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YAYIMLAMA VE FİKRİ MÜLKİYET HAKLARI BEYANI 

Enstitü tarafından onaylanan lisansüstü tezimin/raporumun tamamını veya herhangi bir 
kısmını, basılı (kağıt) ve elektronik formatta arşivleme ve aşağıda verilen koşullarla kullanıma 
açma iznini Hacettepe Üniversitesine verdiğimi bildiririm. Bu izinle Üniversiteye verilen 
kullanım hakları dışındaki tüm fikri mülkiyet haklarım bende kalacak, tezimin tamamının ya da 
bir bölümünün gelecekteki çalışmalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanım hakları 
bana ait olacaktır. 

Tezin kendi orijinal çalışmam olduğunu, başkalarının haklarını ihlal etmediğimi ve tezimin tek 
yetkili sahibi olduğumu beyan ve taahhüt ederim. Tezimde yer alan telif hakkı bulunan ve 
sahiplerinden yazılı izin alınarak kullanılması zorunlu metinlerin yazılı izin alınarak 
kullandığımı ve istenildiğinde suretlerini Üniversiteye teslim etmeyi taahhüt ederim. 

Yükseköğretim Kurulu tarafından yayınlanan “Lisansüstü Tezlerin Elektronik Ortamda 
Toplanması, Düzenlenmesi ve Erişime Açılmasına İlişkin Yönerge” kapsamında tezim 
aşağıda belirtilen koşullar haricince YÖK Ulusal Tez Merkezi / H.Ü. Kütüphaneleri Açık Erişim 
Sisteminde erişime açılır. 

o Enstitü / Fakülte yönetim kurulu kararı ile tezimin erişime açılması mezuniyet 
tarihimden itibaren 2 yıl ertelenmiştir. (1) 

o Enstitü / Fakülte yönetim kurulunun gerekçeli kararı ile tezimin erişime 
açılması mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmiştir. (2) 

o Tezimle ilgili gizlilik kararı verilmiştir. (3) 
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                                                                                                            Abdulsamet SANDAL 
i 

i“Lisansüstü Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanması, Düzenlenmesi ve Erişime Açılmasına İlişkin Yönerge”  

(1) Madde 6. 1. Lisansüstü tezle ilgili patent başvurusu yapılması veya patent alma sürecinin devam etmesi 
durumunda, tez danışmanının önerisi ve enstitü anabilim dalının uygun görüşü üzerine enstitü veya 
fakülte yönetim kurulu iki yıl süre ile tezin erişime açılmasının ertelenmesine karar verebilir.   

 

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotların kullanıldığı, henüz makaleye dönüşmemiş veya patent gibi 
yöntemlerle korunmamış ve internetten paylaşılması durumunda 3. şahıslara veya kurumlara haksız kazanç 
imkanı oluşturabilecek bilgi ve bulguları içeren tezler hakkında tez danışmanının önerisi ve enstitü 
anabilim dalının uygun görüşü üzerine enstitü veya fakülte yönetim kurulunun gerekçeli kararı ile altı 
ayı aşmamak üzere tezin erişime açılması engellenebilir. 

 

(3) Madde 7. 1. Ulusal çıkarları veya güvenliği ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve güvenlik, sağlık vb. 
konulara ilişkin lisansüstü tezlerle ilgili gizlilik kararı, tezin yapıldığı kurum tarafından verilir *. Kurum ve 
kuruluşlarla yapılan işbirliği protokolü çerçevesinde hazırlanan lisansüstü tezlere ilişkin gizlilik kararı ise, 
ilgili kurum ve kuruluşun önerisi ile enstitü veya fakültenin uygun görüşü üzerine üniversite yönetim 
kurulu tarafından verilir. Gizlilik kararı verilen tezler Yükseköğretim Kuruluna bildirilir.  
Madde 7.2. Gizlilik kararı verilen tezler gizlilik süresince enstitü veya fakülte tarafından gizlilik kuralları 
çerçevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararının kaldırılması halinde Tez Otomasyon Sistemine yüklenir  
 

* Tez danışmanının önerisi ve enstitü anabilim dalının uygun görüşü üzerine enstitü veya fakülte 
yönetim kurulu tarafından karar verilir. 
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ÖZET 

 
Sandal, A., Küçük Hücreli Dışı Akciğer Kanserinde Serum ve Glukokortikoid ile 

İndüklenebilen Kinaz 1 (SGK-1) İnhibisyonunun Epidermal Büyüme Faktörü 

Reseptörü (EGFR) Aracılı Sinyal Yolağı Üzerindeki Etkisi, Hacettepe 

Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Tümör Biyolojisi ve İmmünolojisi 

Doktora Tezi, Ankara, 2018. Küçük hücreli dışı akciğer kanserlerinde (KHDAK) 

epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) sinyal yolağının onkojenik aktivasyonu 

görülmektedir. KHDAK hücrelerinde Serum ve Glukokortikoid ile İndüklenebilen 

Kinaz 1’in (SGK-1) ekspresyonunun artması proliferasyon ve migrasyonla ilişkili 

bulunmuştur. SGK-1’in substratı olan NDRG1 proteininin, pankreas ve kolon 

kanserinde EGFR aracılı sinyal iletimi ile ilişkili olduğu bildirilmektedir. Bu 

çalışmada, A549 ve H1299 insan KHDAK hücre dizilerinde SGK-1 inhibitörü 

GSK650394’ün hücre proliferasyonu ve EGFR sinyal yolağı üzerine etkisi ilk kez 

incelendi. GSK650394 ile inkübasyonun (8 ve 16 µM), A549 ve H1299 hücrelerinde 

hücre çoğalması ve koloni oluşumunu anlamlı olarak azalttığı belirlendi (p<0,05). Bu 

sonuç KHDAK hücrelerinin proliferasyon için SGK-1 aktivitesine ihtiyaç duyduğuna 

işaret etmektedir. KHDAK hücre dizilerinde SGK-1 aktivitesi GSK650394 ‘e duyarlı 

bulundu. H1299 hücrelerinde NDRG1 fosforilasyonu inhibe olurken (p<0,001), A549 

hücrelerinde GSK3β’nın fosforilasyonu baskılandı (p<0,01). Çalışmamızda, SGK-1 

inhibisyonunun EGFR sinyal yolağı üzerine etkisi ve bunun NDRG1 

fosforilasyonundaki değişim ile ilişkisi incelendi. H1299 hücrelerinde NDRG1 

fosforilasyonunun değişimine rağmen her iki hücre dizisinde de EGFR 

ekspresyonunda ve aktivasyonunda anlamlı değişiklik izlenmedi. Sonuç olarak, 

KHDAK hücrelerinde NDRG1 ekspresyon düzeyi artırılarak, EGFR sinyal yolağı 

üzerindeki etkinin incelenmesinin mekanizmaya ışık tutabileceği düşünülmektedir. 

KHDAK hücrelerinin proliferasyon için SGK-1 aktivitesine ihtiyaç duymaları, SGK-

1 inhibitörlerini kombinasyon tedavilerinde dikkate değer bir seçenek yapmaktadır. 

 
Anahtar Kelimeler: KHDAK, SGK1 inhibisyonu, NDRG1, EGFR 
 
Bu çalışma Hacettepe Üniversitesi Bilimsel Araştırmalar Projeleri Koordinasyon 
Birimi tarafından desteklenmiştir (Proje Numarası: TDK-2016-13331). 
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ABSTRACT 

 
Sandal, A., Effects of Serum- and Glucocorticoid-Inducible Kinase 1 (SGK-1) 

Inhibition on Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) Signaling in Non-

Small Cell Lung Cancer, Hacettepe University Institute of Health Sciences 

Tumor Biology and Immunology Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2018. 

Oncogenic activation of epidermal growth factor receptor (EGFR) signaling exists in 

non-small cell lung cancer (NSCLC). Increased expression of Serum and 

Glucocorticoid Inducible Kinase 1 (SGK-1) in NSCLC cells was found related to 

proliferation and migration. Relationship between EGFR signaling and a SGK-1 

substrate, NDRG1, was also shown in pancreas and colon cancer. In this study, we 

analyzed the effects of SGK-1 inhibitor GSK650394 on cell proliferation and EGFR 

signaling in A549 and H1299 human NSCLC cell lines for the first time. Incubation 

with GSK650394 (8 and 16 µM) significantly decreased cell proliferation and colony 

formation in A549 and H1299 cells (p<0.05). This result points out that NSCLC cells 

need SGK-1 activity for proliferation. SGK-1 activity was sensitive to GSK650394 in 

NSCLC cells. Phosphorylation of NDRG1 (p<0.001) and GSK3β was suppressed 

(p<0.01) in H1299 and A549 cells respectively. We evaluated effects of SGK-1 

inhibition on EGFR signaling together with alteration in NDRG1 phosphorylation. 

Although significant NDRG1 phosphorylation decrease in H1299 cells, any significant 

change in expression and activation of EGFR wasn’t observed in both cell lines. In 

conclusion, possible mechanisms could be enlightened by evaluating effects on EGFR 

after increasing NDRG1 expression in NSCLC cells. SGK-1 inhibitors could be a 

remarkable alternative in combination treatments with their effects on NSCLC cell 

proliferation. 

 
Keywords: NSCLC, SGK1 inhibition, NDRG1, EGFR 
 
This study was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects 
Coordination Unit (Project Number: TDK-2016-13331). 
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1. GİRİŞ 

Akciğer kanseri, erkeklerde ve kadınlarda en fazla mortaliteye sebep olan 

kanser tipidir (1). Akciğer kanserlerinde beş yıllık sağ kalımın kolon, meme ve prostat 

kanseri gibi kanserlerle karşılaştırıldığında önemli ölçüde düşük olması ileri evrelerde 

tanı alması ve histolojik ve biyolojik olarak daha heterojen yapıda olmasına 

bağlanmaktadır (2). Solunum yolu epitelinden köken alan tümörler olarak tanımlanan 

akciğer kanserleri, Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) patolojik sınıflamasına göre küçük 

hücreli akciğer kanseri, adenokarsinom, yassı hücreli karsinom ve büyük hücreli 

karsinom olmak üzere dört ana tipe ayrılmaktadır (3). Adenokarsinom, yassı hücreli 

karsinom ve büyük hücreli karsinom; küçük hücreli akciğer kanserlerden ayrılan bazı 

ortak özellikleri dikkate alınarak küçük hücreli dışı akciğer kanseri (KHDAK) olarak 

adlandırılmaktadır. KHDAK, tüm akciğer kanseri olgularının yaklaşık %85’inde 

görülen ana grubu oluşturmaktadır (4). KHDAK histopatolojik ve radyolojik olarak 

invazyon ve metastaz özellikleri de göz önünde bulundurularak TNM evreleme 

sistemine göre dört evrede incelenmektedir; ancak olguların yaklaşık %70’inde  

hastalığın ileri evrelerinde tanı konulmaktadır (4). Güncel kılavuzlara göre, KHDAK 

tedavisinde cerrahi rezeksiyon yalnızca erken evrelerde tedavi seçeneği olurken Evre 

II'den itibaren adjuvan tedavi ilk seçenek olmakta veya palyatif endikasyonlarla 

kemoterapi ve radyoterapi rejimleri önerilmektedir. KHDAK olgularında evreye ve 

bölgesel farklılıklara bağlı olmak üzere 5 yıllık sağ kalım %4 ile %17 arasında 

saptanmaktadır (5).  

KHDAK’de klasik tedavi protokollerinin sınırlı etkinliği, daha etkin ve hedefe 

yönelik tedavilerin araştırılmasına yol açmıştır. KHDAK’leri içerisinde yer alan 

adenokarsinom olgularında, epidermal büyüme faktörü reseptörünün (Epidermal 

Growth Factor Receptor (EGFR)) mutasyonu yaklaşık %10 sıklıkla görülmektedir. 

Hedeflenmiş tedavi ajanı olan erlotinib EGFR inhibitörü olarak etki eden bir tirozin 

kinaz inhibitörüdür. Hastaların yaklaşık %4’ünde ise, translokasyon sonucu oluşan 

EML4-ALK (Ekinoderm mikrotübül ilişkili protein-benzeri 4/Anaplastik lenfoma 

kinaz) füzyon proteini saptanmaktadır. Krizotinib bu proteinin kontrolsüz kinaz 

aktivitesini baskılamak üzere geliştirilen bir tirozin kinaz inhibitörüdür (5). Ancak 

yapılan çalışmalarda bu hedefe yönelik ajanlara tedavinin başlangıcında veya daha 
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sonra direnç geliştiğinin gösterilmiş olması özellikle EGFR sinyal yolağının 

düzenlenmesinde etkili olan mekanizmalarla ilgili yeni araştırmalara ihtiyaç 

doğurmuştur. KHDAK gelişiminde farklı  mekanizmaların da karsinogenez sürecinde 

rolü olmakla birlikte, kanseri başlatıcı etkenin EGFR’nin aktive edici mutasyonunun 

varlığı olduğu ve bu yolağın hedeflenmesinin önemli bir strateji olduğu 

düşünülmektedir (6). 

Serum ve Glukokortikoid ile İndüklenebilen Kinaz (serum and glucocorticoid-

regulated kinase (SGK)) ailesinin üyesi olan SGK-1, bazı hormonlar ve büyüme 

faktörleri tarafından aktivitesi düzenlenen, epitelyal iyon taşınması ve sodyum 

metabolizmasında rolleri olan bir proteindir (7). SGK-1 ekspresyonunun, mRNA 

promotor bölgesindeki hormone responsive elementler nedeniyle hormonal 

düzenlenmesinin yanı sıra aktivasyonu ve kinaz fonksiyonlarını kazanması için EGFR 

gibi birçok büyüme faktörü reseptör sinyal yolağı kaskadının ortak substratı olan 

mammalian Target of Rapamycin Complex 2 (mTORC2) tarafından fosforile edilerek 

Fosfoinozidit Bağılmlı Kinaz 1 (Phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK-1)) 

tarafından fosforile edilmeye hazırlanması gerektiğinin gösterilmesi, SGK-1 in 

büyüme faktörü sinyal yolakları ile ilişkisinin araştırılmasının önemini ortaya 

koymuştur (7). Ayrıca normal dokularda düşük düzeyde eksprese edilmesine rağmen 

farklı kanser dokularında artmış SGK-1 ekspresyonunun saptanması, SGK-1’in 

karsinogenezdeki rolünün ve kinaz fonksiyonu inhibisyonunun karsinogenez 

açısından öneminin farklı araştırmalara konu edilmesine yol açmıştır. Literatürde 

SGK-1 inhibitörü olarak ilk bildirilen ajan olan GSK650394’ün baş boyun 

tümörlerinde platin bazlı ajanlar ile kombinasyonunun sinerjistik etkisi gösterilmiştir 

(8, 9). Yakın zamanda KHDAK hücre hatlarında da SGK-1'in artmış ifadesinin 

proliferasyon ve migrasyonla ilişkili olduğu ve SGK-1 susturulmasının KHDAK 

hücrelerinde proliferasyonu azalttığı gösterilmiş olmasına rağmen SGK-1’in kinaz 

fonksiyonunun inhibisyonunun KHDAK’deki rolü halen bilinmemektedir. (10). 

SGK-1 substratlarından biri olan ve N-myc downregulated gene (NDRG) 

ailesinin bir üyesi olan NDRG1 proteini, kinaz özelliği olmayan ve çeşitli kanserlerde 

metastaz baskılayıcı özellikleri gösterilmiş olan bir proteindir (11). NDRG1 

fosforilasyonunun biyolojik etkileri henüz tam olarak ortaya konmamıştır; ancak 
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fosforilasyonun NDRG1’in inaktivasyonu ve proteozomal degradasyonu ile ilişkili 

olduğu düşünülmektedir (12). Yakın zamanda NDRG1’in ekspresyonunun 

artırılmasının pankreas ve kolon kanseri hücre dizilerinde EGFR sinyal yolağı 

aktivasyonunu inhibe edici özellikleri gösterilmiştir (13).  Ancak NDRG1 

fosforilasyonunun inhibisyonu ile EGFR sinyal yolağı ve KHDAK hücre 

proliferasyonu arasındaki ilişki henüz bilinmemektedir. 

Bu çalışmada, SGK-1 inhibitörü olan GSK650394 ile SGK-1’in farmakolojik 

inhibisyonunun A549 ve H1299 KHDAK hücre hatlarında EGFR aracılı sinyal yolağı 

ve hücre proliferasyonu üzerindeki etkisinin incelenmesi amaçlanmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Akciğer Kanseri 

Akciğer kanseri DSÖ tarafından bronş, bronşiyol ve alveol epitelinden gelişen 

tümörler olarak tanımlanmaktadır (3). Dünya genelinde ve ülkemizde kanser ilişkili 

ölümler içerisinde en fazla pay akciğer kanserinindir (1, 14). Ayrıca ülkemizde kanser 

tipleri açısından değerlendirmede erkeklerde insidans hızı en yüksek olan kanser 

tipinin akciğer kanseri olduğu saptanmıştır (14). Akciğer kanseri için dünya genelinde 

en önemli risk faktörü tütün kullanımıdır; sigara içiciliği başta olmak üzere nargile, 

tütün çiğneme gibi tütün kullanımının tüm tiplerinin akciğer kanseri riskini artırdığı 

gösterilmiştir (1). Akciğer kanserlerinin yaklaşık %90’ına tütün kullanımının neden 

olduğu saptanmıştır (15). Bununla birlikte tütün ürün kullanıcılarının yalnızca 

%10’unda akciğer kanseri geliştiğinin izlenmesi, genetik ve epigenetik faktörlerin ve 

tütün kullanımı dışındaki diğer risklerin akciğer kanseri gelişiminde önemli olduğunu 

göstermektedir (2). Tütün kullanımı dışında bazı çevresel ve mesleksel etkilenmelerin 

de akciğer kanseri riskini artırdığı saptanmıştır (3). IARC International Agency for 

Research on Cancer (Uluslararası Kanser Araştırmaları Ajansı) sınıflamasına göre 

Grup 1 kategorisinde sınıflandırılan ve insanlar için akciğer kanseri açısından 

kanserojen özelliği epidemiyolojik çalışmalar ve hayvan deneyleri ile gösterilmiş olan 

ajanlar arasında asbest, krom (IV) bileşikleri, silika, kaynak dumanı, berilyum, dış 

ortam hava kirliliği, dizel egzoz dumanı yer almaktadır (16). 

Akciğer kanseri, DSÖ sınıflama sistemine göre küçük hücreli akciğer kanseri, 

adenokarsinom, yassı hücreli karsinom ve büyük hücreli karsinom olmak üzere dört 

ana grupta incelenmektedir (3). Adenokarsinom, yassı hücreli karsinom ve büyük 

hücreli karsinomun küçük hücreli akciğer kanserinden ayrılan benzer özellikleri, bu 

tümörlerin hep birlikte tüm akciğer kanseri olgularının yaklaşık %85’ini içeren ana 

grup olan KHDAK olarak adlandırılmasına yol açmıştır (3, 4). KHDAK alt tiplerinden 

adenokarsinomlar, tüm akciğer kanserlerinin %40’ını oluşturacak şekilde en sık 

görülen tip olup yassı hücreli karsinomlar tüm akciğer kanseri olgularının %25-

30’unu; büyük hücreli karsinomlar ise tüm olguların %5-10’unu oluşturmaktadır (17). 

KHDAK olgularının %70’inin tanıyı ileri evrelerde almakta olduğu gösterilmiştir (4). 
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Bununla birlikte, KHDAK olgularında evreye ve bölgesel farklılıklara bağlı olarak 5 

yıllık sağ kalım %4 ile %17 arasında saptanmaktadır (5). 

KHDAK tedavisinde, TNM evrelemesine göre Evre I, II ve IIIA olan hastalar 

için cerrahi tedavi, Evre II ve IIIA hastalarda adjuvan olarak ve Evre IV hastalarda ise 

ana tedavi seçeneği olarak kemoterapi, cerrahi için kontrendikasyon bulunması 

durumunda, Evre IIIB hastalarda kemoterapi ile eş zamanlı olarak veya Evre IV 

hastalarda palyatif amaçlarla radyoterapi kullanılmaktadır (17). Bu klasik tedavi 

rejimlerinin yanı sıra KHDAK biyolojisi ve karsinogenezi ile ilgili araştırmalar 

neticesinde özellikle akciğer adenokarsinomları için karsinogenezde anahtar rolü olan 

hücre içi sinyal iletim yolaklarında rolü olan EGFR ve EML4-ALK gibi hücre içi 

hedeflere yönelik tedaviler geliştirilmiştir (18). Hedefe yönelik bu tedavilerle, belirli 

özellikleri olan adenokarsinom olgularında daha iyi tedavi sonuçlarının elde edilmiş 

olması ile birlikte bu tedavilere başlangıçta veya izlemde direnç gelişebilmesi, 

KHDAK tedavisinde hücre içi sinyal yolaklarını hedefleyen yeni tedavi seçeneklerinin 

ortaya konması ihtiyacını ortaya çıkarmıştır. 

