURUTUCUSU, FOTOYASLANMA ETKILERNIN GIDERILMESINDE
LAZER TEDAVI ETKINLIGININ DEGERLENDIRILMESI, Yiiriitiilen Kurulus: KURULUS
GUNCELLENMESI GEREKIYOR, Destek Alinan Kurulus: DIGER (Yurt ici) , 20 Mayis
2015, 19 Mayis 2017.
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TUBITAK Burs ve Destekleri

Proje Bilgileri

Panelistlik/izleyicilik/Raportorliik Sayis

Panelistlik/Dig Danismanlik Sayisi

DIGER, PROJE YURUTUCUSU, BRAF MUTASYONU + MALIGN MELANOM HUCRE
HATLARINDA BRAF INHIBITOR DIRENCININ HIF 1 REGULASYONUYLA iLiSKiSi,
Yiiriitiilen Kurulus: KURULUS GUNCELLENMESI GEREKIYOR, Destek Alinan
Kurulus: DIGER (Yurt ici) , 06 Nisan 2015, 06 Nisan 2016.

KURUMSAL (BAP V.B), ARASTIRMACI, DERi TUMORLERININ TANISINDA
DERMOSKOPIK, ULTRASONOGRAFIK VE HISTOPATOLOJIK BULGULARIN
KARSILASTIRILMASI,, Yiiriitiilen Kurulus: KURULUS GUNCELLENMESI GEREKIYOR,
Destek Alinan Kurulus: DIGER (Celal Bayar Universitesi) (Yurt ici) , 01 Mart 2010,
01 Haziran 2012.

KURUMSAL (BAP V.B), ARASTIRMACI, NORODEROATIDLERDE OPIOID
RESEPTORLERIN EKSPRESYONU, Yiiriitiilen Kurulus: KURULUS GUNCELLENMESI
GEREKIYOR, Destek Alinan Kurulus: DIGER (Celal Bayar Universitesi) (Yurt ici), 01
Mart 2009, 01 Ekim 2011.

KURUMSAL (BAP V.B), PROJE YURUTUCUSU, PSORIAZISLI HASTA
SERUMLARINDA TGF-BETA, TIMP-1, TIMP-2, MMP-2, MMP-9 DUZEYLERININ
ARASTIRILMASI., Ydrdtilen Kurulus: KURULUS GUNCELLENMESI GEREKIYOR,
Destek Alinan Kurulus: DIGER (Celal Bayar Universitesi) (Yurt ici) , 01 Mart 2010,
01 Ekim 2011.

KURUMSAL (BAP V.B.), PROJE YURUTUCUSU, 1-

KAPOSi SARKOMU, HEMANJiIOM VE PYOJENIK GRANULOMLARDA BCL-
2, BAX VE BCL-X EKSPRESYONU. , Yiiriitiilen Kurulus: KURULUS GUNCELLENMESi
GEREKIYOR, Destek Alinan Kurulus: DIGER (Celal Bayar Universitesi) (Yurt ici) , 01
Mayis 2009, 01 Nisan 2011.

KURUMSAL (BAP V.B.), ARASTIRMACI, PSORIAZISTE NF KAPA &#8211B VE
SURVIVIN ~ EKSPRESYONU. CELAL BAYAR  UNIVERSITESI  BILIMSEL
ARASTIRMALAR PROJESI, VYiiriitilen Kurulus: KURULUS GUNCELLENMESI
GEREKIYOR, Destek Alinan Kurulus: DIGER (Celal Bayar Universitesi) (Yurt ici), 01
Haziran 2009, 01 Ekim 2010.

3155021, Malign Melanom Fare Modelinde Anti PD-1 Monoklonal Antikoru ve C
Nowyi-NT intramural Uygulamasinin Etkinliginin Degerlendirilmesi, 1001 -
Arastirma, Yurdtdcd, Yurdrlikte, SBAG - Saglik Bi?li?mleri? Arastirma Destek
Grubu, ARDEB, 04.09.2015, 04.09.2015 - Still continues, 15.03.2017 -
15.03.2019.

116E866, Dolagimdaki Kanserli Hiicrelerin (Ctcs) Mekanik Sertlik (Cell Stiffness)
Yapisindaki Degisimini Kantitatif Faz Goriintiileme Yéntemi Kullanarak Olcen
Holografik Tek Hicre Gorlnttleme Teknigi, 1003 - Oncelikli Alanlar (2. Asama),
Arastirmaci/Uzman, Yururlikte, EEEAG - Elektri?k, Elektroni?k, Enformati?k
Arastirma Destek Grubu, ARDEB, 17.06.2016, 17.06.2016 - Still continues,
15.12.2017 - 15.12.2020.
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