2.2. KHDAK Moleküler Biyolojisinde Önemli Moleküller 

KHDAK karsinogenezinde hücresel düzeyde etkili olan mekanizmalar, 

büyümeyi destekleyen yolakların aktive olması ve tümör baskılayıcı yolakların inhibe 

olması şeklinde karsinogenezin ana ilkelerine uygun şekilde birçok genetik ve 

epigenetik mekanizmayı içermektedir (19). Hücre çoğalmasını destekleyen onkogen 

aktive edici özelliği olan gen amplifikasyonları, nokta mutasyonları ve yapısal 

rearanjmanlar, onkojenik yolaklar üzerinden kontrolsüz sinyal aktivasyonuna yol 

açmaktadır (19). Bu mutasyonlar tanısal veya prognostik biyobelirteçler olarak 

kullanılabilmektedir (2). Bununla birlikte tümör hücrelerinin sağkalımının aberan 

sinyal aktivasyonuna bağımlı olması durumuna “onkogen bağımlılığı” denmektedir ve 

bu özellik, ilgili genetik değişikliği hedefe yönelik tedaviler için ideal adaylar haline 

getirmektedir (19). Bununla birlikte KHDAK’de histolojik alt tiplerle de ilişkili olarak 

bu genetik değişiklikler değişen sıklıklarda görülmektedir (Şekil 2.1) (5). Bu bölümde 

KHDAK moleküler biyolojisinde önemli rolleri bulunan EGFR, KRAS, ALK, ROS1 

gibi hücre içi sinyal iletim yolaklarında rol alan moleküllerle birlikte KHDAK 

gelişiminde rolü bulunan bazı tümör supresör genlerden bahsedilecektir. 
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Şekil 2.1. Akciğer adenokarsinomunda sürücü onkogen mutasyonları sıklığı. (Hirsch  

F. R., Scagilotti G. V., ve ark., 2012’den (5) uyarlanmıştır.) 

2.2.1. EGFR 

EGFR 7. kromozomun kısa kolunda yer almakta ve hücre dışında bir ligand 

bağlayan kısmı ve tirozin kinaz aktivitesi olan bir bölgeyi de içeren hücre içi kısmı 

olan transmembran bir reseptörü kodlamaktadır (6, 19). EGFR, v-erb-b2 

erythroblastic leukemia viral oncogene (ErbB)/HER İnsan Epidermal Büyüme 

Faktörü Reseptörü isimli tirozin kinaz reseptör ailesinin bir üyesidir ve bu ailenin diğer 

üyeleri HER2/c-neu (ErbB2), HER3 (ErbB3) ve  HER4 (ErbB4)’dir (6). Ligandı olan 

EGF’yi bağlayan reseptör homodimer veya EGFR ailesinin başka bir üyesi ile 

heterodimer oluşturacak şekilde dimerizasyona uğramakta ve tirozin kinaz bölgesi 

aktive olmaktadır (19). EGFR aktivasyonu ile PI3K/AKT/mTOR (Fosfoinozidit 3-

Kinaz/v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1/mammalian Target Of 

Rapamycin), RAS/RAF/MAPK (Rat Sarcoma-Mitogen Activated Protein Kinase) ve 

JAK/STAT (JAnus kinase – Signal Transducer Activator of Transcription) sinyal 

yolakları aktive olmaktadır (Şekil 2.2) (18, 19). EGFR hücre çoğalması, sağkalımı, 
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neovaskülarizasyon, invazyon ve metastaz gibi birçok onkojenik fonksiyonun 

düzenlemesinde rol oynamaktadır (19). 

 

Şekil 2.2. EGFR aracılı sinyal yolağı. (Wu K., House L., ve ark., 2012’den (18) 

uyarlanmıştır.) 

KHDAK’te EGFR aracılı sinyal yolağının öneminden Bölüm 2.3’te daha 

detaylı bahsedilecektir. 

2.2.2. KRAS 

KRAS (Kirsten ras oncogene homolog), RAS proto-onkogen ailesinin bir 

üyesidir ve hücre çoğalması, diferansiyasyon ve sağkalımını düzenleyen sinyal iletim 

yolaklarında kritik rolü olan bir G-proteini kodlamaktadır (20).  Ras proteinleri 

guanozin difosfat (GDP) bağlı formlarında inajtif olup büyüme faktörü reseptörleri 

sinyal kaskadı aktive olduğunda guanozin trifosfat (GTP) bağlı aktif forma geçerek 

kaskadın aşağısında yer alan MAPK, RAS/RAF/MEK/MAPK ve PI3K  yolaklarını 

aktive eder (19). KRAS, EGFR gibi birçok büyüme faktör reseptörünün sinyal iletim 
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yolaklarında rol oynamaktadır. KRAS’ın sürekli aktive olmasına neden olan ve 

proteinin GTPaz aktivitesini bozan aktive edici mutasyonlar, hücre çoğalmasını 

uyaran birden fazla yolakta sinyal artışına sebep olmaktadır (21).  

KHDAK tiplerinden olan akciğer adenokarsinomlarında, KRAS aktive edici 

mutasyonları en sık mutasyonlar olup olguların %25-40’ında görülmektedir (19). 

KRAS mutasyonları Asya popülasyonlarıyla karşılaştırıldığında Batı 

popülasyonlarında daha sık olarak ve aynı zamanda erkekler ve sigara içicilerinde daha 

sık saptanmaktadır (19). Bununla birlikte KRAS mutasyonları küçük hücreli akciğer 

kanserleri ve yassı hücreli akciğer kanserlerinde çok nadiren saptanmakta veya 

saptanmamaktadır, adenokarsinom olgularındaki KRAS değişiklikleri ise sürücü 

mutasyonlardır ve EGFR mutasyonlarla bağlantılı olarak değildir (19). Bununla 

birlikte KRAS mutasyonları EGFR sinyal kaskadının aşağısında kalan yolakların 

sürekli aktivasyonuna neden olduğundan KRAS mutant tümörler EGFR tirozin kinaz 

inhibitörlerine dirençlidir (22). 

2.2.3. BRAF 

BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1), sinyal kaskadında 

KRAS’ın aşağısındaki efektör bir protein olan ve hücre çoğalması ve sağkalımının 

düzenlenmesinde rolü olan MAPK sinyal yolağının aktive eden bir serin/treonin kinazı 

kodlamaktadır (19). KHDAK olgularının %2-3 gibi az bir kısmında BRAF aktive edici 

mutasyonları saptanmaktadır (5, 19). 

2.2.4. MEK 

MEK veya MAPK1, RAS aktivasyonu sonrasında kaskadın aşağısındaki 

moleküllerden biridir  ve sinyal yolağının devamındaki MAPK2 ve MAPK3’ün aktive 

edilmesine nedenl olmaktadır (19). MEK1 somatik mutasyonu izlenen az sayıda 

KHDAK olgusu bildirilmiştir; akciğer adenokarsinomlarının %1’inde MEK1 

mutasyonu saptanmaktadır (5, 19).  
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2.2.5. HER2 

HER2/ERBB2 Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (İnsan Epidermal 

Büyüme Faktörü Reseptörü 2) geni EGFR gibi bir ErbB reseptör ailesi üyesi olan 

membrana bağlı bir reseptör tirozin kinazı kodlamaktadır (23). Ancak diğer ErbB 

reseptörlerinden farklı olarak doğrudan ligand bağlamayan HER2 bu resesptör 

ailesinin diğer ligand bağlayan üyeleri ile heterodimer oluşturmaktadır (24). 

KHDAK’lerinin %20’sinde artmış ekspresyon, %2’sinde gen amplifikasyonu ve 

%1,6-4’ünde aktive edici mutasyonu bulunduğu gösterilmiştir (19). 

2.2.6. PI3K/AKT/mTOR 

PI3K/AKT/mTOR yolağı, hücre çoğalması, sağ kalımı, farklılaşması, 

adhezyon ve motilitesinde rol alan önemli bir sinyal iletim yolağıdır; bu yolak, EGFR, 

HER2, insülin benzeri büyüme faktörü reseptörü, vasküler endotelyal büyüme faktörü 

reseptörü ve trombosit kaynaklı büyüme faktörü gibi çeşitli membran tirozin kinaz 

reseptörleri aktivasyonu ile aktive edilir (19). Aktive olan reseptör tirozin kinazlar 

PI3K’ı, fosfatidil inositol 4,5-bisfosfat (PIP2)’ı fosfatidil inositol 3,4,5-trifosfat 

(PIP3)’a çevirdiği membrana çeker, oluşan PIP3 AKT’ı membrana PI3K ve mTOR 

tarafından fosforile edildiği membrana çeker. mTOR, kaskadın aşağısında da AKT’ın 

hedeflerinden biri olan bir serin/treonin kinazdır (25). Aktive olan AKT, hücre 

çoğalması ve sağkalımı ile ilişkili birçok hedefin aktive etmektedir (25). Bununla 

birlikte yolağın RAS/RAF/MEK gibi diğer yolaklarla da ilişkisi vardır; RAS PI3K’ı 

doğrudan aktive edebilmektedir (25). 

PI3K/AKT/mTOR yolağının regülasyonu KHDAK olgularının %50-70’inde 

bozulmuştur (19). Kanser Genom Atlası projesinde yer alan yassı hücreli akciğer 

karsinomu olgularının %47’sinde PI3K yolağında önemli değişiklikler saptanmıştır. 

Bu yolağın aktivasyonu EGFR, KRAS, PI3K veya AKT mutasyonu ile PIK3CA 

amplifikasyonu ve bir tümör supresör gen olan PTEN’in negatif regülasyonunun kaybı 

ile gerçekleşmektedir (25-27). 
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2.2.7. ALK 

Bir reseptör tirozin kinaz olan ALK’ın rearanjmanları, en sık hücre içi kinaz 

bölgesinin EML4’ün amino ucuyla füzyonu şeklinde akciğer kanserlerinin bir 

bölümünde izlenmektedir (19). ALK rearanjmanları KHDAK popülasyonunun 

yaklaşık %4’ünde izlenmektedir (28). Daha genç olan ve tütün kullanım öyküsü 

bulunmayan veya tütün kullanımı düşük düzeyde olan hastalarda daha sık izlenmekte 

ve neredeyse sadece adenokarsinom olgularında izlenmektedir (19). Bu olgularda 

tirozin kinaz inhibitörü olan krizotnib tedavide kullanılmaktadır (5). 

2.2.8. MET 

7. kromozomun uzun kolunda yer alan MET proto-onkogeni hepatosit büyüme 

faktörü reseptörü olarak da adlandırılan bir tirozin kinaz reseptörünü kodlamaktadır 

(29). Ligandı olan hepatosit büyüme faktörü bağlandıktan sonra homodimerizasyon 

sonrasında kinaz aktivasyonu ve sinyal kaskadının devamında yer alan 

RAS/RAF/MEK/MAPK, PI3K/AKT ve c-SRC kinaz yolakları aktivasyonu 

gerçekleşmektedir (6). KHDAK’de MET amplifikasyonu hiç tedavi almamış 

hastalarda %1-7 arasında saptanmaktadır (19). MET amplifikasyonu ile PI3K/AKT 

yolağının EGFR’yi by-pass ederek aktive olması, bu tümörlerin EGFR tirozin kinaz 

inhibitörlerine dirençli olmasına neden olmakta ve bu inhibitörlere kazanılmış direnç 

gelişen hastaların yaklaşık %20’sinde MET amplifikasyonu saptanmaktadır. 

2.2.9. ROS1 

ROS1 6. kromozomun uzun kolunda lokalize olan ve protein kinaz bölgesinde 

ALK ile yüksek homolojisi bulunan bir transmembran tirozin kinaz reseptörü 

kodalayan bir proto-onkogendir (30). ROS1 aktivasyonu PI3K/AKT/mTOR, STAT3 

ve RAS/MAPK/ERK yolaklarında sinyal aktivasyonuna sebep olmaktadır (30). ROS1 

gen rearanjmanları KHDAK olgularında saptanmakta ve daha genç, tütün kullanım 

öyküsü olmayan ve Asya kökenli olgularda daha sıklıkla saptanmaktadır (31). ROS 

rearanjmanı saptanan olgular da ALK ve MET inhibitörü krizotinib tedavisine 

duyarlıdır (5). 
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2.2.10. RET 

10. kromozomun uzun kolunda bulunan RET geni bir reseptör tirozin kinaz 

proteinini kodlamaktadır ve kromozom rearanjmanı ile RET aktivasyonu akciğer 

kanseri olgularının sınırlı bir kısmında saptanmaktadır (32). ALK ve ROS1’e benzer 

şekilde RET rearanjmanlarının da tütün kullanma öyküsü olmayan adenokarsinom 

olgularında daha sık görüldüğü saptanmaktadır (32). 

2.2.11. FGFR1 

FGFR1 (Fibroblast Büyüme Faktörü Reseptörü 1), MAPK ve PI3K 

yolaklarının aktivasyonu ile hücre çoğalması üzerine etkili olan bir membran reseptör 

tirozin kinazdır. Yassı hücreli karsinom olgularının yaklaşık %20’sinde 

amplifikasyonu saptanmasına rağmen adenokarsinom olgularında FGFR1 ile ilgili 

anormallikler sık değildir (33). 

2.2.12. Tümör Supresör Genler 

Tümör supresör genler normal hücre büyümesinin önemli negatif 

düzenleyicileridir. Tümör supresör gen fonksiyonunun kaybı karsinogenezde önemli 

bir mekanizmadır ve Knudson’un iki vuruş hipotezinde belirtildiği üzere iki gen 

allelinin de inaktive edilmesi gerekmektedir (34). Bir allel sıklıkla mutasyon, 

epigenetik susturma veya diğer bozuklukluklarla inaktive olurken diğer allel sıklıkla 

LOH loss of heterozygosity (hetorzigotluğun kaybı) olarak adlandırılan ve 

kromozmun bir bölgesinin delesyon, dengeli olmayan translokasyon veya mitotik 

rekombinasyon ile kaybedildiği mekanizmalarla kaybolur (19). Akciğer kanserinde 

sıklıkla inaktive olan tümör supresör genler arasında TP53, retinoblastoma 1 (RB1), 

serin-treonin kinaz 11 (STK11), CDKN2A, FHIT, RASSF1A ve PTEN bulunmaktadır 

(35-37). 

TP53 

TP53, 17. Kromozomun kısa kolunda yer alan, hasarlı DNA bölgelerini tanıyıp 

bağlanabilen ve bir transkripsiyon faktörü olarak rol oynayabilen bir fosfoproteindir 

(38). DNA hasarı veya karsinojenik stres TP53’ü uyarmakta, TP53 de siklin bağımlı 
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kinaz inhibitörlerinin ekspresyonunun uyararak DNA tamiri veya apoptozun 

başlatılması için hücre siklusunun durmasını sağlamaktadır (19). TP53 inaktivasyonu 

akciğer kanserinde görülen en önemli genetik bozukluklardan biridir ve KHDAK 

olgularının yaklaşık %65’inde saptanmaktadır (39). Bununla birlikte 74 araştırmanın 

verilerinin değerlendirildiği bir meta analizde protein ekspresyonu veya mutasyon 

analizi ile saptanan p53 anormalliklerinin KHDAK için kötü prognoz ile ilişkili olduğu 

saptanmıştır (40). 

PTEN 

10. kromozomda yer alan PTEN, PI3K/AKT/mTOR yolağını PIP3’ü 

defosforile ederek inhibe eden bir fosfataz proteini kodlamaktadır (19). PTEN’in 

azalmış ekspresyonu KHDAK olgularının %75’inde; mutasyonları ise olguların 

%5’inde saptanmakta ve bu mutasyonlar adenokarsinom olgularına kıyasla yassı 

hücreli karsinom olgularında daha sık saptanmaktadır (41, 42). 

LKB1 (STK11) 

LKB1 (STK11) mTOR’u inhibe eden bir serin-treonin kinazı kodlayan bir 

tümör supresör gendir ve hücre siklusu, kromatin yeniden modellenmesi, hücre 

polaritesi ve enerji metabolizması gibi çeşitli biyolojik süreçlerde rolünün olduğu 

saptanmaıştır (19). Özellikle akciğer adenokarsinom olgularında çeşitli somatik 

mutasyon ve delesyonlarla inaktivasyonu %11-30 sıklıkta izlenen LKB1 bozuklukları 

TP53 ve KRAS’tan sonra akciğer adenokarsinomlarında üçüncü en sık genetik 

bozukluktur (19). 

p16INK4A-Siklin D1-CDK4-RB yolağı 

p16INK4A-RB yolağı hücre siklusunun G1 fazından S fazına geçişini 

düzenlemektedir. RB1, hücre siklusunun G1/S geçişini transkripsiyon faktörü E2F1’i 

bağlayarak düzenleyen RB proteinini kodlamaktadır. RB1’in, KHDAK olgularının 

%10-15’inde inaktive olduğu saptanmıştır (43). KHDAK olgularında yolağın daha sık 

olarak siklin D1, CDK4 ve siklin bağımlı kinaz inhibitörü olan p16INK4A (CDKN2A) 

(37). p16INK4A ‘in KHDAK olgularının %80’inde delesyon, inaktive edici mutasyon 

veya metilasyonla inaktive olduğu saptanmaktadır (44). İlaveten, KHDAK olgularının 
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%40’ında siklin D1’in gen amplifikasyonu veya diper mekanizmalarla 

ekspresyonunda artış olduğu saptanmaktadır (45). 

2.3. KHDAK’de EGFR Aracılı Sinyal Yolağının Önemi 

KHDAK’lerinde histolojik tiple de ilişkili olarak akciğer adenokarsinomlarda 

hedefe yönelik tedavi seçenekleri arasında yer bulmasıyla klinik açıdan önemi de 

artmış olan EGFR aracılı sinyal yolağında, artmış sinyal uyarısı ile ilişkili 

mekanizmalar reseptörün tirozin kinaz aktivitesinin sürekli olmasına neden olan aktive 

edici mutasyonlar, artmış reseptör ekspresyonu ve artmış gen kopya sayısıdır (19). 

KHDAK olgularının %40-80’inde EGFR ekspresyonunun arttığı gösterilmiştir (2). 

EGFR aktive edici mutasyonlar Batılı hasta gruplarının %10-15’inde, Asyalı hasta 

gruplarının ise %30-40’ında saptanmaktadır. KHDAK’ta EGFR mutasyonları hücre 

içi tirozin kinaz bölgesinin ilk 4 ekzon’unda saptanmaktadır (19). Bu mutasyonların 

en sık görüleni, %45 sıklıkla ekzon 19’da izlenen in-frame delesyonlardır; ikinci 

sıklıkta göülen mutasyonlar ise ekzon 18’de izlenen L858R’de izlenen nonsense 

mutasyondur (19). Bu mutasyonlar dışında daha az sıklıkta saptanan, EGFR tirozin 

kinazi inhibitör tedavilerine direnç ile ilişkili olan ve ekzon 20’de izlenen mutasyonlar 

bulunmaktadır. Bu mutasyonlardan T790M mutasyonunun EGFR tirozin kinaz 

inhibitörlerine kazanılmış direnç olgularının %50’sinde bulunduğu gösterilmiştir (46). 

Akciğer kanserlerindeki EGFR mutasyonlarının neredeyse tamamı akciğer 

adenokarsinomlarında saptanmaktadır; mutasyonlar kadın, genç ve tütün kullanım 

öyküsü olmayan kişilerde daha sık saptanmaktadır (19). 

2.4. Serum ve Glukokortikoid ile İndüklenebilen Kinaz -1 

SGK-1 bir serin/treonin kinazdır; SGK-2 ve SGK-3 ile birlikte üyesi olduğu 

SGK ailesi AGC (PKA-, PKG-, PKC-ilişkili) kinaz grubunda yer almaktadır (Şekil 

2.3) (7, 8, 12). Yapısal olarak N-terminal değişken bölge, katalitik bölge ve C-terminal 

kuyruktan oluşmaktadır (47). Ailenin üç üyesinin katalitik bölgeleri %80 benzerlik 

taşımaktadır (48). 
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Şekil 2.3. Serum ve Glukokortikoid ile İndüklenebilen Kinaz izoformları. (Gasser J. 

A., 2014’ten (12) uyarlanmıştır.) 

SGK-1 1990’lı yıllarda keşfedilmiştir; farklı düzeylerde insülin, siklik 

adenozin monofosfat (cAMP), insülin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1), steroidler, 

interlökin-2, transforming growth factor-beta (TGF-) tarafından düzenlenmektedir 

ve epitelyal sodyum kanalları aracılı sodyum taşınmasının düzenlenmesinde peptid ve 

steroid hormonların kesişiminde yer alan temel bir noktada rol oynadığı 

düşünülmektedir (8, 48). Epitelyal iyon taşınması, sodyum reabzorpsiyonu ve renal 

potasyum sekresyonundaki rollerinin yanı sıra implantasyon ve gebelik, myokard 

hasarı, kas kütlesi, T hücre aktivasyonu, makrofaj motilitesi ve fonksiyonu ve insülin 

duyarlılığındaki rolleri araştırılmıştır (47). İncelendiği tüm dokularda ekspresyon 

saptanmakla birlikte SGK-1 ekspresyonunun transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel 

olarak kontrol edildiği gösterilmiştir (47).  

Hücre içi sinyal yolaklarında SGK-1’in aktivasyonu, AKT aktivasyonu ile 

benzerlik göstermektedir (Şekil 2.4) (7). AKT aktivasyonuna benzer şekilde, membran 

reseptör tirozin kinaz aktivasyonu sonrasında PI3K aktivasyonu ile hücre 

membranında fosfatidilinositol-(3,4,5)-trifosfat (PIP3) sentezi sonrasında pleckstrin 

homoloji (PH) bölgesi taşıyan PDK1 ve AKT gibi proteinlerin PIP3’le etkileşmesi 

sonrasında AKT’ın sırasıyla mTORC2 ve PDK1 ile fosforile edilmesi sonrasında AKT 
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aktive olur (7). SGK-1’in yapısında ise PH bölgesi bulunmamaktadır (47). SGK-1 

aktivasyon mekanizması da AKT aktivasyonuna benzer şekilde öncelikle mTORC2 

tve PDK-1 tarafından fosforilasyonunu gerektirmektedir (Şekil 2.5) (49). PDK1, 

fosforile edilerek PDK1 bağlanmasına hazır hale getirilmiş SGK-1’i T-loop 

bölgesinden fosforile ederek aktive etmektedir (48). 

 

Şekil 2.4. AKT’ın ve SGK-1’in aktivasyon basamakları. (Di Cristofano A., 2017’den 

(47) uyarlanmıştır.) 

Aktivasyon mekanizmalarındaki benzerliğin yanınnda SGK-1 ile AKT’ın bazı 

ortak substratları olduğu; ancak her birinin bazı özgün substratlarının da olduğu 

saptanmıştır (47). Glikojen sentaz kinaz-3 (GSK3) proteininin SGK-1 ve AKT’ın 

ortak substratı olduğu gösterilmiştir (50). NDRG1 proteini ise SGK-1’in özgün 

substratlarından biridir (51). NDRG1’den Bölüm 2.6’da daha detaylı bahsedilecektir. 
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Şekil 2.5. SGK-1’in aktivasyonu. (Garcia-Martinez J. M., 2008’den (49) 

uyarlanmıştır.) 

SGK-1’in patolojik olmayan koşullarda birçok dokudaki ekspresyonunun 

düşük düzeyde olduğu ve SGK-1 knock-out farelerde sodyum homeostazındaki bazı 

bozukluklar dışında bir patoloji saptanmadığı gösterilmiştir (8). Bununla birlikte SGK-

1’in meme, dil, over, prostat, multipl myelom gibi birçok kanser dokularında 

ekspresyonunun artmış olduğu saptanmıştır (8). Kanser dokularındaki artmış SGK-1 

ekspresyonunu gösteren araştırma sonuçları ile birlikte, SGK-1 ekspresyonu invazyon, 

metastaz ve tedavi direncini ilgilendiren biyolojik süreçlerle ilişkili olarak 

tanımlanmaktadır (8). SGK-1’in insan tümörlerinde sıklıkla mutasyonu gösterilmese 

de nodüler lenfosit baskın Hodgkin lenfoma’da örneklerin yaklaşık %50’sinde 

mutasyon, meme kanseri hastalarının %31’inde amplifikasyon ve %48’inde artmış 

ekspresyonun gösterildiği araştırma sonuçları mevcuttur (47). Meme kanseri 

hücrelerinde artmış SGK-1 artışının AKT inhibitörlerine dirençle ilişkili olduğu ve 

PDK1/SGK-1 sinyal iletiminin AKT’ı bypass eden bir direnç mekanizması olduğunu 

gösteren yayınlar bulunmaktadır (52, 53). Berdel ve arkadaşları ise araştırmalarında 

baş ve boyun yassı hücreli karsinomunda cis-platin ile birlikte SGK-1’in enzimatik 

inhibitörünün uygulandığı kombinasyon tedavisinin, her iki ajanın tek başına 

tedavisine göre daha iyi tümör kontrolü sağladığını ortaya koymuştur (9). SGK-1 
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inhibisyonu ile malign gliom hücrelerinde temozolamid direncinin aşılabildiği 

gösterilmiştir (54). 2016 yılında Xiaobo ve arkadaşları tarafından yayınlanan 

araştırmada KHDAK hastalarından elde edilen tümör dokuları ve normal dokular 

kıyaslandığında, tümör dokularında artmış SGK-1 ekspresyonu gösterilmiş ve aynı 

zamanda KHDAK hücre dizilerinde SGK-1’in susturulmasının büyüme ve 

migrasyonu inhibe edici etkisi gösterilmiştir (10). Bu sonuçla birlikte KHDAK’de 

SGK-1’i hedefleyen inhibitör tedavilerinin araştırılmasının önemi artmıştır. 

2.5. Enzim İnhibisyon Mekanizmaları ve SGK-1 İnhibisyonu 

2.5.1. Enzim İnhibisyon Mekanizmaları 

Enzim inhibitörleri, kataliz sürecine müdahale ederek enzimatik rekasiyonları 

yavaşlatan veya durduran moleküler ajanlardır (55). Enzim inhibisyonu reversibl ve 

irreversibl olmak üzere iki geniş gruba ayrılmaktadır. İrreversibl inhibitörler; kovalent 

bağlanarak, enzimin aktivitesi için gerekli olan bir fonksiyonel grubunu ortadan 

kaldırarak ya da enzimle nonkovalent ancak özellikle kararlı bir etkileşime girerek etki 

gösterebilmektedir. Reversibl inhibisyon ise inhibitörün enzime bağlanma bölgesi ve 

ortaya çıkan etkiye göre 3 gruba ayrılmaktadır (Şekil 2.6) (55). Kompetitif inhibitörler, 

enzimin aktif bölgesi için substratla yarışmaktadır. Bu gruptaki inhibitörlerin çoğu, 

yapısal olarak substrata benzer ve enzimlerle Enzim-İnhibitör kompleksi oluşturur. 

İnhibitör varlığında substrat aktif bölgeye bağlanamaz. Bununla birlikte substrat 

konsantrasyonu yeterince artırılırsa beklenen maksimum hıza (Vmax) ulaşılabilir, bu 

nedenle Vmax değişmez. Ancak Vmax’ın ½’sindeki reaksiyon hızında substrat 

konsantrasyonu olan Km artar. Unkompetitif inhibisyonda ise inhibitör enzimin aktif 

bölgesinden başka bir bölgeye ve sadece Enzim-Substrat kompleksi oluştuktan sonra 

bağlanır. Bu inhibisyonda Vmax ve Km azalır. Mikst inhibitörler de enzime aktif bölge 

dışında bir bölgeden bağlanır; ancak inhibitör enzime de Enzim-Substrat kompleksine 

de bağlanabilir. Bu inhibisyonda Vmax ve Km azalır. Nonkompetetif inhibitörler, mikst 

inhibitörler grubu içinde yer alan; ancak Km’ı etkilemeyen inhibitörlerdir (55). 
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A.Kompetetif 

inhibisyon 

 

B.Unkompetetif 

inhibisyon 

 

C.Mikst inhibisyon 

 

Şekil 2.6. Reversibl inhibisyon mekanizmaları. (Nelson D. L., 2013’ten (55) 

uyarlanmıştır.)  

E: Enzim, S: Substrat, I: İnhibitör, P: Ürün. 
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2.5.2. SGK-1 İnhibisyonu ve SGK-1 İnhibitörü GSK650394 

SGK-1’in kanser dokularında artmış ekspresyonunun/aktivitesinin gösterilmiş 

olması ile birlikte SGK-1’in özgün ve selektif inhibitörleri geliştirilmiştir. Literatürde 

muhtemel terapötik etkileri ile birlikte ilk ortaya konan SGK-1 kinaz inhibitörü, 

heterosiklik bir indazol türevi olan GSK650394’tür (Şekil 2.6) (56). GSK650394, 

SGK-1’in kompetetif inhibitörüdür (9). GSK650394’ün SGK-1 enziminde ATP 

bağlanan bölgeye floresan işaretli ATP analoğunun bağlanmasını zaman içerisinde 

azalttığı gösterilmiştir (56). Biyolojik etkileri değerlendirildiğinde ise ilk kez androjen 

bağımlı prostat kanseri hücrelerinde hücre büyümesini bloke ettiği gösterilmiş olmakla 

birlikte baş boyun yassı hücreli karsinomu hayvan modelinde tedavide cis-platin ile 

sinerjistik etki gösterdiği gösterilmiştir (9, 56). GSK650394, SGK-1 ve SGK-2 

üzerinde benzer şekilde etkilidir ve SGK-1’e IGF1R, Rho-associated protein kinase 

(ROCK), JAK izoformları (JAK1, JAK3), protein kinaz B izoformları (AKT1, AKT2, 

AKT3), dual-specificity tyrosine phosphorylation-regulated kinase (DYRK1A) ve 

PDK1’e kıyasla 30 kat; Aurora and c-Jun N-terminal kinase’a kıyasla yaklaşık 10 kat 

daha selektiftir (8). 

SGK-1’in literatürde ikinci bildirilen inhibitörü EMD638683 isimli bir 

benzohidrazid türevidir ve bu ajanla kolon kanseri deneysel modellerinde radyoterapi 

etkinliğinin arttığı gösterilmiştir (8). 1 M gibi düşük dozlarda cAMP-bağımlı protein 

kinaz (PKA), mitojen- ve stres- ile aktive olan protein kinaz 1 (MSK1), protein kinaz 

C-ilişkili kinaz 2 (PRK2), ve SGK izoformları SGK-2 ve SGK-3 üzerine etkisinin 

olduğu gösterildiğinden, ajanın 50 M gibi daha yüksek dozda kullandığı 

araştırmalarda diğer kinazlar üzerine inhibitör etkilerinin olabileceği göz önünde 

bulundurulmalıdır (8). Ayrıca SRC/ABL küçük molekül inhibitörlerden SI113’ün 

AKT’a kıyasla SGK-1 üzerine daha selektif etkisinin olduğu gösterilmiştir (57).  
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Şekil 2.7. SGK-1 inhibitörü GSK650394’ün kimyasal yapısı. (Sherk A. B., 2008’den 

(56) uyarlanmıştır.)  

2.6. N-myc downregulated gene 1 

N-myc down-regulated gene (NDRG) ailesi, NDRG1, NDRG2, NDRG3 ve 

NDRG4 olmak üzere 4 üyeden oluşmaktadır (Şekil 2.7) (12). Aminoasit dizisi %57-

65 benzerlik taşıyan taşıyan dört proteinin hiçbirinin enzimatik aktivitesi 

bulunmamaktadır (58). NDRG1, NDRG2, NDRG3 ve NDRG4 genlerinin her biri farklı 

mRNA'lar ile birden fazla izoform şeklinde transkripsiyona uğramaktadır (58).  

NDRG ailesinin yaşamın erken dönemlerindeki gelişme, immün sistem, 

endokrin sinyal iletimi ve sinir sistemi fonksiyonlarındaki görevleri konusunda 

araştırmalar bulunmaktadır (58). NDRG ailesi üyelerinden olan ve SGK-1’in özgün 

substratlarından birini kodlayan NDRG1, 1990’lı yılların ikinci yarısında insan 

umblikal ven endotelyal hücrelerinde homosisteine yanıt veren  bir stres yanıt geni 

olarak keşfedilmiştir (59). NDRG1 ekspresyonunun hipoksi, ağır metaller (nikel, 

kalsiyum, kobalt ve demir), forbol ester, histon deasetilaz inhibitörleri, retinoidler ve 

-merkaptoetanol ile uyarılması; onkogenler (N-myc ve c-myc), tumor supresör genler 

(p53, VHL ve PTEN) ve transkripsiyon faktörü Egr-1 tarafından düzenlenmesi 

NDRG1’in stresle indüklenen bir protein olduğunu göstermektedir (60). NDRG1 

mRNA ekspresyonunun birçok insan dokusunda mevcut olduğu gösterilmiş olsa da 
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prostat, beyin, böbrek, plasenta ve bağırsak dokularında düzeylerinin daha fazla 

olduğu gösterilmiştir (61).  

 

Şekil 2.8. N-myc downregulated gene izoformları. (Gasser J. A., 2014’ten (12) 

uyarlanmıştır.) 

NDRG1 ekspresyonu ile kanser arasındaki ilişkiyi araştıran araştırmalarda bazı 

kanser tiplerinde yüksek; bazılarında ise düşük ekspresyon saptanması, etkilenen 

hücre tipi gibi diğer faktörlere bağlı olarak karsinogenezin uyarılması veya 

baskılanmasında bir rolü olabileceğini düşündürmektedir (62). NDRG1 ekspresyonu 

ile kanser derecesi veya evresi arasında negatif korelasyonun saptandığı birden fazla 

araştırma sonucundan hareketle NDRG1’in tümör baskılayıcı, metastaz baskılayıcı 

veya hem tümör hem metastaz baskılayıcı bir protein olduğu görüşü öne çıkmaktadır 

(62). Ancak NDRG1 ekspresyonu ile kanser evresi arasında pozitif korelasyonun 

saptandığı bazı araştırma sonuçları, NDRG1’in pleiotropik rolleri olabileceğini veya 

NDRG1’in farklı izoformlarının karsinogenezde farklı rolleri olabileceği görüşünü 

ortaya çıkarmıştır (62, 63).  

SGK-1’in özgün substratlarından biri olan NDRG1, SGK-1 tarafından Thr328, 

Ser330, Thr346, Thr356 ve Thr366 rezidülerinden fosforillendikten sonra GSK3β 

tarafından Ser342, Ser352 ve Ser362 rezidülerinden fosforile edilmektedir (62). 

NDRG1 fosforilasyonunun hücre farklılaşması, mitoz sırasında sentromer işlevleri, 
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telofaz evresinde hücrenin bölünmesinde ve Alzheimer hastalığı patogenezinde rolleri 

ile ilgili araştırmalar bulunmaktadır (62). NDRG1 fosforilasyonunun 

karsinogenezdeki rolü ile ilgili ise az sayıda araştırma bulunmaktadır. Murakami ve 

arkadaşları 2010 yılında yayınladıkları araştırmalarında pankreas kanseri hücrelerinde 

NDRG1’in Ser330 ve Thr346 rezidü fosforilasyonlarının, NF-B sinyal yolağını ve 

CXC kemokin ekspresyonunu baskılayıcı fonksiyonu ile ilişkili olduğunu 

saptamışlardır (60). Bununla birlikte meme kanseri hücrelerinde NDRG1 

fosforilasyonunun NDRG1’in inaktive edilip proteozomal yıkımını başlattığı da 

gösterilmiştir (12). SGK-1 inhibisyonuna bağlı olarak NDRG1’deki fosforilasyon 

kaybının karsinogenezdeki rolü araştırılmayı bekleyen bir konudur. 

NDRG1’in metastaz baskılayıcı rolleri ile araştırmalar, NDRG1’in bu 

aktivitesini NF-κB, PI3K/AKT/mTOR ve RAS/RAF/MAPK gibi anahtar rol oynayan 

sinyal yolakları ile etkileşerek gerçekleştirdiğini göstermektedir (61). NDRG1’in 

metastaz baskılayıcı rolleri konusunda araştırmaları bulunan Kovacevic ve arkadaşları, 

2016 yılında yayınladıkları araştırmalarında NDRG1 ekspresyonunun, EGFR ve diğer 

ErbB reseptör ailesi üyeleri aracılı sinyal yolaklarını inhibe edici etkisini ortaya 

koymuştur (13). Bu araştırmada insan pankreas ve kolon kanseri hücrelerinde NDRG1 

ekspresyonunun hem total hem de fosforile EGFR ekspresyonunda azalmayla 

ilişkisinin saptanmış olmasına karşın EGFR mRNA düzeylerinde değişiklik 

izlenmemesi, araştırmacıları NDRG1’in EGFR sinyal aktivasyonunu inhibe edici 

etkisinin yanı sıra EGFR internalizasyonu ve yıkımı üzerinde de rolü olabileceği 

sonucuna ulaştırmıştır (13). Bununla birlikte NDRG1 fosforilasyonunun, EGFR sinyal 

yolağı üzerine olası etkisi araştırılmayı bekleyen bir konudur. 

2.7. SGK-1/NDRG1/EGFR İlişkisi 

Güncel yayınlarda karsinogenezdeki önemine ilişkin verilerin saptandığı SGK-

1’in aktivasyonunun, EGFR gibi büyüme faktörü reseptörü aracılı sinyal yolak 

aktivasyonu ile ilişkili olmasının yanı sıra SGK-1’in özgün substratı NDRG1’in 

EGFR’nin de üyesi olduğu ErbB ailesi üyelerinin aracılı olduğu sinyal yolaklarının 

aktivasyonuna olan etkilerinin ortaya konmasından hareketle araştırmamızın 

hipotezini teşkil eden SGK-1/NDRG1/EGFR ilişkisi Şekil 2.8’de verilmiştir. Bu 
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modele göre NDRG1’in EGFR sinyal yolağı üzerindeki inhibe edici etkisi, SGK-1 

aktivitesi sonucunda NDRG1’in fosforile edilerek inaktive olması ve proteozomal 

degradasyonu başlatılması nedeniyle baskılanmaktadır. Bundan hareketle SGK-1’in 

farmakolojik inhibisyonu, NDRG1 fosforilasyonunun inhibe edilmesiyle aktif 

NDRG1 havuzunun korunmasını sağlayarak NDRG1’in EGFR sinyal yolağı 

üzerindeki inhibe edici fonksiyonlarının ortaya çıkmasına neden olacaktır. 

 

Şekil 2.9. EGFR/SGK-1/NDRG ilişkisi. 
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2.8. A549 ve H1299 Hücre Dizilerinin Özellikleri 

A549 ve H1299 hücre dizileri, insan akciğer adenokarsinomu hücre dizileridir. 

Bu hücre dizilerinin bazı özellikleri Tablo 2.1’de sunulmuştur (10, 64-66). 

Tablo 2.1. A549 ve H1299 hücre dizilerinin bazı özellikleri. 

 Hücre Dizisi 

Özellik A549 H1299 

Histolojik tip Adenokarsinom Büyük hücreli karsinom 

İkiye katlanma süresi 

(Doubling time) 

22 saat 30 saat 

SGK-1 ekspresyonu Var Bilinmemekte 

NDRG1 ekspresyonu Var Var (zayıf ekspresyon) 

EGFR ekspresyonu Wild type Wild type 

PTEN ekspresyonu Wild type, güçlü 

ekspresyon 

Wild type, zayıf 

ekspresyon 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

Bu tez çalışmasında kullanılan tüm malzemeler ve cihazlar, bütün deneylerin 

yürütüldüğü Hacettepe Üniversitesi Kanser Enstitüsü Temel Onkoloji Anabilim Dalı 

araştırma laboratuvarında bulunmaktadır. 

3.1. Kimyasal Maddeler, Kitler ve Tamponlar 

Bu tez çalışmasında kullanılan kimyasal maddelerin, kitlerin ve tamponların 

adları ve üretildikleri firmaların adları Tablo 3.1’de sıralanmıştır. 

Tablo 3.1. Çalışmada kullanılan kimyasal maddelerin, kitlerin ve tamponların adları 

ve üretici firmalarının adları. 

ÜRÜN ADI ÜRETİCİ ADI ve ÜRETİLDİĞİ 

ÜLKE 

DMEM (Dulbecco's Modified 

Eagle Medium) 

Gibco by Life Technologies-ABD, 

Lonza-İsviçre 

RPMI  (Roswell Park Memorial 

Institute) 1640 

Gibco by Life Technologies-ABD, 

Biological Industries-ABD 

FBS (Fötal Dana Serumu) Lonza-İsviçre 

L-glutamin Biochrom-Almanya 

Penisilin/Streptomisin Biochrom-Almanya 

PBS (Phosphate Buffered Saline) Sigma Aldrich-Almanya 

SGK1 (D27C11) Rabbit Anti- 

human primer antikor 

Cell Signaling Technology- ABD 

p-NDRG1 (Thr346) (D98G11) 

XP® Rabbit Anti- human primer 

antikor 

Cell Signaling Technology- ABD 

NDRG1 (D8G9) XP® Rabbit Anti-

human primer antikor 

Cell Signaling Technology- ABD 

p-EGFR (Tyr1068) (D7A5) XP® 

Rabbit Anti-human primer antikor 

Cell Signaling Technology- ABD 

EGFR Rabbit Anti-human primer 

antikor 

Cell Signaling Technology- ABD 

p-GSK3 (Ser9) 

(D85E12) XP® Rabbit Anti-human 

primer antikor 

Cell Signaling Technology- ABD 

GAPDH (D16H11) XP® Rabbit 

Anti-human primer antikor 

Cell Signaling Technology- ABD 

Anti-rabbit IgG, HRP-bağlı 

sekonder antikor 

Cell Signaling Technology- ABD 

GSK650394 Glaxo-Smith-Kline-İngiltere 

4x Laemmli Sample Buffer Bio-Rad Laboratories-ABD 

http://www.bio-rad.com/en-tr/sku/1610747-4x-laemmli-sample-buffer
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Tablo 3.1.(Devam) Çalışmada kullanılan kimyasal maddelerin, kitlerin ve 

tamponların adları ve üretici firmalarının adları 

-Merkaptoetanol Merck-Schuchardt-Almanya 

TGX™ FastCast™  

Acrylamide Solutions 
Bio-Rad Laboratories-ABD 

Amonyum persülfat (APS) Bio-Rad Laboratories-ABD 

Tetrametiletilendiamin (TEMED) Bio-Rad Laboratories-ABD 

 

10x Tris/Glycine/SDS (sodyum 

dodesil sülfat) Buffer 

 

Bio-Rad Laboratories-ABD 

 

Trans-Blot® Turbo™ RTA Mini 

PVDF Transfer Kit 

 

Bio-Rad Laboratories-ABD 

10x Tris Buffered Saline (TBS) 

Buffer 
Bio-Rad Laboratories-ABD 

Tween 20 AppliChem-Almanya 

5x Transfer Buffer Bio-Rad Laboratories-ABD 

Etil alkol Limko Kimya-Türkiye 

Bovine Serum Albumin (BSA) VWR Life Science-ABD 

Super Signal West-femto Substrate Thermo Scientific-ABD 

“RIPA Lysis and Extraction 

Buffer” Lizis Tamponu 
Thermo Scientific-ABD 

NaF Merck-Almanya 

Halt™ Protease and Phosphatase 

Inhibitor Single-Use Cocktail  
Thermo Scientific-ABD 

Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific-ABD 

Quick Start Bovine Serum Albumin 

Standard Set 
Bio-Rad Laboratories-ABD 

Yağsız Süt Tozu Pınar Süt Ürünleri A.Ş.-Türkiye 

Dimetil sülfoksit (DMSO) WAK-Chemie Medical-Almanya 

Dimetilformamid (DMF) Sigma-ABD 

Tripan Mavisi Sigma-ABD 

Calyculin Cell Signaling Technology-ABD 

Tripsin %0.05 (1X) Lonza-lsviçre 

PageRuler™ Prestained Protein 

Ladder 
Thermo Scientific-ABD 

Kristal viyole Sigma Aldrich-Almanya 

Metil alkol Emsure, Merck-Almanya 

Epidermal Büyüme Faktörü (EGF) 

Ortadoğu Teknik Üniversitesi 

Biyolojik Bilimler Bölümü Öğretim 

Üyesi Doç. Dr. Elif ERSON 

tarafından temin edildi. 

 

http://www.bio-rad.com/en-tr/product/polyacrylamide-gel-reagents/tgx-fastcast-acrylamide-solutions
http://www.bio-rad.com/en-tr/product/polyacrylamide-gel-reagents/tgx-fastcast-acrylamide-solutions
http://www.bio-rad.com/en-tr/sku/1610732-10x-tris-glycine-sds
http://www.bio-rad.com/en-tr/sku/1610732-10x-tris-glycine-sds
http://www.bio-rad.com/en-tr/sku/1704272-trans-blot-turbo-rta-mini-pvdf-transfer-kit-for-40-blots
http://www.bio-rad.com/en-tr/sku/1704272-trans-blot-turbo-rta-mini-pvdf-transfer-kit-for-40-blots
http://www.bio-rad.com/en-tr/sku/1704272-trans-blot-turbo-rta-mini-pvdf-transfer-kit-for-40-blots
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3.2. Aletler ve Cihazlar 

Bu tez çalışmasında kullanılan aletlerin ve cihazların adları ve üretildikleri 

firmaların adları Tablo 3.2’de sıralanmıştır. 

Tablo 3.2. Çalışmada kullanılan aletlerin ve cihazların adları ve üretici firmaların 

adları. 

ÜRÜN ADI ÜRETİCİ ADI ve ÜRETİLDİĞİ 

ÜLKE 

Kodak Gel Logic 1500 

Görüntüleme Sistemi 
Carestream Healty İne.-ABD 

Faz/Kontrast Mikroskop Olympus-İngiltere 

Etüv Heraeus-Almanya 

Otomatik Çalkalayıcı Heidolphy-Almanya 

Soğutmalı Mikrosantrifüj Eppendorf-Almanya 

Spektrofotometre Spectramax-ABD 

-80 °C Derin Dondurucu Thermo Electron-ABD 

Santrifüj Heraeus-Almanya 

-196 Sıvı Azot Tankı Taylor Wharton- ABD 

Buz makinası Scotsman AF200-İngiltere 

Mini-PROTEAN® Tetra Vertical 

Electrophoresis Cell, 4-gel, for 1.0 

mm thick handcast gels 

Bio-Rad Laboratories-ABD 

PowerPac™ Basic Power Supply Bio-Rad Laboratories-ABD 

Trans-Blot® Turbo™ Transfer 

System 
Bio-Rad Laboratories-ABD 

Hassas Terazi Denver Instrument-ABD 

Vorteks Clofton Cycline-İngiltere 

Distile Su Cihazı GFL-Almanya 

Çalkalayıcı GFL-Almanya 

Isıtma Bloğu Techne Dri Bloc-İngiltere 

Çeker Ocak Ünitest-Türkiye 

Dikey Akımlı Hava Kabini Thermo-Electron-ABD 

Su Banyosu GFL-Almanya 
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Tablo 3.2.(Devam) Çalışmada kullanılan aletlerin ve cihazların adları ve üretici 

firmaların adları 

+4 °C Soğuk Oda Alarko Carrier-Türkiye 

+4 °C Buzdolabı Bosch-Almanya 

-20 °C Derin Dondurucu Bosch-Almanya 

Thoma Lamı Fuchs Roshenthal-ABD 

Thoma Lamı Neubauer-ABD 

Mr. Frosty Dondurma Kabı Nalgene, Thermo Scientific-ABD 

 

3.3. Hücre Kültürü 

İnsan KHDAK hücre dizileri olan A549 ve H1299, 9 Eylül Üniversitesi 

Onkoloji Enstitüsü Temel Onkoloji Anabilim Dalı Öğretim Üyesi Prof. Dr. Hilal 

KOÇDOR tarafından temin edildi. Hücreler American Type Culture Collection 

(ATCC) tarafından belirtilen kültür şartları ve metoduna uygun olarak çoğaltıldı. A549 

hücreleri, %10 FBS (Fetal Bovine Serum), 2 mmol/L L-glutamin, 100 IU penisilin ve 

100 pg/ml streptomisin içeren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) tam 

besiyeri ortamında; H1299 hücreleri ise %10 FBS, 2 mmol/L L-glutamin, 100 IU 

penisilin ve 100 pg/ml streptomisin içeren RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 

1640 tam besiyeri ortamında, 25 ve 75 cm2 flasklar içinde, 37 °C'de %5 CO2 içeren 

etüvde çoğaltıldı. Flask içerisinde çoğalan hücrelerin yoğunluk oranları %80-90 

arasına ulaştıklarında hücreler tripsinizasyon yapılarak pasajlandı. Hücrelerin ilk 

pasajı aşamasında kriyoviyal tüplere, tüp başına 1 x 106 hücre/ml olacak şekilde 

konuldu ve daha sonraki deneylerde kullanılmak üzere sıvı azot tankında muhafaza 

edildi. 3. ile 11. pasajlar arasındaki hücreler kullanılarak deneyler yürütüldü. Uygun 

pasaj sayısına ve deneylerde kullanılacak miktara ulaşan hücreler kaldırıldıktan sonra 

tripan mavisi ile boyandı ve Thoma Lamı kullanılarak sayıldı. Deneylerde hücrelerin 

ilaç ile inkübasyonları öncesinde %90‘ın üzerinde canlılığın olmasına dikkat edildi. 

3.3.1. Tripsinizasyon 

Tripsinizasyon yöntemi ile aderan KHDAK hücre hatları olan A549 ve H1299 

hücrelerinin flasktan ayrılması sağlandı. Bu işlem için ilk olarak flasklarda bulunan 
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besiyerleri hücrelere zarar verilmeden serolojik pipet ile çekilerek uzaklaştırıldı. T-25 

cm2 flask için 2 ml, T-75 cm2 flask için 6 ml PBS (Phosphate Buffered Saline) eklendi. 

Flask zemini PBS ile yıkandı ve daha sonra PBS serolojik pipet ile çekilerek 

uzaklaştırıldı. Bu sayede aderan hücreler yıkanarak besiyeri artıkları ve tripsinin 

enzimatik reaksiyonunu indirgeyen FBS ortamdan uzaklaştırıldı. T-25 cm2 flask için 

1 ml tripsin/EDTA (etilendiamin tetra asetik asit), T-75 cm2 flask için 3 ml 

tripsin/EDTA flask içine koyuldu. Tripsin/EDTA'nın flask içerisindeki aderan 

hücrelerin hepsine homojen olarak yayılması için flask hafifçe çalkalandı. 37 °C'de 

%5 CO2 içeren etüvde 5-8 dakika arasında inkübe edildi. İnkübasyon sonrası 

hücrelerin flask tabanından ayrılıp ayrılmadığı faz/kontrast (inverted) mikroskopta 

kontrol edildi. Flask tabanından ayrılmayan hücrelerin yoğunluğuna göre etüv 

içerisinde birkaç dakika daha inkübe edilerek veya flask hafifçe çalkalanarak 

hücrelerin flask tabanından ayrılmaları sağlandı. Tripsin/EDTA'nın etkinliğini 

durdurmak için kullanılan tripsin/EDTA hacminin 3 katı hacimde tam besiyeri eklendi. 

Besiyerinin etkin bir şekilde tüm hücrelere ulaşabilmesi için serolojik pipet ile pipetaj 

yapıldı. Flask içerisinde süspanse halde bulunan hücreler 50 ml'lik falkon tüp içine 

alınıp +4 °C'de 2000 rpm'de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonunda hücre 

artıklarının bulunduğu süpernatant falkondan uzaklaştırıldı. Falkon tüpün alt kısmında 

oluşan hücre pelleti üzerine 6-10 ml arasında tam besiyeri eklendi. Pipetaj işlemi 

yapılarak süspanse hale getirildi.  

Pipetaj işlemi sayesinde hücrelerin sayım işlemi öncesi birbirlerinden ayrılması 

ve lam üzerine tek düşmeleri sağlandı. Süspansiyon içerisinden 10 l alındı ve 10 l 

tripan mavisi ile karıştırıldı. Süspansiyon içerisinde bulunan hücre miktarı 1:1 

oranında seyreltilmiş oldu. Tripan mavisi ile karıştırılan süspansiyon Thoma lamının 

iki ucuna 10'ar l yayıldı ve mikroskop altında hücre sayımı yapıldı. Thoma lamı 

üzerindeki her iki uç için ayrı 5 alan seçildi ve bu alanlarda sayılan hücrelerin aritmetik 

ortalaması alındı. Ölü hücrelerin parçalanmaya başlayan hücre zarı içerisinden kolayca 

geçebilen tripan mavisi sayesinde mavi olarak görülen hücreler ekarte edildi. 

Kullanılan Thoma lamının ölçüleri 0,1 mm x 0,1 mm olup lam ile lamel arasındaki 

uzaklık 0,1 mm'dir. Bu nedenle hücrelerin sayıldığı her alan 0,001 mm3'e (0,0001 

ml'ye) karşılık geldiğinden sayılan hücrelerin aritmetik ortalaması 10.000 ile çarpıldı. 
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Hücre süspansiyonu tripan mavisi ile 1:1 oranında seyreltiği için elde edilen değer 2 

ile çarpılarak ml başına düşen hücre sayısı hesaplandı. 

3.3.2. Hücre Pasajı 

Hücre sayım işleminden sonra uygun pasaj sayısına ulaşmamış veya deney için 

ihtiyaç duyulan hücre miktarına ulaşılamamış durumlarda, A549 ve H1299 hücreleri 

pasajlandı. Süspansiyon içerisinde bulunan hücre miktarı göz önünde bulundurularak 

T-25 cm2 flasklar için yaklaşık 500.000 hücre T-75 cm2 flasklar için 1-1,25 milyon 

hücre aktarılacak şekilde pasaj yapılacak flask sayısı belirlendi. Pasaj yapılacak 

flasklara eşit sayıda hücre süspansiyonları aktarıldı. T-25 cm2 flasklar son hacmi 5 ml, 

T-75 cm2 flasklar son hacmi 15 ml olacak şekilde tam besiyeri (A549 hücreleri için 

DMEM, H1299 hücreleri için RPMI 1640) ile tamamlandı. Flasklar 37°C'de %5 CO2 

içeren etüvde inkübe edildi. Flasklar günlük olarak mikroskop altında incelendi. pH'sı 

düşmüş ve rengi değişmiş olan, flask içerisinde ölü hücre miktarı artmış olan 

besiyerleri değiştirildi. 

3.3.3. Hücre Dondurma 

Daha sonraki deneylerde kullanılmak için A549 ve H1299 hücreleri 1. ve 3. 

pasajları arasında hücre sayımından sonra, krayovial tüp başına 1 x 106 hücre/ml 

olacak şekilde konuldu. Süspansiyon içerisine dilüsyon oranı %10 olacak şekilde 

DMSO (Dimetil sülfoksit) eklendi. DMSO, besiyerinin donma sıcaklığını düşürmekte 

ve hücrede buz kristallerinin oluşmasını dolayısıyla hücrenin lizis olma riskini 

azaltmaktadır. Kryovial tüpler propanol içeren Mr. Frosty adlı kademeli soğutma 

sağlayan kaplar içerisinde 24 saat -86 °C donduruldu. 24 saat süre sonunda kryovial 

tüpler sıvı azot tankına konularak muhafaza edildi. 

3.3.4. GSK650394 alikotlarının hazırlanması 

Hücrelerle muamele edilecek SGK-1 inhibitörü olan GSK650394, dikey 

havalandırmalı kabin içerisinde steril koşullar altında hazırlandı. Kristalize kuru toz 

halinde bulunan ajanlar, DMSO içerisinde vortekslenerek final konsantrasyonu 32 

mM olacak şekilde çözüldü, ilaç stoğu 500 l hacimlerde bölünerek -20 °C’de 

saklandı. 
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3.4. MTT Assay 

MTT yöntemi, canlı hücrelerin mitokondriyal süksinat dehidrogenazları 

aracılığıyla çözünür metil-tiyazol-tetrazolyum tuzunu, çözünmeyen formazana 

dönüştürmesi ve çözünmeyen bu kristallerin SDS ile suda çözünür hale getirilmesi ile 

oluşan renk şiddetinin kolorimetrik olarak ölçümü esasına dayanan bir sitotoksisite 

testidir. Müdahale edilmeyen kontrol grubundaki renk yoğunluğunun, tedavi 

grubundaki renk yoğunluğuna kıyaslanmasıyla uygulanan tedavinin hücre canlılığını 

ne derecede etkilediği saptanmaktadır.  

MTT assay deneyleri için 96 kuyulu plaklarda, hücresiz besiyeri içeren 

kuyular, hücre içeren ancak ilaç uygulanmayacak olan kontrol kuyuları ile 1 M, 2 

M, 4 M, 8 , 16 M ve 32 M konsantrasyonda GSK650394 inkübasyonu 

uygulanacak kuyular planlandı. Flasklardaki hücrelerden tripsinizasyon işleminden 

sonra 96 kuyulu plakların her bir kuyusuna 50 l besiyeri içerisinde A549 ve H1299 

hücreleri için 2.500 hücre eklenecek şekilde hesaplanan hacimlerde hücre 

süspansiyonları hazırlandı ve kuyulara 50’şer l eklendi. Hücrelerin kuyu zeminlerine 

yapışması için 37 °C’de %5 CO2’lik etüvde 24 saat inkübe edildi. Bu sayede hücreler 

kuyu zeminine yapıştı. 32 mM konsantrasyondaki GSK650394 alikotlarından 

kullanılacak konsantrasyonların 2 katı konsantrasyonda olacak şekilde besiyeri 

içerisinde dilüsyon yapıldı. Hücrelerle muamele edilecek SGK-1 inhibitörü olan 

GSK650394, dikey havalandırmalı kabin içerisinde steril koşullar altında hazırlandı. 

Kristalize kuru toz halinde bulunan ajanlar, DMSO içerisinde vortekslenerek final 

konsantrasyonu 32 mM olacak şekilde çözüldü, ilaç stoğu 500 l hacimlerde 

bölünerek -20 °C’de saklandı. Hücresiz ve hücre içeren kontrol kuyularına ilaçsız 

besiyerinden, ilaç inkübasyonu uygulanacak kuyulara ise hazırlanmış olan alikotlardan 

50 l hacimde eklendi ve 24, 48 ve 72 saat süreler ile inkübe edildi. Bu sürelerin 

sonunda PBS içinde 5 mg/ml olacak şekilde çözülerek hazırlanan MTT tüm kuyulara 

20 l hacimde eklendi. Bu işlemden 4 saat sonra ekstraksiyon tamponu olarak, %45 

DMF (Dimetilformamid) içinde çözülmüş %23 SDS (Sodyum dödesil sülfat) çözeltisi 

(pH= 4.7) 80 l hacimde eklendi. Kör olarak kullanılmak üzere bir kuyuya da 80 l 

hacimde ekstraksiyon tamponu eklendi ve plak ışıktan etkilenmeyecek şekilde bir gece 

boyunca 37 °C’de etüvde inkübe edildi. İnkübasyon aşamasından sonra plak okuyucu 
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spektrofotometre cihazına yerleştirildi. 570 nm dalga boyunda kuyuların renk 

yoğunlukları kantite edildi. 

3.5. Kristal Viyole Assay 

Kristal viyole assay protokolü için literatür incelemesiyle protokol belirlendi 

(67). Kristal viyole assay için tripsinizasyon işleminden sonra Western Blot analizi 

için 12 kuyulu plakların her bir kuyusuna A549 hücreleri için 100, H1299 hücreleri 

için 200 hücre eklenecek şekilde hücre süspansiyonları hazırlandı ve kuyulara eklendi. 

Hücrelerin kuyu zeminlerine yapışması için 37 °C’de %5 CO2’lik etüvde 24 saat 

inkübe edildi. Bu sayede hücreler kuyu zeminine yapıştı. 24 saat sonra kuyu içerisinde 

bulunan tam besiyerleri çekildi ve serumsuz besiyeri eklendi. Hücreler 37 °C’de %5 

CO2’lik etüvde 24 saat inkübe edildi. Bu sayede hücrelerin aynı fazda (G0 fazı) 

kalmaları sağlanmış oldu. Serum starvasyon işlemi sonrası serumsuz besiyeri 

kuyulardan uzaklaştırıldı. Kuyu içerisinde bulunan besiyerini çekmeden önce, 32 mM 

konsantrasyonda DMSO içerisinde çözünmüş halde bulunan ilaç alikotları seri 

dilüsyon ile seyreltildi. Kuyulara 1 ml 4 M, 8 M, 16 M, 32 M GSK650394 içeren 

besiyeri eklendi; hücreler belirtilen konsantrasyonda GSK650394 ile 24 saat inkübe 

edildi. Kontrol kuyularına ilaçsız besiyerinden 1 ml eklendi. 24 saat sonra tüm 

kuyulardaki besiyerleri çekildi ve 1’er ml ilaçsız besiyeri eklendi. 12 kuyuluk 

plaklardaki hücre çoğalması ve koloni oluşumu günlük olarak mikroskop altında 

değerlendirildi. Kontrol kuyularındaki koloni oluşumu değerlendirilerek 7-10 gün 

sonra boyama aşamasına geçildi. 

Boyamadan önce 12 kuyuluk plaklar 5 dakika süre ile buz üzerinde +4 °C 

odada bekletildi. 3 kez soğuk PBS ile yıkama yapıldıktan sonra kuyulara 1 ml  +4 °C 

odada soğutulmuş metil alkol eklendi ve plaklar +4 °C odada 10 dakika bekletilerek 

hücreler fikse edildi. Kuyulardan metil alkol çekildi. Plaklar oda sıcaklığına getirildi 

ve Tablo 3.3’te belirtilen kristal viyole solüsyonunda 10 dakika inkübe edildi. Süre 

sonunda kristal viyole solüsyonu kuyulardan çekildi ve plaklar içerisindeki musluk 

suyu değiştirilen tanka batırılarak yıkandı ve fazla boyanın uzaklaştırılması sağlandı. 

Yıkama işlemi sonrasında ters çevrilerek oda sıcaklığında kurumaya bırakılan ve bir 
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gece boyunca kuruyan plaklardan ertesi gün makroskopik ve mikroskopik 

görüntüleme yapıldı. 

Tablo 3.3. Kullanılan kristal viyole solüsyonunun bileşenleri ve kullanılan örnek 

hacimler. 

Kullanılan Bileşenler Kullanılan Bileşenlerin Örnek 

Hacimleri 

Kristal viyole 60 mg 

Metil alkol 3 ml 

Distile su 9 ml 

 

3.6. Western Blot Deneyleri 

3.6.1. İlaç Uygulama 

Hücrelerle muamele edilecek SGK-1 inhibitörü olan GSK650394, dikey 

havalandırmalı kabin içerisinde steril koşullar altında hazırlandı. Kristalize kuru toz 

halinde bulunan ajanlar, DMSO içerisinde vortekslenerek final konsantrasyonu 32 

mM olacak şekilde çözüldü, ilaç stoğu 500 l hacimlerde bölünerek -20 °C’de 

saklandı.  

Tripsinizasyon işleminden sonra Western Blot analizi için 6 kuyulu plakların 

her bir kuyusuna 1x106 hücre eklenecek şekilde hücre süspansiyonu hazırlandı. 6 

kuyulu plakların her birine 1x106 hücre eklendi. Hücrelerin kuyu zeminlerine 

yapışması için 37 °C’de %5 CO2’lik etüvde 24 saat inkübe edildi. Bu sayede hücreler 

kuyu zeminine yapıştı. 24 saat sonra kuyu içerisinde bulunan tam besiyerleri çekildi 

ve serumsuz besiyeri eklendi. Hücreler 37 °C’de %5 CO2’lik etüvde 24 saat inkübe 

edildi. Bu sayede hücrelerin aynı fazda (G0 fazı) kalmaları sağlanmış oldu. Serum 

starvasyon işlemi sonrası serumsuz besiyeri kuyulardan uzaklaştırıldı. Kuyu içerisinde 

bulunan besiyerini çekmeden önce, 32 mM konsantrasyonda DMSO içerisinde 

çözünmüş halde bulunan ilaç alikotları seri dilüsyon ile seyreltildi. Kuyulara tam 

besiyeri ile birlikte farklı dozlarda ilaç eklendi. İlaç eklenecek kuyulara 1,5 ml tam 

besiyeri ve üzerine 500 l hedef konstrasyonun 4 katı konsantrasyonda GSK650394 

içeren besiyeri eklendi. Bu şekilde hücreler, 4 M, 8 M ve 16 M konsantrasyonda 
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GSK650394 ile 6 saat ve 24 saat inkübe edildi. Kontrol kuyularına ilaçsız besiyerinden 

2 ml eklendi. 

EGFR sinyal yolağı aktivasyonunu değerlendirmek için p-EGFR 

ekspresyonunun saptanmasının planlandığı deneyler için GSK650394 ile 24 saat 

süreyle inkübasyonun sonunda, son konsatrasyon 5 ng/ml EGF içerecek şekilde 

eklendi (Şekil 3.1). Literatür incelemesi sonucunda EGF inkübasyonunun çoğu hücre 

hattında 10-15 dakika şeklinde uygulanmasına rağmen H1299 hücrelerinde EGFR 

aktivasyonu tepe noktasının, ligand uygulandıktan sonraki 5. dakika olduğu saptandı 

(64, 68). 

 

 

 

 

 

Şekil 3.1. EGFR sinyal yolağı aktivasyonunun değerlendirildiği deney planı. 

*EGF ligand uyarısı A549 hücreleri için 10 dakika, H1299 hücreleri için 5 dakika uygulandı. 

3.6.2. Lizat Hazırlama 

Western blot deneyinde kullanılacak olan proteinlerin elde edilebilmesi için 

lizis tamponu ile hücrelerin lizis edilmesi ve lizat hazırlanması gerekmektedir. Bunun 

için hücrelerden lizat elde edileceği zaman RIPA tamponu ve diğer bileşenler 

kullanılarak, hücrelerin lizis olmasını sağlayacak olan lizis tampon hazırlandı (Tablo 

3.4). 

RIPA tamponu sitoplazmik zarı parçalama özelliğine sahiptir. PIC proteaz ve 

fosfataz inhibitör kokteyli proteinlerin degredasyonunu ve defosforilasyonunu 

engellemektedir. EDTA kalsiyum ve demir iyonlarının solüsyonda kalmasını 

sağlayarak reaksiyona girmesini engeller. Calyculin ve NaF da protein fosfataz 

inhibitörü olarak kullanılır ve bu sayede fosfo proteinlerin degredasyonu önlenmiş 

GSK650394 

(4M ve 16 M) 
EGF 

(5 ng/ml) 

24. saat: Lizat 

hazırlama 

* 

KHDAK 

hücreleri 
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olur. Lizat hazırlama işlemine başlamadan önce lizis edilecek kuyu sayısının 2 katı 

kadar 1,5 ml’lik deney tüpü -20 °C dolapta soğutulmalıdır. Lizat hazırlama aşamasında 

kullanılacak pipet uçları ve PBS soğuk odada bekletilmiş olmalıdır. 

Tablo 3.4. Lizis tamponu bileşenlerinin konsantrasyonları ve kullanılan bileşenlerin 

hacimleri. 

Kullanılan Bileşenler ve Final 

Konsantrasyonları 

Kullanılan Bileşenlerin Örnek 

Hacimleri 

RIPA Tamponu 1900 l 

1X PIC (Proteaz İnhibitör Kokteyli) 20 l 

50 mM Calyculin 20 l 

20 mM NaF 40 l 

EDTA 20 l 

 

Altı plaklı kuyular içerisinde belirlenen saatlerde (6 ve 24 saat) GSK650394 

ajanı ile inkübe edilen A549 ve H1299 hücrelerinin inkübasyon süreleri bittikten sonra 

lizat hazırlanacak hücre plağı etüvden alınarak +4 °C odada buz üstünde 5 dakika 

bekletildi. Bu aşamadan itibaren tüm işlemler sıcaklık faktöründen dolayı protein 

degredasyonunu önlemek amacıyla +4 °C odada yapıldı. Plağın 5 dakika süresince buz 

üstünde bekletilmesinden sonra kuyularda bulunan GSK650394 ve besiyeri 

uzaklaştırıldı. Kuyuların besiyeri ve ajandan temizlenmesi amacıyla 3 defa soğuk PBS 

ile kuyular yıkandı. Kuyu ve yıkama başına 400 ml PBS kullanıldı. Devamında her bir 

kuyuya 400 ml taze olarak hazırlanmış lizis tampon eklendi. 6 kuyulu plak +4 °C 

soğuk odada bulunan çalkalayıcıda 100 rpm hızda 5 dakika çalkalandı. Çalkalama 

işleminden sonra her bir kuyu kazıyıcı (scraper) yardımı ile veya pipet ucunun arka 

kısmı ile kazındı. Kazıma işleminden sonra 6 kuyulu plak tekrardan 100 rpm hızda 10 

dakika çalkalandı. Çalkalama işleminden sonra her bir kuyuya tekrardan birer dakika 

kazıma işlemi yapıldı. Kazıma işleminden sonra son defa 100 rpm hızda 5 dakika 

çalkalandı ve son defa kazıma işlemi yapıldı. Toplamda 3 defa 20 dakika çalkama 

işlemi ve 3 defa kuyu başına birer dakika kazıma işlemi yapılmış oldu. Yapılan bu 

işlem ile hücrelerin lizis olması sağlandı. Son kazıma işleminden sonra -20 °C dolapta 
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soğutulan 1,5 ml’lik deney tüpleri alındı ve lizis edilen örnekler tüplere konuldu. 1,5 

ml’lik deney tüplerine konulan örnekler +4 °C’ye soğutulmuş santrifüjde 13.000 

rpm’da 10 dakika santrifüj edildi. Bu işlem ile çözeltide bulunan atık maddelerin tüpün 

dibine çökmesi sağlandı. +4 °C soğuk odada dikkatli bir şekilde pellet kaldırılmadan, 

supernatant mikropipet ile çekilerek önceden 20 °C'de soğutulmuş olan 1,5 ml’lik 

deney tüplerine aktarıldı. Bu işlemden sonra protein kantitasyonu aşamasına geçildi 

veya protein lizatları daha sonra kantite edilmek üzere -86 °C buzdolabına kaldırıldı. 

3.6.3. Protein Kantitasyonu 

Western blot deneyinde kullanılacak olan protein lizatlarının, protein 

miktarlarının tayini amacıyla Pierce™ BCA Protein Assay Kit ile protein kantitasyonu 

yapıldı. Kit içerisindeki bulunan A ve B solüsyonlarından, deney sırasında 

kullanılacak hacme göre 50:1 oranında solüsyon hazırlandı. Düz tabanlı 96 kuyulu 

plakta bulunan kuyulara protein miktar tayini yapılacak protein lizat örneklerinden 

10’ar l eklendi. Ayrıca kantitasyonu yapılacak örneklerin protein miktarlarının 

belirlenebilmesi amacıyla, içeriğindeki protein miktarı oranları bilinen BSA (Bovine 

Serum Albumin) protein standartları 96 kuyulu plağın boş olan kuyularına eklendi. 2 

mg/ml, 1,5 mg/ml, 1 mg/ml, 0,75 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml ve 0,125 mg/ml 

olmak üzere toplamda 7 farklı BSA protein standartından 10’ar l kuyulara eklendi. 

Son olarak lizat hazırlama aşamasında hücreleri lizis etmek için kullanılan lizis 

bufferın yapacağı olası ışımanın, proteinlerin yoğunlukları ile oluşan farklı renk 

yoğunluklarından çıkarılabilmesi amacıyla blank (kör) olarak kullanılacak bir kuyuya 

10 l lizis tamponu eklendi Her bir protein standartı, protein lizatı ve blank olarak 

kullanılacak lizis tamponu üzerine hazırlanan solüsyondan 200 l eklendi. Kuyulara 

yavaş bir şekilde pipetaj yapılarak protein lizatının ve solüsyonun homojen şekilde 

karışması sağlandı. Kontrolsüz olarak yapılacak pipetaj işlemi koyularda baloncuk 

oluşumuna yol açabilir. Bu sebepten ötürü, kantitasyon verimliliği düşebilir. Ayrıca, 

ekleme aşamasının mümkün olduğunca hızlı bir şekilde manipüle edilmesi, ışığa 

duyarlı olan solüsyondan yüksek verim almak açısından önem arz etmektedir. Tüm 

kuyulara aynı işlem uygulandıktan sonra 96 kuyulu plak 37°C etüvde ışıktan muhafaza 

edilerek 30 dakika inkübe edildi. İnkübasyon aşamasından sonra plak okuyucu 

spektrofotometre cihazına yerleştirildi. 562 nm dalga boyunda kuyuların renk 
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yoğunlukları kantite edildi. Kör olarak kullanılan kuyunun renk yoğunluğunun protein 

kuyularındaki renk yoğunluklarından çıkarıldığı zaman elde edilen renk yoğunluğu 

salt olarak proteinlerin oluşturmuş olduğu yoğunluk olarak elde edildi. Kantitasyonda 

kullanılan protein standartlar mg/ml cinsinden olduğu için elde edilen bu değer, 1 ml 

lizat içerisinde bulunan proteinin mg cinsinden değerini vermektedir. Bu sebepten 

dolayı örneklerden elde edilen değerler 1 l lizat içerisinde bulunan protein miktarını 

g cinsinden karşılığını vermektedir. Western blot deneylerinde her bir örnekten 10 

g protein kullanılacağı için elde edilen değerleri doğru orantı yaparak 10 g’ı 

kullanılacak lizat için kantitasyon sonucu hesaplanan g/l değerlerine bölerek kaç l 

protein lizatı kullanılacağı hesaplandı. 

3.6.4. Western Blot ve Protein Analizi 

Yükleme tamponu için kullanılacak miktar belirlendikten sonra bu miktarı 

sağlayacak 4 x Laemmli Sample Buffer ile -merkaptoetanol 9:1 oranında 

karıştırılarak yükleme tamponu hazırlandı. Protein kantitasyonu yapılmış olan ve 1,5 

ml'lik deney tüplerinde bulunan lizatlardan, kantitasyon sonucu belirlenen miktar ile 

yükleme tamponu 3:1 oranında ayrı birer 1,5 ml’lik deney tüpüne konulup karıştırıldı. 

Yükleme tamponunda -merkaptoetanol bulunması nedeniyle bu işlem çeker ocak 

içerisinde yapıldı. Tüp içerisine eklenen ve pipetaj yapılarak homojen şekilde 

karışması sağlanan tamponu, proteinlerin denatürasyonu için önceden ısısı 95 °C'ye 

getirilmiş olan kuru ısıtma bloğu içerisinde 7 dakika bekletildi. Bu sayede Proteinler 

denatüre olmuş oldu. Proteinlerin denatürasyonu kullanılacak olan antikorların 

proteinleri tutunabilmesi açısından önemlidir. Aksi takdirde antikorların proteinlere 

tutunması imkansızlaşır. Tampon içerisinde bulunan merkaptoetanol proteinlerin 

disülfıt bağlarının indirgenmesini sağlar. Yükleme tamponu içerisinde bulunan LDS 

maddesi denatüre edilen proteinlerin eksi (-) yük ile yüklenmesini sağlar. Tampon 

içerisinde bulunan diğer maddelerden biri olan gliserol proteinlerin jel kuyuları 

içerisine çökmesini sağlamakta ve bir diğer madde olan bromfenol mavisi ise jelde 

örneklerin görülmelerini sağlamaktadır. 
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Poliakrilamid Jel Elektroforezi 

Western blot deneyleri için  “Mini-PROTEAN® Tetra Vertical 

Electrophoresis Cell, 4-gel, for 1.0 mm thick handcast gels” (Biorad) sistemi 

kullanıldı. Bu sistemde 10 örnek yükleme kuyusu olan jeller hazırlanabilmekte, 

hazırlanmış olan 1-4 jele aynı anda elektroforez yapılabilmektedir. Jel solüsyonlarının 

hazırlanması için “TGX™ FastCast™ Acrylamide Solutions” (Biorad) sistemi 

kullanıldı. Yükleme ve yürütme için kullanılacak jel solüsyonları Tablo 3.5’te 

belirtildiği şekilde hazırlandı. 

Tablo 3.5. Jel hazırlamak için kullanılan çözelti miktarları. 

%10 Yürütme Jeli (2 Jel için) %4 Yükleme Jeli (2 Jel için) 

Resolver A → 6 ml Stacker A → 2 ml 

Resolver B → 6 ml Stacker B → 2 ml 

%10 APS → 60 l %10 APS → 20 l 

TEMED → 6 l TEMED → 4 l 

 

Jel solüsyonunu hazırlarken amonyum persülfat (APS) ve 

tetrametiletilendiamin (TEMED) en son eklenecek madde olmalıdır. APS solüsyonda 

bulunan akrilamidin polimerizasyonunu sağlayan ko-aktivatör madde, TEMED ise 

katalizör maddedir. Deneylerde en iyi performansı elde edebilmek için APS diğer 

çözeltilerden farklı olarak taze hazırlandı. APS, 0,1 g/l olacak şekilde distile su ile 

(50 g APS + 500 l distile su) çözündü. 

Jel solüsyonunu polimerizasyonu için kullanılacak olan cam sıkıştırma 

aparatlarının temiz olmasına dikkat edildi. Cam yüzeyi jel solüsyonu dökülmeden önce 

distile su ve etanol ile temizlenerek kullanıma hazır hale getirildi. Cam sıkıştırma 

aparatı arasına ilk olarak yürütme jeli solüsyonu eklendi. Kuyuların oluşması için 

kullanılacak tarağın ucunun denk geleceği yerin yaklaşık 1 cm aşağısına kadar 

yürütme jeli eklendi. TGX™ FastCast™ Acrylamide Solutions sisteminde yükleme 
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jelinin eklenmesi için yürütme jelinin donmasının beklenmemesi gerekmemektedir. 

Bu nedenle hazırlanan yükleme jeli camların arasına eklendi ve camlar arası boşluk 

hacmi tamamen dolduktan sonra hemen kuyuların oluşmasını sağlayacak tarak aparat 

konuldu. Jelin donması için yaklaşık 30 dakika beklendi ve bu süre sonunda taraklar 

cam arasından dikkatlice çıkarıldı. Bu sayede yükleme jelinin donması ile yükleme 

yapılacak kuyular oluşturulmuş oldu. Cam arasında bulunan ve kullanıma hazır olan 

jel yürütme tankı içerisine konuldu. Yürütme tankı içerisine yerleştirilen cam 

sıkıştırma aparatı içerisinde bulunan jellerin arasına ve dış bölgede bulunan tank 

içerisine kullanılacak olan 1 x yürütme tamponu (“10x Tris/Glycine/SDS Buffer” Bio-

Rad) eklendi. Yürütme tamponunun kuyuların içini doldurması sağlandı. Bu aşamadan 

sonra lizat örnekleri ve marker kuyulara yüklendi. Örnekler ve marker yüklendikten 

sonra tankın kapağı kapatıldı ve tank güç kaynağına bağlandı. 50 voltta 5 dakika 

yürütüldükten sonra 200 voltta 45 dakika yürümesi sağlandı. 

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System ile Transfer ve Blotlama 

Örneklerin yürüme işlemi bittikten sonra güç kaynağı kapatıldı. 1X yükleme 

tamponu tankın içerisinden uzaklaştırıldı. İçerisinde SDS jelin bulunduğu cam 

aparatlar içi dH2O ile doldurulmuş bir kabın içerisine konuldu. Dikkatli bir şekilde, 

jele zarar vermeden cam aparatlar birbirlerinden ayrıldı ve jel su içerisine bırakıldı. Bu 

aşamadan sonra transfer işlemini gerçekleştireceğimiz Trans-Blot® Turbo™ 

Transfer System transfer sistemi materyalleri hazırlandı. Bu sistemle gerçekleştirilen 

transfer işlemi yarı-kuru (semi-dry) olarak adlandırılmaktadır. Transfer işleminde 

kullanılacak tampon Tablo 3.6’da belirtildiği şekilde hazırlandı. “Trans-Blot® 

Turbo™ RTA Mini PVDF Transfer Kit” (Bio-Rad) kitinde bulunan PVDF 

(polivinilidin florür) membran etil alkolde ıslatıldı. PVDF membran ile iyon reservuarı 

olarak görev yapan süngerler transfer tamponunda 5 dakika bekletildikten sonra 

cihazda bulunan kasetler üzerinde aşağıdan yukarıya “sünger – PVDF membran – jel 

– sünger” sırasıyla konuldu. Sistem içerisinde bulunan merdane ile üzerinden geçilerek 

tabakalar arasındaki hava kabarcıkları çıkartıldı. Kaset kapağı kapatılarak cihaza 

yerleştirildi. Cihazda 5 – 150 kDa ağırlığındaki proteinler için önerilen ayar olan 25 

volt akıma ayarlı program (MIXED MW) seçildi. Transfer işlemi sürerken %5’lik 

BSA (Bovine Serum Albumin) içeren TBS-T (%0,1 TBS-Tween 20) solüsyonu 
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hazırlandı. MIXED MW programında önceden tanımlanmış olan 7 dakikalık süre 

sonunda cihaz kapatıldı, kaset çıkarılarak kapağı açıldı. Jelin üstünde bulunan 

materyaller atıldı. Devamında jelin boyutları baz alınarak PVDF membranın jel 

dışında kalan bölgeleri membranın kuruma riskinden ötürü hızlı bir şekilde kesildi. 

Kesilen membran bir kap içerisinde önceden hazırlanmış olan BSA solüsyonuna 

konuldu. BSA solüsyonu içerisindeki membranın 1-1,5 saat süresince, oda 

sıcaklığında ve 100 rpm hıza ayarlanmış çalkalayıcı üzerinde blokasyonu gerçekleşti. 

Solüsyonda bulunan albümin proteinlerin epitoplarına tutunarak blokasyon 

aşamasından sonra uygulanacak antikor inkübasyonunun spesifitesini arttırmayı 

sağlamaktadır. Bu sayede görüntüleme esnasında membran, arka planda daha temiz 

bir görüntü elde etmemizi sağlamaktadır. Blokasyon işlemi bittikten sonra 1X TBS-T 

ile membran aynı kap içerisinde 3 defa 5’er dakika 100 rpm hızda çalkalayıcıda 

yıkandı. Bu sayede BSA kalıntıları membran yüzeyinden temizlenmiş oldu. 

Tablo 3.6. Transfer işleminde kullanılacak bileşenler ve örnek hacimler. 

Kullanılan Bileşenler Kullanılan Bileşenlerin Örnek 

Hacimleri 

Trans-Blot® 5x Transfer Buffer 20 ml 

Etil Alkol 20 ml 

Distile Su 60 ml 

 

Blokasyon ve ardından yapılan TBS-T ile yıkama aşamasından sonra 

membranı primer antikor ile muamele aşamasına geçildi. Bu aşamada, denatüre olmuş 

proteinleri tek bir determinantını tanıyan, yüksek afinite ve özgüllükte tanıyan 

monoklonal antikorlar kullanıldı. SGK1, fosforile NDRG1, NDRG1, fosforile EGFR, 

EGFR, fosforile GSK3 proteinleri için sırasıyla SGK1 Rabbit Anti- human primer 

antikor, p-NDRG1 Rabbit Anti- human primer antikor, NDRG1 Rabbit Anti-human 

primer antikor, p-EGFR (Tyr1068) Rabbit Anti-human primer antikor, EGFR Rabbit 

Anti-human primer antikor, p-GSK3 Rabbit Anti-human primer antikoru kullanıldı. 

Kullanılan monoklonal antikorlar %5’lik BSA içeren TBS-T içerisinde 1:1000 

oranında dilüe edildi (10 l primer antikor + 10 ml %5’lik BSA içeren TBS-T). 
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Kullanılacak antikorun homojen karışması için solüsyon 3-5 saniye vortekslendi. 

Dilüe edilen monoklonal antikor membranın bulunduğu kaba eklendi ve +4 °C odada, 

100 rpm hızda çalışan çalkalayıcı üzerinde ajite edilerek bir gece inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyon süresinin en az 18 saati geçmiş olmasına dikkat edildi. Bir gece 

primer antikor membran ile inkübasyonu sonrası antikor membrandan uzaklaştırıldı 

ve 3 defa 5’er dakika oda sıcaklığında 100 rpm hızda çalkalayıcı üzerinde TBS-T ile 

yıkandı. Bu işlemden sonra primer antikorun görüntülenebilmesi için HRP 

(Horseradish Peroksidaz) konjuge primer antikorun üretildiği organizmaya karşı 

üretilmiş sekonder antikor ile inkübasyon aşamasına geçildi. Sekonder antikor olarak 

Anti-rabbit IgG, HRP-bağlı sekonder antikor kullanıldı. Sekonder antikor 1:10000 

oranında %5’lik BSA içeren TBS-T ile dilüe edilerek membran ile 1 saat oda 

sıcaklığında 100 rpm hızda çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi (10 l primer antikor + 

10 ml %5’lik BSA içeren TBS-T). İnkübasyon süresi bittikten sonra sekonder antikor 

membrandan uzaklaştırıldı ve son olarak TBS-T ile 3 defa 5’er dakika oda sıcaklığında 

100 rpm hızda çalkalayıcı üzerinde yıkandı. Yapılan yıkama işlemleri sayesinde 

membran üstündeki olası non-spesifik bağlanmaların temizlenmesi sağlandı. Son 

yapılan yıkamadan sonra kemolüminesans görüntüleme aşamasına geçildi. 

Kemolüminesans Görüntüleme 

Sekonder antikor ile inkübasyon ve ardından yapılan TBS-T ile yıkama sonrası 

membran üzerinde görüntülemek istenilen hedef proteinlerin görüntülenmesi 

aşamasına geçildi. ECL (enhanced chemiluminescence) kiti içerisinde bulunan 

luminesans madde olan luminol, sekonder antikora konjuge HRP’de bulunan 

peroksidaz enziminin substratıdır. Bu sayede luminol, peroksidaz enzimi ile 

reaksiyona girerek peroksidazı okside eder ve 3-aminoftalat açığa çıkar. Açığa çıkan 

ürün foton saçarak (425 nm) düşük enerji seviyesine iner ve ışıma oluşur. Meydana 

gelen bu reaksiyon sonucu inkübe edilen antikorun bağlandığı proteinler bant vererek 

görünür hale gelir. ECL kiti olarak Super Signal West- femto Maximum Sensitivity 

Substrate kullanıldı ve reaksiyonun gerçekleşmesi sağlandı. Kit protokülüne uygun 

olarak hazırlanan solüsyon membranın tüm yüzeyini kaplayacak şekilde eklendi ve 5 

dakika karanlıkta inkübe edildi. İnkübasyon sonrası solüsyon uzaklaştırıldı ve 
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membran üzerinde bulunan protein bantları Kodak Gel Logic 1500 görüntüleme cihazı 

ile belirlenen pozlama sürelerinde görüntülendi. 

GAPDH primer antikoru ile tekrar blotlama 

Görüntüleme aşamasından sonra elde edilen protein bantlarının 

normalizasyonu ve deney sonucunun kontrolünü sağlamak amacıyla gliseraldehit-3-

fosfat dehidrojenaz (GAPDH) proteinlerinin homojenitesine bakıldı. Bunun için hedef 

protein bant görüntülerini elde ettiğimiz membranı GAPDH primer antikoru ile tekrar 

blotlama işlemi yapıldı. Görüntüleme işlemi bittikten sonra membran 15 dakika TBS-

T içerisinde, oda sıcaklığında, 100 rpm hızda çalkalayacı üzerinde inkübe edildi. 

Yıkama işleminde sonra blokasyon aşaması olan %5’lik BSA solüsyonu ile 1,5 saat 

inkübasyon aşamasına geçildi. Devamında 3 defa, 10’ar dakika, oda sıcaklığında 100 

rpm hızda çalkalayıcı üzerinde TBS-T ile yıkama aşamasına geçildi. Yıkama 

aşamasından sonra GAPDH Rabbit Anti-human primer antikoru 1:1000 oranında 

%5’lik BSA içeren TBS-T ile dilüe edilerek primer antikor ile inkübasyon aşamasına 

geçildi (10 l primer antikor + 10 ml %5’lik BSA içeren TBS-T). Bir gece boyunca 

+4 °C odada 100 rpm hızda çalkalayıcı üzerinde GAPDH primer antikoru ile 

inkübasyon aşamasından sonra 3 defa, 5’er dakika, oda sıcaklığında 100 rpm hızda 

çalkalayıcı üzerinde PBS-T ile yıkama aşamasına geçildi. Yıkama aşamasından sonra 

HRP konjuge seconder antikor ile inkübasyon aşamasına geçildi. Oda sıcaklığında 100 

rpm hızda çalkalayıcı üzerinde 1 saatlik HRP konjuge sekonder antikor ile inkübasyon 

aşamasından sonra 3 defa, 5’er dakika, oda sıcaklığında 100 rpm hızda çalkalayıcı 

üzerinde TBS-T ile yıkama aşamasına geçildi. Membran son defa TBS-T ile 

yıkandıktan sonra kemolüminesans görüntüleme aşamasına geçildi. Görüntüleme 

sonucunda elde edilen GAPDH bantları ve daha önce elde edilen bantların 

dansitometrik analizi aşamasına geçildi 

Dansitometrik Analiz 

Image Studio Lite Ver 5.2 (Li-Cor Biotechnology, ABD) adlı görüntü analiz 

yazılımı kullanılarak, kemolüminesans görüntüleme ile elde edilen bantların 

dansitometrik yoğunlukları tespit edildi. Elde edilen 3 bağımsız grubun hedef protein 
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bantları ile kontrol proteini olarak kullanılan GAPDH protein bant yoğunlukları ile 

normalize edildi. 

3.7. İstatistiksel Analiz 

Kristal viyole assay sonucu elde edilen koloni sayıları verileri ve Western Blot 

deneyleri sonucu elde edilen protein analizi verileri bağımsız gruplar student t testi ile 

istatistiksel analizi yapıldı. Yapılan testin sonucunda p<0,05 olan değerler istatistiksel 

olarak anlamlı kabul edildi, istatistiksel analizler IBM® SPSS® Statistics Version 22 

(IBM Corporation, ABD) istatistik yazılımı kullanılarak yapıldı. 

3.8. Etik Onay ve Araştırma Desteği 

Araştırma protokolü Hacettepe Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik 

Araştırmalar Etik Kurulu tarafından GO 16/753 kayıt numarası ile 06.12.2016 

tarihinde değerlendirilerek çalışma materyalinin ticari olarak satın alınmış hücrelerde 

yapılacağı insandan elde edilen primer kültürlerin kullanılmayacağının görüldüğü, 

Klinik Araştırmalar Yönetmeliği gereği gönüllü insanlar üzerinde gerçekleştirilecek 

nitelikte olmayan bu tip çalışmalar Etik Kurulların kapsamı dışında kaldığı 

değerlendirmesi alınmıştır. 

Bu çalışma Hacettepe Üniversitesi Bilimsel Araştırmalar Projeleri 

Koordinasyon Birimi tarafından desteklenmiştir (Proje Numarası: TDK-2016-13331). 
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4. BULGULAR 

4.1. KHDAK Hücrelerinde SGK-1 Ekspresyonunun Gösterilmesi 

SGK-1 inhibisyonu deneylerine başlamadan önce kullanılacak olan A549 ve 

H1299 KHDAK hücre dizilerinde SGK-1 ekspresyonu Western Blot yöntemiyle 

değerlendirildi (Şekil 4.1, Tablo 4.1 ve Şekil 4.2). İki hücre dizisinde de SGK-1 

ekspresyonu gösterildi. SGK-1 ekspresyonunun gösterildiği deneylerde, bantların 

görüntülenmesi için pozlama süresinin uzun tutulması (5 dakika) gerekti. 

Görüntülenen bantların 45 kDa civarında tek bant ve 55 kDa civarında birden fazla 

bandın birleşimi şeklinde olduğu izlendi. A549 hücrelerinde molekül ağırlığı büyük 

olan bantların; H1299 hücrelerinde ise 45 kDa civarındaki bantların daha belirgin 

ekprese edildiği izlendi. 
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Şekil 4.1. KHDAK hücrelerinde SGK-1 ekspresyonunun 3 bağımsız örnekte 

gösterilmesi (n=3).  

A: A549 hücrelerinde SGK-1 ekspresyonu. B: H1299 hücrelerinde SGK-1 ekspresyonu. 
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Tablo 4.1. A549 ve H1299 hücrelerinde SGK-1 ekspresyonuna ait ortalama rölatif 

bant yoğunluğu (SGK-1/GAPDH) (n=3). 

Hücre dizisi Ortalama Rölatif Bant Yoğunluğu ± SH 

A549 2,29 ± 0,29 

H1299 2,80 ± 0,15 

 

 

 

Şekil 4.2. A549 ve H1299 hücrelerinde SGK-1 rölatif bant yoğunluğu (SGK-

1/GAPDH). 
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4.2. KHDAK Hücrelerinde GSK650394’ün Subtoksik Dozunun MTT 

Canlılık Testi ile Belirlenmesi 

MTT yöntemiyle hücre canlılığının değerlendirmesinde, 96 kuyuluk plaklarda 

kuyu başına eklenen hücre sayısı, deney sonunda ölçülen absorbans değerlerini 

doğrudan etkilemektedir. Deney sonuçlarının doğru yorumlanması için ölçülen optik 

dansite değerinin 0,7-1 aralığında olması hedeflendiğinden kuyu başına eklenmesi 

gereken hücre sayısını optimize etmek için farklı sayılarda hücrelerin ekilerek 72 saat 

süreyle hücre çoğalması beklendikten sonra deneyin sonlandırıldığı MTT deneyleri 

yapıldı. Bu deneyin sonuçları Tablo 4.2’de verilmiştir. Sonuçlar değerlendirildiğinde 

A549 hücreleri için 2000 hücre/kuyu, H1299 hücreleri için 3500 hücre/kuyu olacak 

şekilde MTT deneylerinin planlanmasına karar verildi. 

Tablo 4.2. KHDAK hücrelerinde 96 kuyuluk plaklarda kuyu başına farklı sayılarda 

hücre ekilmesine bağlı olarak saptanan MTT deney sonuçları. 

Hücre dizisi Hücre Sayısı Optik Dansite ± SS 

A549 1800 hücre/kuyu 0,80 ± 0,05 

 2000 hücre/kuyu 1,03 ± 0,08 

 2200 hücre/kuyu 1,11 ± 0,03 

 2500 hücre/kuyu 1,31 ± 0,06 

H1299 3000 hücre/kuyu 0,96 ± 0,08 

 4000 hücre/kuyu 1,91 ± 0,28 

 5000 hücre/kuyu 2,16 ± 0,05 

 6000 hücre/kuyu 2,70 ± 0,056 

 

Her kuyuya eşit sayıda olacak şekilde planlanan hücre sayıları ile hücre ekimi 

yapılarak A549 hücre hattında 48 ve 72 saat; H1299 hücre hattında 24, 48 ve 72 saat 

süreyle GSK650394 ile inkübasyon yapılarak MTT yöntemiyle hücre canlılığı 

değerlendirildi.  
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GSK650394 inhibitörü 1 ile 32 M inhibitör doz aralığında inkübasyon 

sonrasında A549 hücrelerinde hücre canlılığının kontrole göre 72 saat süreyle 

inkübasyona rağmen kullanılan en yüksek dozlar olan 16 M ve 32 M dozlar ile 

hücre canlılığının %60-%70 aralığında korunduğu görüldü (Şekil 4.3).  

 

 

Şekil 4.3. A549 hücrelerinde GSK650394 inhibitörünün zaman ve doza bağlı etkisi. 
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H1299 hücrelerinde 24 ve 48 saat süreyle inkübasyon sonrasında hücre 

canlılığının %50’nin altına inmediği ve toksik etki oluşmamasına rağmen 72 saat süreli 

inkübasyonda 4 M ve üzeri dozlarda hücre canlılığının %50’nin altına indiği 

saptandı. Kullanılan en yüksek ilaç dozları olan 16 M ve 32 M ile 72 saat süreyle 

inkübasyonla hücre canlılığının sırasıyla %39 ve %35 seviyesine indiği saptandı (Şekil 

4.4). 

 

Şekil 4.4. H1299 hücrelerinde GSK650394 inhibitörünün zaman ve doza bağlı etkisi. 
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4.3. GSK650394 ‘ün KHDAK Hücrelerinin Çoğalmasına ve Koloni 

Oluşturmasına Etkisinin Kristal Viyole Yöntemi ile İncelenmesi 

A549 ve H1299 hücrelerinde GSK650394 ile inkübasyon sonrası hücrelerin 

çoğalması kristal viyole yöntemi ile değerlendirildi. 12 kuyuluk plaklara her kuyuya 

eşit sayıda hücre ekimi yapılarak kontrol kuyuları ile ilaç inkübasyonu yapılan 

kuyularda deney sonunda kristal viyole ile boyama sonucu gözlenen hücre çoğalması 

ve koloni sayıları değerlendirildi (Şekil 4.5 ve 4.6). A549 hücrelerinde kontrole göre 

16 M inkübasyonla; H1299 hücrelerinde ise kontrole göre 8 M ve 16 M 

inkübasyonla istatiksel anlamlı şekilde koloni sayısında azalma gözlendi. 
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A GSK650394 konsantrasyonu 
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Şekil 4.5. A549 hücrelerinde GSK650394 ‘ün hücre çoğalmasına etkisi. 

A:12 kuyulu plaklarda kuyu başına 100 hücre ile ekildikten sonra hücrelerin yapışmasını takiben 

GSK650394 inkübasyonu sonrası koloni oluşumlarının 3 bağımsız örnekte kristal viyole ile 

gösterilmesi.  

B: Koloni sayılarının istatiksel analizi (*: p<0,05). 
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A GSK650394 konsantrasyonu 
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Şekil 4.6. H1299 hücrelerinde GSK650394 ‘ün hücre çoğalmasına etkisi.  

A:12 kuyulu plaklarda kuyu başına 200 hücre ile ekildikten sonra hücrelerin yapışmasını takiben 

GSK650394 inkübasyonu sonrası koloni oluşumlarının 3 bağımsız örnekte kristal viyole ile 

gösterilmesi.  

B: Koloni sayılarının istatiksel analizi (*: p<0,05). 
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4.4. KHDAK Hücrelerinde SGK-1’in GSK650394 ile Farmakolojik 

İnhibisyonunun Western Blot Yöntemiyle İncelenmesi 

A549 ve H1299 hücrelerinde, SGK-1’in farmakolojik inhibisyonunun 

değerlendirilmesi için, hücrelerin GSK650394’ün farklı subtoksik dozlarında ve farklı 

inkübasyon süreleriyle inkübe edilmesi planlandı. 6 kuyulu plaklara her kuyuya eşit 

sayıda hücre ekimi yapıldı. Kontrol kuyuları ile ilaç inkübasyonu yapılan kuyularda 

hücrelerden 6 saat ve 24 saatlik inkübasyon süreleri sonunda hücre lizatları 

hazırlanarak Western Blot deneyleri yapıldı. Bu deneylerde hücrelerdeki NDRG1, 

fosforile NDRG1 (p-NDRG1), SGK-1, fosforile GSK3 (p-GSK3) ve EGFR 

ekspresyonuna bakıldı. 

 

4.4.1. GSK650394’ün NDRG1 ve p-NDRG1 Ekspresyonuna Etkisinin 

İncelenmesi  

A549 hücreleri 6 saat süreyle 4 M, 8 M ve 16 M GSK650394 ile inkübe 

edildikten sonra p-NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonlarına bakıldığında 16 M 

GSK650394 ile p-NDRG1 rölatif bant yoğunluğunda azalma eğilimi izlenmesine 

rağmen p-NDRG1/NDRG1 oranında anlamlı farklılık izlenmedi (Şekil 4.7, Tablo 4.3 

ve Şekil 4.8). 
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Şekil 4.7. A549 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun p-NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.  

A: p-NDRG1. 

B: NDRG1. 
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Tablo 4.3. A549 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonu sonrası p-

NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna ait ortalama rölatif bant yoğunlukları 

(NDRG1/GAPDH ve p-NDRG1/NDRG1), (n=3). 

GSK650394 

Dozu 

Ortalama Rölatif Bant Yoğunluğu ± SH 

NDRG1/GAPDH p-NDRG1/NDRG1 

Kontrol 1 ± 0 1 ± 0 

4 M 0,84 ± 0,10 1,18 ± 0,42 

8 M 1,09 ± 0,06 0,77 ± 0,15 

16 M 1,07 ± 0,19 0,77 ± 0,22 

 

 

 

Şekil 4.8. A549 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun doza bağlı 

olarak p-NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna etkisi.  

A: NDRG1/GAPDH rölatif bant yoğunluğu.  

B: p-NDRG1/NDRG1 rölatif bant yoğunluğu. 

(Dansitometrik analiz, n=3).
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Şekil 4.9. A549 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun p-NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.  

A: p-NDRG1. 

B: NDRG1. 
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Tablo 4.4. A549 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonu sonrası p-

NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna ait ortalama rölatif bant yoğunlukları 

(NDRG1/GAPDH ve p-NDRG1/NDRG1), (n=3). 

GSK650394 

Dozu 

Ortalama Rölatif Bant Yoğunluğu ± SH 

NDRG1/GAPDH p-NDRG1/NDRG1 

Kontrol 1 ± 0 1 ± 0 

4 M 0,96 ± 0,11 0,99 ± 0,21 

8 M 0,94 ± 0,14 0,88 ± 0,19 

16 M 0,93 ± 0,16 0,64 ± 0,15 

 

 

A 

 

B 

 

Şekil 4.10. A549 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun doza bağlı 

olarak p-NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna etkisi.  

A: NDRG1/GAPDH rölatif bant yoğunluğu.  

B: p-NDRG1/NDRG1 rölatif bant yoğunluğu. 

 (Dansitometrik analiz, n=3). 
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edildikten sonra p-NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonlarına bakıldığında NDRG1 

ekspresyonunda anlamlı değişiklik izlenmedi; 4 M, 8 M ve 16 M GSK650394 ile 

p-NDRG1 rölatif bant yoğunluğunda istatiksel azalma saptandı. 8 M ve 16 M 

GSK650394 ile p-NDRG1/NDRG1 oranında istatiksel olarak anlamlı azalma saptandı 

(sırasıyla p<0,05 ve p<0,01) (Şekil 4.11, Tablo 4.5 ve Şekil 4.12).  
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Şekil 4.11. H1299 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun p-NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.  

A: p-NDRG1. 

B: NDRG1. 
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Tablo 4.5. H1299 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonu sonrası p-

NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna ait ortalama rölatif bant yoğunlukları 

(NDRG1/GAPDH ve p-NDRG1/NDRG1), (n=3). 

GSK650394 

Dozu 

Ortalama Rölatif Bant Yoğunluğu ± SH 

NDRG1/GAPDH p-NDRG1/NDRG1 

Kontrol 1 ± 0 1 ± 0 

4 M 0,88 ± 0,10 0,63 ± 0,21 

8 M 1,11 ± 0,17 0,40 ± 0,16 

16 M 1,15 ± 0,12 0,20 ± 0,07 

 

A 

 

B 

 

Şekil 4.12. H1299 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun doza bağlı 

olarak p-NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna etkisi.  

A: NDRG1/GAPDH rölatif bant yoğunluğu.  

B: p-NDRG1/NDRG1 rölatif bant yoğunluğu. 

(Dansitometrik analiz, *p<0,05, **p<0,01, n=3). 
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Şekil 4.13. H1299 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun p-NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.  

A: p-NDRG1. 

B: NDRG1. 
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Tablo 4.6. H1299 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonu sonrası p-

NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna ait ortalama rölatif bant yoğunlukları 

(NDRG1/GAPDH ve p-NDRG1/NDRG1), (n=3). 

GSK650394 

Dozu 

Ortalama Rölatif Bant Yoğunluğu ± SH 

NDRG1/GAPDH p-NDRG1/NDRG1 

Kontrol 1 ± 0 1 ± 0 

4 M 1,01 ± 0,12 0,66 ± 0,05 

8 M 0,96 ± 0,08 0,55 ± 0,09 

16 M 0,94 ± 0,08 0,35 ± 0,06 

 

 

 

A 

 

B 

 

Şekil 4.14. H1299 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun doza 

bağlı olarak p-NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna etkisi.  

A: NDRG1/GAPDH rölatif bant yoğunluğu.  

B: p-NDRG1/NDRG1 rölatif bant yoğunluğu. 

(Dansitometrik analiz, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, n=3). 
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4.4.2. GSK650394’ün SGK-1 Ekspresyonuna Etkisinin İncelenmesi 

A549 hücreleri 6 saat süreyle 4 M, 8 M ve 16 M GSK650394 ile inkübe 

edildikten sonra SGK-1 ekspresyonlarına bakıldığında total SGK-1 rölatif bant 

yoğunluğunda anlamlı değişiklik izlenmedi (Şekil 4.15, Tablo 4.7 ve Şekil 4.16). 
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Şekil 4.15. A549 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun SGK-1 

ekspresyonuna etkisinin incelenmesi. 
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Tablo 4.7. A549 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonu sonrası SGK-

1 ekspresyonuna ait ortalama rölatif bant yoğunlukları (SGK-1/GAPDH), 

(n=3). 

GSK650394 Dozu Ortalama Rölatif Bant Yoğunluğu ± SH 

Kontrol 1 ± 0 

4 M 0,95 ± 0,07 

8 M 1,03 ± 0,10 

16 M 1,12 ± 0,08 

 

 

 

Şekil 4.16. A549 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun doza bağlı 

olarak SGK-1 ekspresyonuna etkisi.  

 (Dansitometrik analiz, n=3). 
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A549 hücreleri 24 saat süreyle 4 M, 8 M ve 16 M GSK650394 ile inkübe 

edildikten sonra SGK-1 ekspresyonlarına bakıldığında total SGK-1 rölatif bant 

yoğunluğunda anlamlı değişiklik izlenmedi (Şekil 4.17, Tablo 4.8 ve Şekil 4.18). 
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Şekil 4.17. A549 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun SGK-1 

ekspresyonuna etkisinin incelenmesi. 
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Tablo 4.8. A549 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonu sonrası SGK-

1 ekspresyonuna ait ortalama rölatif bant yoğunlukları (SGK-1/GAPDH), 

(n=3). 

GSK650394 Dozu Ortalama Rölatif Bant Yoğunluğu ± SH 

Kontrol 1 ± 0 

4 M 0,92 ± 0,14 

8 M 1,07 ± 0,09 

16 M 1,04 ± 0,05 

 

 

 

Şekil 4.18. A549 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun doza bağlı 

olarak SGK-1 ekspresyonuna etkisi.  

 (Dansitometrik analiz, n=3). 
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H1299 hücreleri 6 saat süreyle 4 M, 8 M ve 16 M GSK650394 ile inkübe 

edildikten sonra SGK-1 ekspresyonlarına bakıldığında total SGK-1 rölatif bant 

yoğunluğunda anlamlı değişiklik izlenmedi (Şekil 4.19, Tablo 4.9 ve Şekil 4.20). 
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Şekil 4.19. H1299 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun SGK-1 

ekspresyonuna etkisinin incelenmesi. 
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Tablo 4.9. H1299 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonu sonrası SGK-

1 ekspresyonuna ait ortalama rölatif bant yoğunlukları (SGK-1/GAPDH), 

(n=3). 

GSK650394 Dozu Ortalama Rölatif Bant Yoğunluğu ± SH 

Kontrol 1 ± 0 

4 M 0,86 ± 0,05 

8 M 0,93 ± 0,04 

16 M 0,96 ± 0,15 

 

 

 

Şekil 4.20. H1299 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun doza bağlı 

olarak SGK-1 ekspresyonuna etkisi.  

 (Dansitometrik analiz, n=3). 
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H1299 hücreleri 24 saat süreyle 4 M, 8 M ve 16 M GSK650394 ile inkübe 

edildikten sonra SGK-1 ekspresyonlarına bakıldığında total SGK-1 rölatif bant 

yoğunluğunda anlamlı değişiklik izlenmedi (Şekil 4.21, Tablo 4.10 ve Şekil 4.22). 
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Şekil 4.21. H1299 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun SGK-1 

ekspresyonuna etkisinin incelenmesi. 
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Tablo 4.10. H1299 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonu sonrası 

SGK-1 ekspresyonuna ait ortalama rölatif bant yoğunlukları (SGK-

1/GAPDH), (n=3). 

GSK650394 Dozu Ortalama Rölatif Bant Yoğunluğu ± SH 

Kontrol 1 ± 0 

4 M 0,80 ± 0,03 

8 M 0,92 ± 0,01 

16 M 0,92 ± 0,14 

 

 

 

Şekil 4.22. H1299 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun doza 

bağlı olarak SGK-1 ekspresyonuna etkisi.  

 (Dansitometrik analiz, n=3). 
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4.4.3. GSK650394’ün p-GSK3 Ekspresyonuna Etkisinin İncelenmesi 

A549 hücreleri 6 saat süreyle 4 M, 8 M ve 16 M GSK650394 ile inkübe 

edildikten sonra p-GSK3 ekspresyonlarına bakıldığında p-GSK3 rölatif bant 

yoğunluğunda azalma eğilimi izlendi ancak bu değişiklik istatiksel olarak anlamlı 

değildi (p>0,05) (Şekil 4.23, Tablo 4.11 ve Şekil 4.24). 
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Şekil 4.23. A549 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun p-GSK3 

ekspresyonuna etkisinin incelenmesi. 
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Tablo 4.11. A549 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonu sonrası p-

GSK3 ekspresyonuna ait ortalama rölatif bant yoğunlukları (p-GSK3 

/GAPDH), (n=3). 

GSK650394 Dozu Ortalama Rölatif Bant Yoğunluğu ± SH 

Kontrol 1 ± 0 

4 M 0,98 ± 0,19 

8 M 0,76 ± 0,12 

16 M 0,72 ± 0,12 

 

 

 

Şekil 4.24. A549 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun doza bağlı 

olarak p-GSK3 ekspresyonuna etkisi.  

 (Dansitometrik analiz, n=3). 
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A549 hücreleri 24 saat süreyle 4 M, 8 M ve 16 M GSK650394 ile inkübe 

edildikten sonra p-GSK3 ekspresyonlarına bakıldığında p-GSK3 ortalama rölatif 

bant yoğunluğunda GSK650394 inkübasyonu ile azalma izlendi, 4 M ve 16 uM 

GSK650394 ile p-GSK3 rölatif bant yoğunluğunda istatiksel anlamlı azalma görüldü 

(sırasıyla p<0,05 ve p<0,01) (Şekil 4.25, Tablo 4.12 ve Şekil 4.26). 
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Şekil 4.25. A549 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun p-GSK3 

ekspresyonuna etkisinin incelenmesi. 
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Tablo 4.12. A549 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonu sonrası p-

GSK3 ekspresyonuna ait ortalama rölatif bant yoğunlukları (p-GSK3 

/GAPDH), (n=3). 

GSK650394 Dozu Ortalama Rölatif Bant Yoğunluğu ± SH 

Kontrol 1 ± 0 

4 M 0,60 ± 0,13 

8 M 0,66 ± 0,11 

16 M 0,52 ± 0,07 

 

 

 

Şekil 4.26. A549 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun doza bağlı 

olarak p-GSK3 ekspresyonuna etkisi.  

 (Dansitometrik analiz, *p<0,05, **p<0,01, n=3). 

  

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

Kontrol 4 uM 8 uM 16 uM

p
-G

SK
3


R

ö
la

ti
f 

B
an

t 
Yo

ğu
n

lu
ğu

(p
-G

SK
3


/G

A
P

D
H

)

GSK650394 İnhibitör 
Konsantrasyonu

**

*



73 

 

H1299 hücreleri 6 saat süreyle 4 M, 8 M ve 16 M GSK650394 ile inkübe 

edildikten sonra p-GSK3 ekspresyonlarına bakıldığında p-GSK3 rölatif bant 

yoğunluğunda anlamlı değişiklik izlenmedi (Şekil 4.27, Tablo 4.13 ve Şekil 4.28). 
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Şekil 4.27. H1299 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun p-GSK3 

ekspresyonuna etkisinin incelenmesi. 
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Tablo 4.13. H1299 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonu sonrası p-

GSK3 ekspresyonuna ait ortalama rölatif bant yoğunlukları (p-GSK3 

/GAPDH), (n=3). 

GSK650394 Dozu Ortalama Rölatif Bant Yoğunluğu ± SH 

Kontrol 1 ± 0 

4 M 1,06 ± 0,17 

8 M 1,18 ± 0,14 

16 M 1,24 ± 0,15 

 

 

 

Şekil 4.28. H1299 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun doza bağlı 

olarak p-GSK3 ekspresyonuna etkisi.  

 (Dansitometrik analiz, n=3). 
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H1299 hücreleri 24 saat süreyle 4 M, 8 M ve 16 M GSK650394 ile inkübe 

edildikten sonra p-GSK3 ekspresyonlarına bakıldığında p-GSK3 rölatif bant 

yoğunluğunda anlamlı değişiklik izlenmedi (Şekil 4.29, Tablo 4.14 ve Şekil 4.30). 
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Şekil 4.29. H1299 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun p-

GSK3 ekspresyonuna etkisinin incelenmesi. 
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Tablo 4.14. H1299 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonu sonrası p-

GSK3 ekspresyonuna ait ortalama rölatif bant yoğunlukları (p-GSK3 

/GAPDH), (n=3). 

GSK650394 Dozu Ortalama Rölatif Bant Yoğunluğu ± SH 

Kontrol 1 ± 0 

4 M 0,82 ± 0,15 

8 M 0,75 ± 0,21 

16 M 0,87 ± 0,27 

 

 

 

 

Şekil 4.30. H1299 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun doza 

bağlı olarak p-GSK3 ekspresyonuna etkisi.  

 (Dansitometrik analiz, n=3). 
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4.4.4. GSK650394’ün EGFR Ekspresyonuna Etkisinin İncelenmesi 

A549 hücreleri 6 saat süreyle 4 M, 8 M ve 16 M GSK650394 ile inkübe 

edildikten sonra EGFR ekspresyonlarına bakıldığında EGFR rölatif bant 

yoğunluğunda anlamlı değişiklik izlenmedi (Şekil 4.31, Tablo 4.15 ve Şekil 4.32). 
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Şekil 4.31. A549 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun EGFR 

ekspresyonuna etkisinin incelenmesi. 
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Tablo 4.15. A549 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonu sonrası EGFR 

ekspresyonuna ait ortalama rölatif bant yoğunlukları (EGFR /GAPDH), 

(n=3). 

GSK650394 Dozu Ortalama Rölatif Bant Yoğunluğu ± SS 

Kontrol 1 ± 0 

4 M 1,07 ± 0,14 

8 M 0,99 ± 0,19 

16 M 1,11 ± 0,22 

 

 

 

Şekil 4.32. A549 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun doza bağlı 

olarak EGFR ekspresyonuna etkisi.  

 (Dansitometrik analiz, n=3). 
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A549 hücreleri 24 saat süreyle 4 M, 8 M ve 16 M GSK650394 ile inkübe 

edildikten sonra EGFR ekspresyonlarına bakıldığında EGFR rölatif bant 

yoğunluğunda anlamlı değişiklik izlenmedi (Şekil 4.33, Tablo 4.16 ve Şekil 4.34). 
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Şekil 4.33. A549 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun EGFR 

ekspresyonuna etkisinin incelenmesi. 
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Tablo 4.16. A549 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonu sonrası 

EGFR ekspresyonuna ait ortalama rölatif bant yoğunlukları (EGFR 

/GAPDH), (n=3). 

GSK650394 Dozu Ortalama Rölatif Bant Yoğunluğu ± SS 

Kontrol 1 ± 0 

4 M 0,88 ± 0,12 

8 M 0,87 ± 0,21 

16 M 0,86 ± 0,13 

 

 

 

Şekil 4.34. A549 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun doza bağlı 

olarak EGFR ekspresyonuna etkisi.  

 (Dansitometrik analiz, n=3). 

  

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

Kontrol 4 uM 8 uM 16 uM

EG
FR

 R
ö

la
ti

f 
B

an
t 

Yo
ğu

n
lu

ğu
(E

G
FR

/G
A

P
D

H
)

GSK650394 İnhibitör Konsantrasyonu



81 

 

H1299 hücreleri 6 saat süreyle 4 M, 8 M ve 16 M GSK650394 ile inkübe 

edildikten sonra EGFR ekspresyonlarına bakıldığında EGFR rölatif bant 

yoğunluğunda anlamlı değişiklik izlenmedi (Şekil 4.35, Tablo 4.17 ve Şekil 4.36). 
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Şekil 4.35. H1299 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun EGFR 

ekspresyonuna etkisinin incelenmesi. 
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Tablo 4.17. H1299 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonu sonrası 

EGFR ekspresyonuna ait ortalama rölatif bant yoğunlukları (EGFR 

/GAPDH), (n=3). 

GSK650394 Dozu Ortalama Rölatif Bant Yoğunluğu ± SS 

Kontrol 1 ± 0 

4 M 1,02 ± 0,21 

8 M 0,97 ± 0,30 

16 M 0,90 ± 0,11 

 

 

 

Şekil 4.36. H1299 hücrelerinde 6 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun doza bağlı 

olarak EGFR ekspresyonuna etkisi.  

 (Dansitometrik analiz, n=3). 
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H1299 hücreleri 24 saat süreyle 4 M, 8 M ve 16 M GSK650394 ile inkübe 

edildikten sonra EGFR ekspresyonlarına bakıldığında EGFR rölatif bant 

yoğunluğunda anlamlı değişiklik izlenmedi (Şekil 4.37, Tablo 4.18 ve Şekil 4.38). 
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Şekil 4.37. H1299 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun EGFR 

ekspresyonuna etkisinin incelenmesi. 
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Tablo 4.18. H1299 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonu sonrası 

EGFR ekspresyonuna ait ortalama rölatif bant yoğunlukları (EGFR 

/GAPDH), (n=3). 

GSK650394 Dozu Ortalama Rölatif Bant Yoğunluğu ± SS 

Kontrol 1 ± 0 

4 M 0,94 ± 0,17 

8 M 0,99 ± 0,18 

16 M 1,01 ± 0,02 

 

 

 

Şekil 4.38. H1299 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun doza 

bağlı olarak EGFR ekspresyonuna etkisi.  

 (Dansitometrik analiz, n=3). 
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4.4.5. GSK650394’ün EGFR Aktivasyonuna (p-EGFR Ekspresyonuna) 

Etkisinin İncelenmesi 

Araştırmada SGK-1’in farmakolojik inhibisyonunun EGFR aktivasyonuna 

etkisinin değerlendirilmesi için SGK-1 inhibitörünün düşük ve yüksek dozu olarak 4 

M ve 16 M konsantrasyonları ve 24 saatlik inkübasyon süresi seçildi. EGFR 

aktivasyonunun değerlendirilmesi için hücrelere EGF ligand uygulaması gereklidir. 

İnkübasyon süresinin sonunda EGF 5 ng/ml konsantrasyonda olacak şekilde A549 

hücrelerine 10 dakika, H1299 hücrelerine ise 5 dakika uygulandı. Ligand uygulaması 

sonrasında hazırlanan hücre lizatlarıyla Western Blot deneyleri yapıldı. 

A549 hücreleri 24 saat süreyle 4 M ve 16 M GSK650394 ile inkübe 

edildikten sonra p-EGFR ve EGFR ekspresyonlarına bakıldığında p-EGFR ve EGFR 

rölatif bant yoğunluğu ile p-EGFR/EGFR oranında anlamlı değişiklik izlenmedi (Şekil 

4.39, Tablo 4.19 ve Şekil 4.40). EGF uygulaması ile sonuçlara yüksek p-EGFR/EGFR 

oranı şeklinde yansıyan güçlü EGFR aktivasyonunun hem kontrol hem ilaç 

inkübasyonu yapılan hücrelerde benzer şekilde olduğu görüldü.  
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Şekil 4.39. A549 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun EGFR aktivasyonuna (fosforilasyonuna) etkisinin incelenmesi.  

A: p-EGFR.  

B: EGFR. 



87 

 

Tablo 4.19. A549 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonu ve EGF 

ligand uyarısı ile EGFR (EGFR/GAPDH) ve fosforile EGFR (p-

EGFR/EGFR) ortalama rölatif bant yoğunlukları (n=3). 

GSK650394 Dozu 

Ortalama Rölatif Bant Yoğunluğu ± SH 

EGFR/GAPDH p-EGFR/EGFR 

Kontrol (EGF (-)) 1 ± 0 0,01 ± 0,01 

Kontrol (EGF (+)) 1,01 ± 0 0,99 ± 0 

4 M 0,90 ± 0,04 1,35 ± 0,21 

16 M 0,94 ± 0,13 1,07 ± 0,18 

 

A 

 

B 

 

Şekil 4.40. A549 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun doza bağlı 

olarak EGFR aktivasyonuna (p-EGFR ekspresyonuna) etkisi.  

A: EGFR/GAPDH rölatif bant yoğunluğu. 

B: p-EGFR/EGFR rölatif bant yoğunluğu. 

 (Dansitometrik analiz, n=3). 
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rölatif bant yoğunluğu ile p-NDRG1/NDRG1 oranında anlamlı değişiklik izlenmedi 

(Şekil 4.41, Tablo 4.20 ve Şekil 4.42). Bu hücrelerde de EGF uygulaması ile sonuçlara 

yüksek p-EGFR/EGFR oranı şeklinde yansıyan güçlü EGFR aktivasyonunun hem 

kontrol hem ilaç inkübasyonu yapılan hücrelerde benzer şekilde olduğu görüldü. 
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Şekil 4.41. H1299 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun EGFR aktivasyonuna (fosforilasyonuna) etkisinin incelenmesi.  

A: p-EGFR. 

B: EGFR. 
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Tablo 4.20. H1299 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonu ve EGF 

ligand uyarısı ile EGFR (EGFR/GAPDH) ve fosforile EGFR (p-

EGFR/EGFR) ortalama rölatif bant yoğunlukları (n=3). 

GSK650394 Dozu 

Ortalama Rölatif Bant Yoğunluğu ± SH 

EGFR/GAPDH p-EGFR/EGFR 

Kontrol (EGF (-)) 1 ± 0 0 ± 0 

Kontrol (EGF (+)) 1,05 ± 0 0,95 ± 0 

4 M 1,14 ± 0,07 0,85 ± 0,21 

16 M 1,14 ± 0,12 0,81 ± 0,25 

 

 

A 

 

B 

 

Şekil 4.42. H1299 hücrelerinde 24 saat süreyle GSK650394 inkübasyonunun doza 

bağlı olarak EGFR aktivasyonuna (p-EGFR ekspresyonuna) etkisi.  

A: EGFR/GAPDH rölatif bant yoğunluğu.  

B: p-EGFR/EGFR rölatif bant yoğunluğu. 

 (Dansitometrik analiz, n=3). 
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5. TARTIŞMA 

SGK-1’in tanımlanmasından sonra, akciğer ve solunum yolu epitel hücre 

biyolojisindeki farklı rollerinden biri olan sodyum iyon kanallarının kontrolü 

üzerindeki çalışmalara odaklanılmıştır (69, 70). Sodyum kanallarının kontrolünün 

bozulmasının, kistik fibrozis patofizyolojisinde klor kanallarındaki bozukluğa eşlik 

edebileceğini ve akut akciğer hasarında akciğerlerde gelişen ödem tablosunda rolü 

olabileceğini destekleyen bulgulara ulaşılmıştır (71-73).  SGK-1’in influenza A 

virüsünün RNA’sının replikasyonunda ve çeşitli akciğer hastalıklarında izlenen 

pulmoner dolaşımın yeniden yapılanmasında (remodeling) rolü olabileceğini 

destekleyen bulgular da mevcuttur (74, 75). 

Son yıllarda SGK-1’in akciğer kanserindeki rolü de dikkat çekmektedir. 2012 

yılında, KHDAK tanısı alan kişilerin akciğer dokularında SGK-1 mRNA ve protein 

ekspresyonunu saptamayı amaçlamış ve ekspresyon ile tümör özellikleri arasındaki 

ilişki incelenmiştir. İmmünhistokimyasal boyama ile ortaya konan SGK-1 protein 

ekspresyon düzeyi ile tümör özellikleri arasında bir korelasyon saptanmamış olsa da 

SGK-1 mRNA ekspresyonu ile histolojik alt tip arasında (skuamöz hücreli akciğer 

kanseri) anlamlı ilişki saptanmıştır (76). Matschke ve arkadaşları bir KHDAK hücre 

dizisi olan H460 hücrelerinde ilk kez SGK-1 ekspresyonu göstermiş ve akut ve kronik 

hipoksik koşullarda SGK-1 aktivitesi ile hücre canlılığı ve radyoterapi direnci 

arasındaki ilişkiyi saptamışlardır (77). Xiaobo ve arkadaşları da, hasta örneklerinde 

tümör dokusu ile komşu normal akciğer dokusunu karşılaştırdıklarında tümör 

dokusunda SGK-1 mRNA ve protein ekpsresyonlarında istatistiksel anlamlı artış 

saptamışlardır. Aynı araştırmada KHDAK hücre dizileri olan A549 ve H23 

hücrelerinde SGK-1 ekspresyonu gösterilmiş ve ekspresyonun susturulmasının etkileri 

incelenmiştir (10). Son olarak Tang ve arkadaşları ise 2018 yılında yayınladıkları 

çalışmalarında 30 KHDAK hastasının eşleştirilmiş kanser ve normal dokularında 

SGK-1 mRNA ekspresyonunda kanserli dokularda normal dokulara kıyasla anlamlı 

artış saptamışlardır (78). A549 hücrelerinde SGK-1 ekspresyonu literatürde de 

gösterilmiş olmakla beraber, çalışmamızda farmakolojik inhibisyonun olası etkilerinin 

incelenmesi planlanan diğer KHDAK hücre dizisi olan H1299 hücrelerinde SGK-1 

ekspresyonu ilk kez gösterildi. A549 hücrelerinin adenokarsinom, H1299 hücrelerinin 
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ise büyük hücreli karsinom yapısında olması iki hücre dizisini birbirinden ayıran 

histolojik özelliktir (64). Bu aşamadan sonra iki hücre dizisinde de inhibisyonun 

etkileri karşılaştırmalı olarak incelendi. 

Kinaz aktivitesinin farmakolojik inhibisyonu planlanırken hem hücre 

toksisitesinden kaçınılmalı hem de yüksek konsantrasyonda inhibitör uygulamasının 

nonspesifik kinaz inhibisyonuna yol açabileceği göz önünde bulundurulmalıdır. Bu 

doğrultuda planladığımız ve inhibitörün hücre canlılığı üzerine etkisini 

değerlendirmeyi amaçladığımız MTT deneylerinde, SGK-1 inhibisyonu için 

kullanılan GSK650394 ile A549 hücrelerinin 16 M ve 32 M konsantrasyonlarda 72 

saat süre ile inkübasyon sonrası %60-%70 oranında canlılığını sürdürdüğü dikkat 

çekti. H1299 hücrelerinde ise 24 ve 48 saat süreli inkübasyonlarda canlılığın %50’nin 

altına inmediği; ancak 72 saatin sonunda hücre canlılığının özellikle 16 M ve 32 M 

konsantrasyonlarda sırasıyla %39 ve %35 seviyelerine kadar indiği saptandı. SGK-

1’in İnfluenza A virüsünün replikasyonuna olan etkilerinin incelendiği araştırmada da 

A549 hücrelerinde SGK-1 inhibisyonu için GSK650394 kullanılmış ve inhibitörün 50 

M dozunun 72 saatte hücre canlılığını %50’nin altına indirmediği görülmüştür (75). 

Bu araştırmada ilacın toksik etkisi 100 M dozda 96 saat süreyle inkübasyonda ortaya 

çıkmıştır. GSK650394’ün 80-100 M’ın üzerindeki dozlarda apopotizisi indüklediği 

prostat kanseri hücrelerinde gösterilmiştir (79). Çalışmamızda inhibitörün en yüksek 

dozu 16 M olarak seçilmiş olup yüksek dozlardaki nonspesifik kinaz inhibisyonu ve 

hücre ölümünden sakınılmıştır. 

Çalışmamızda SGK-1 inhibisyonunun KHDAK hücrelerinin çoğalması ve 

koloni oluşturması üzerine etkilerinin değerlendirdiği kristal viyole ile boyama 

deneylerinde, subtoksik dozlarda farmakolojik inhibitör ile inkübasyonun hücre 

çoğalması ve koloni oluşturmasını istatistiksel anlamlı şekilde azalttığı saptandı. 

Xiaobo ve arkadaşları, 2016 yılında yayınladıkları araştırmada SGK-1 ekspresyonu 

transfeksiyon ile artırıldığında KHDAK hücre dizileri A549 ve H23 hücrelerinde 

hücre çoğalmasının ve koloni oluşumunun arttığını; siRNA uygulaması ile 

susturulması sonrasında ise hücre çoğalmasının ve koloni oluşumunun azaldığını 

kristal viyole yöntemi ile göstermişlerdir (10). Çalışmamızda kristal viyole 

deneylerinde, A549 hücrelerinin proliferasyonu ve koloni oluşumunun 9 gün süre ile 
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izlemi sonunda inhibitörün proliferasyonu azaltan etkisini destekleyici bulgular elde 

edildi. Antiproliferatif etki 16 M dozda anlamlı bulundu (p<0,05). H1299 

hücrelerinde ise MTT deneylerinde 72 saat süreli inkübasyonda toksik etki 

gözlenmişti, bu etki ile uyumlu olarak kristal viyole deneylerinde de 8 M ve 16 M 

dozlarda koloni sayılarında da anlamlı azalma görüldü (p<0,05). Çalışmamızda 

antiproliferatif etkinin gözlendiği inhibitör dozları literatür ile uyumlu bulundu (79). 

Bulgularımız, SGK-1 inhibisyonunun KHDAK hücrelerinde hücre tipine özgü farklı 

etki gücüne sahip olabileceğini göstermekte ve SGK-1’in KHDAK’da hücre 

proliferasyonunda mutlak rol aldığını doğrulamaktadır.  

Çalışmamızda iki KHDAK hücre dizisinde, farmakolojik inhibisyonun SGK-

1’in substratlarına etkisinin farklı olduğu saptandı. SGK-1’in özgün substratı olarak 

bilinen NDRG1’in fosforilasyonuna ilişkin olarak H1299 hücrelerinde p-

NDRG1/NDRG1 bant yoğunluğu oranında istatistiksel anlamlı azalma (8 M için 

p<0,01; 16 M için p<0,001) saptanırken A549 hücrelerinde NDRG1 

fosforilasyonunda azalma eğilimi izlendi ancak istatistiksel anlamlı azalma 

saptanmadı. Araştırmamızın hipotezi, SGK-1’in EGFR sinyal yolağı üzerine etkisinin 

NDRG1 aracılığıyla gerçekleşebileceğini temel aldığından inhibitöre yanıt 

farklılığının göz önünde bulundurulması önemlidir. Bununla birlikte, A549 

hücrelerinde H1299 hücrelerinden farklı olarak 16 M GSK650934 ile 24 saat süreyle 

inkübasyon ile, diğer bir SGK-1 substratı olan GSK3 fosforilasyonunda istatistiksel 

olarak anlamlı azalma izlendi (16 M için p<0,01). Xiaobo ve arkadaşları, KHDAK 

hücre dizileri olan A549 ve H23 hücrelerinde SGK-1 transfeksiyonu ile p-

GSK3 ekspresyonunun arttığını; SGK-1 siRNA uygulaması ile SGK-1 

ekspresyonunun susturulması sonrasında ise p-GSK3 ekspresyonunun azaldığını 

saptamışlardır (10). SGK-1 tarafından GSK3’nın fosforile edilerek inhibe edilmesine 

bağlı olarak beta-katenin ekspresyonunda anlamlı artış saptanmış ve bunun 

karsinogenezdeki etkisi in vitro migrasyon ve in vivo metastaz deneyleri ile 

doğrulanmıştır. Çalışmamızda A549 hücrelerinde kullandığımız subtoksik dozlarla 

sadece GSK3 fosforilasyonunda anlamlı azalma görüldü. Bu etkinin, migrasyonu 

azaltıcı etkisinin olup olmadığının araştırılması da önem arz etmektedir. 
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Çalışmamızda SGK-1 inhibitörü ile inkübasyon sonrası iki hücre hattında da 

SGK-1 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamlı değişiklik izlenmedi. Kolorektal 

kanser hücrelerinde SGK-1 inhibisyonunun etkilerinin araştırıldığı çalışmada ise 

hücrelerin 10 M GSK650394’ün 24 saat süre ile  inkübasyonu sonrasında SGK-1 

protein ekspresyonlarında anlamlı azalma saptanmıştır (80). GSK650394 inhibitörü ile 

inkübasyonun doza ve hücre tipine bağlı etkisinin hücre tipine özgü farklılık 

gösterebilir. Bununla beraber bu ajanın KHDAK hücrelerinde SGK-1 mRNA 

promotor aktivitesini etkileyip etkilemediği halen bilinmemektedir. 

Araştırmamızın hipotezinde SGK-1’in KHDAK karsinogenezinde önemli rolü 

bulunan ve klinik uygulamada tedavi hedefi olan EGFR sinyal yolağı üzerine olası 

etkisinin, SGK-1 substratı olan NDRG1’in fosforilasyonunda gözlenecek azalma ile 

bağlantılı olacağı öngörüldü. Çalışmamızda bu doğrultuda SGK-1’in, EGFR sinyal 

yolağı üzerine olası etkilerinin değerlendirildiği deneylerde, iki KHDAK hücre 

hattında da SGK-1 inhibisyonu ile EGFR ekspresyonunda ve EGFR aktivasyonuna 

yönelik olarak incelenen p-EGFR ekspresyonunda anlamlı değişiklik izlenmedi. 

Kovacevic ve arkadaşları araştırmalarında, pankreas ve kolon adenokanseri hücre 

dizilerinde NDRG1 ekspresyonu ile EGFR sinyal yolağı arasındaki ilişkiyi 

incelemişlerdir. Bu çalışmada, NDRG1 transfeksiyonu ile EGFR mRNA düzeylerinde 

anlamlı değişiklik saptanmamasına rağmen EGFR protein ekspresyonunun 

istatistiksel anlamlı şekilde azaldığı gözlenmiştir. NDRG1 transfekte hücrelere EGF 

ligand uyarısı yapıldığında p-EGFR/EGFR oranında anlamlı değişiklik olmamıştır. 

Ancak p-EGFR/GAPDH oranında azalma dikkat çekmektedir. Bu sonuçlarla 

araştırmacılar NDRG1’in EGFR reseptör aktivasyonundan ziyade total EGFR 

ekspresyonu üzerine etkisi olduğuna kanaat etmişlerdir (13). Meme kanseri 

hücrelerinde NDRG1 düzeyinde artışın, ErbB/HER ailesinin bir üyesi olan HER3’ün 

proteozomal degradasyonuna yol açan ubikitin ligasyonunu uyardığı bildirilmektedir 

(81). Ubikitin ligasyonunu hızlandırıcı etkinin EGFR için de söz konusu olabileceği 

öne sürülmektedir (82). NDRG1 fosforilasyondan sonra proteozomal yıkıma 

gitmektedir (12).  Çalışmamızda, NDRG1 fosforilasyonu önlenerek sitozoldeki 

düzeyinin konrunması hedeflenmiş ve total EGFR düzeyinde değişiklik yapıp 

yapmadığı sorgulanmıştır. Deneylerimizde NDRG1 fosforilasyonunda istatistiksel 

anlamlı azalmanın gösterilmiş olduğu H1299 hücre hattında, NDRG1’in proteozomal 
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yıkılma olasılığı inhibitörle engellendiği halde EGFR ekspresyonu ve aktivasyonunun 

(p-EGFR ekspresyonunun) değişmediği saptandı. KHDAK hücrelerinde olası etkinin 

NDRG1 transfeksiyonu ile incelenmesi, NDRG1-EGFR ilişkisini açıklamak için 

gereklidir. 

Araştırma hipotezinde SGK-1 aktivitesi ile EGFR sinyal yolağı arasındaki 

bağlantıda aracı olan NDRG1 proteininin hücre biyolojisindeki rolü, son dönemde 

dikkat çeken bir araştırma konusudur. NDRG1 metastaz baskılayıcı olarak 

adlandırılmakta ve meme, serviks, prostat, kolorektal kanserler gibi bazı kanser 

tiplerinde düşük; akciğer, endometriyum, karaciğer kanserleri gibi bazı kanserlerde 

yüksek ekspresyon saptandığı belirtilmektedir (62). NDRG1’in farklı kanser tiplerinde 

tümör gelişimini destekleyici fonksiyon gösterebilecek şekilde dokuya özgün 

değişkenlik gösteren etkilerinden de bahsedilmektedir (62).  NDRG1 ekspresyonu, 

KHDAK ve özellikle akciğer adenokarsinomu hücrelerinde daha ileri tümör evreleri, 

kanser kök hücresi benzeri özellikler ve akciğer adenokarsinomu olguları için daha 

kötü prognozla ilişkili saptanmıştır (62, 63, 83, 84).  

NDRG1’in biyolojik rollerinde posttranslasyonel modifikasyonların önemi 

halen araştırılmaktadır. SGK-1’in NDRG1’i fosforilasyonu prostat kanseri 

hücrelerinde NF-B sinyal yolağını ve CXC kemokin ekspresyonunu baskılayıcı etki 

yapmaktadır (60).  Meme kanseri hücrelerinde ise p-NDRG1’in inaktive edilip 

proteozomal yıkıma gittiği bildirilmektedir (12). Prostat kanseri hücre dizilerinde 

NDRG1 aminoasit dizisinin karboksi ucunu tanıyan primer antikorla molekül ağırlığı 

olarak 41 ve 46 kDa’a karşılık gelecek şekilde iki bant görülmektedir. Ancak amino 

ucunu tanıyan primer antikor kullanıldığında ise 46 kDa’a karşılık gelecek şekilde tek 

bant görüntüsü elde edilmiştir. Çift bant görünümünün alternatif splicing, 

fosforilasyonla ve glikozilasyonla ilişkili olmadığı doğrulanmıştır (85). Araştırmacılar 

elde ettikleri bulgularla, NDRG1’in hücre içinde parçalanarak kırpılmış formunun 

oluştuğu sonucuna ulaşmışlardır. Çalışmamızda kullanılan NDRG1 primer antikoru, 

proteinin karboksi ucunu tanıyan bir antikordur (86). Bununla birlikte çalışmamızda 

iki hücre dizisinde de NDRG1 tek bant şeklinde görüntülenmiştir. 
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2018 yılında Park ve arkadaşları yayınladıkları araştırmalarında, NDRG1 

izoformları ile fosforilasyonunun biyolojik etkilerini kolon, prostat ve hepatoselüler 

karsinom hücre dizilerinde değerlendirmişler ve NDRG1’in izoformlarına ve fosforile 

edildiği aminoasit rezidüsüne bağlı olarak proteinin hücresel lokalizasyonunda 

farklılık saptamışlardır (87). Bu araştırmada, NDRG1’in tam boyutlu formunun ve 

Serin330 rezidüsünden fosforile formunun ağırlıklı olarak nükleusta; kırpılmış formu 

ile bizim araştırmamızda da NDRG1 fosforilasyonunu göstermek için incelenen, 

Treonin346 rezidüsünden fosforile formunun ağırlıklı olarak sitozolde yerleşim 

gösterdiği saptanmıştır. Son olarak araştırmacılar PTEN susturulmasının prostat 

kanseri hücrelerinde p-NDRG1 (Treonin346) ekspresyonunda anlamlı artışa yol 

açtığını göstermişler; ancak benzer etkiyi hepatoselüler karsinom hücrelerinde 

izlememişlerdir. PTEN ekspresyonu ile NDRG1 fosforilasyonu arasındaki bu ilişkinin 

KHDAK hücrelerinde mevcut olup olmadığı bilinmemektedir. A549 hücrelerinde 

güçlü PTEN ekspresyonu mevcutken, H1299 hücrelerinde PTEN ekspresyonu zayıftır 

(88). Hücrede NDRG1 fosforilasyonuna bağlı olarak görülen biyolojik etkinin; 

NDRG1’in hücredeki diğer proteinlerle etkileşimine bağlı olarak değişkenlik 

gösterebileceği göz önünde bulundurulmalıdır. KHDAK hücrelerinde de protein-

protein etkileşimlerinin incelenmesi önemli görünmektedir. 

Araştırmamızda, SGK-1 inhibisyonunun KHDAK hücrelerinde EGFR sinyal 

yolağı üzerine anlamlı etkisi saptanmamasına rağmen hücre çoğalması ve koloni 

oluşturmasını azalttığı izlendi. Prostat kanseri hücrelerinde SGK-1’in GSK650394 ile 

inhibisyonu, SGK-1’in diğer bir substratı olan ubikitin ligaz NEDD4-2 

fosforilasyonunda azalma ile ilişkilendirmiştir (56). PI3K inhibisyonuna dirençli 

meme kanseri hücrelerinde; bu dirençle ilişkili olan rezidüel mTORC1 aktivitesinin 

SGK-1 aktivitesi ile ilişkili olduğunu saptanmıştır (53). Kolon kanseri hücrelerinde 

SGK-1’in GSK650394 ile inhibisyonunun bir siklin bağımlı kinaz inhibitörü olan p27 

ekspresyonunda artışa bağlı olarak hücre proliferasyonunu azalttığı izlenmiştir (80). 

Prostat kanseri hücrelerinde GSK650394 ile SGK-1 inhibisyonu veya shRNA ile 

susturulmasının hücre siklusunun G2/M geçişinde durması ve apoptozisin 

uyarılmasıyla ilişkili olduğu; bu ilişkinin bir transkripsiyon faktörü olan Foxo3a ve 

p27 yolağına bağlı olduğu gösterilmiştir (79). 2018 yılında prostat kanseri hücreleri ile 

yapılan başka bir çalışmada ise GSK650394 ile SGK-1 inhibisyonunun hücrelerde, 
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Epitelyal Mezenkimal Dönüşümde rolü olan bir transkripsiyon faktörü olan Snail 

mRNA ekspresyonunda azalmaya sebep olarak in  vivo ve in vitro olarak progresyon 

ve metastazda azalma ile ilişkili olduğu sonucuna ulaşılmıştır (89). Tüm bu bulgular 

birlikte değerlendirildiğinde SGK-1’in doğrudan substratı olarak veya substratı olan 

ubikitin ligazların aktiviteleri üzerindeki etkileri nedeniyle hücre içerisinde hücre 

döngüsünün kontrolü ve apoptozis üzerinde etkilerinin olduğu dikkat çekmektedir. 

Araştırmamızda, SGK-1 inhibisyonunun KHDAK hücre çoğalması ve koloni 

oluşturması üzerine etkilerinin benzer mekanizmalara bağlı olup olmadığının 

araştırılması için ileri çalışmalar yapılmalıdır. 

Sonuç olarak, çalışmamızda SGK-1’in GSK650394 ile farmakolojik 

inhibisyonun KHDAK hücrelerinde doza ve süreye bağlı olarak EGFR sinyal yolağı 

üzerine etkisi ilk kez incelendi; 

1. SGK-1 inhibitörü GSK650394’ün KHDAK hücre dizileri olan A549 ve 

H1299 hücrelerinde hücre çoğalması ve koloni oluşturmasını anlamlı 

şekilde azalttığı saptandı. 

 

2. GSK650394 ile SGK-1 inhibisyonu ile, A549 hücrelerinde p-GSK3; 

H1299 hücrelerinde ise p-NDRG1 ekspresyonlarında anlamlı azalma 

saptandı. 

 

 

3. SGK-1 farmakolojik inhibisyonu ile farklı iki KHDAK hücre dizisinde 

EGFR sinyal yolağına ilişkin EGFR ekspresyonu ve EGF ligand uyarısı ile 

EGFR aktivasyonu (p-EGFR ekspresyonu)’nda anlamlı bir değişiklik 

saptanmadı. 

KHDAK tedavi stratejilerinden hedefe yönelik tedavilerin etki 

mekanizmalarının daha iyi anlaşılması ve mevcut tedavilere yeni alternatifler 

geliştirilmesi önem arz etmektedir. KHDAK ile SGK-1 aktivitesi ve/veya ekspresyonu 

ilişkisini ortaya koyan bulgular ve bizim verilerimiz SGK-1’in akciğer kanserinde 

önemli bir moleküler hedef olduğuna işaret etmektedir (10, 76). KHDAK tedavisinde 
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kullanımda olan EGFR, ALK, ROS inhibitörleri gibi hedefe yönelik tedaviler, belirli 

bir hasta grupları için endikedir. Çalışmamızda SGK-1 inhibisyonunun, KHDAK’de 

hücre çoğalması üzerine olan etkisi nedeniyle, SGK-1 inhibitörleri olası kombinasyon 

tedavileri için önemli bir seçenek olarak değerlendirilebilir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

1. A549 hücrelerinde literatür bulguları ile uyumlu olarak SGK-1’in eksprese 

edildiği saptandı. H1299 hücrelerinde ise SGK-1 ekspresyonu ilk kez 

gösterildi. 

 

2. SGK-1 inhibitörü GSK650394’ün A549 ve H1299 hücrelerinde subtoksik 

dozları 4 M, 8 M ve 16 M olarak belirlendi ve farmakolojik inhibisyon 

deneyleri planlandı. 

 

3. Kristal viyole yöntemi ile GSK650394 ile inkübasyonun, A549 ve H1299 

hücrelerinde hücre çoğalması ve koloni oluşumunu anlamlı olarak azalttığı 

belirlendi. H1299 hücrelerinin, A549 hücrelerine kıyasla antiproliferatif etkiye 

daha duyarlı cevap verdiği dikkat çekti. KHDAK’de hücrelerin proliferasyon 

için SGK-1 aktivitesine ihtiyaç duyduğuna kanaat edildi. 

 

4. KHDAK’de SGK-1’in GSK650394 ile inhibisyona duyarlı olduğu; ancak 

A549 hücrelerinde GSK3, H1299 hücrelerinde ise NDRG1 substratının 

fosforilasyonunun inhibe olduğu saptandı. GSK3 üzerindeki inhibitör etkinin 

KHDAK’de SGK-1 ile migrasyon/metastaz arasındaki ilişki açısından önemli 

olabileceği düşünüldü. 

 

5. SGK-1 inhibitörü her iki hücre dizisinde de SGK-1 ekspresyonunu anlamlı 

olarak değiştirmedi.  

 

6. H1299 hücrelerinde NDRG1 fosforilasyonu azalmasına rağmen kullandığımız 

inhibitör NDRG1 ile EGFR ekspresyonu arasındaki olası etkileşimi ortaya 

koyamadı. Bu nedenle NDRG1 düzeyi ile EGFR’nin ubikitinasyonu arasındaki 

ilişkinin moleküler yöntemlerle incelenmesi yararlı bir yaklaşım olabilir. 

KHDAK hücrelerine NDRG1 transfeksiyonunun EGFR sinyal yolağı üzerine 

etkilerinin değerlendirilmesi bu ilişkiye ışık tutabilir.  
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7. KHDAK hücrelerinde, SGK-1’in inhibisyonunun Foxo3 ve p27 molekülleri ile 

ilişkisinin aydınlatılması, antiproliferatif etkinin mekanizmasının 

açıklanmasında yararlı olabilir. 

 

8. SGK-1 inhibisyonunun, tedavi amaçlı da kullanımı olan tirozin kinaz 

inhibitörlerine duyarlı veya dirençli EGFR mutasyonu taşıyan KHDAK hücre 

dizilerinde tek başına veya tirozin kinaz inhibitörüyle kombine edildiğinde 

etkileri incelenebilir. 
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EK-1: Tez Çalışması ile İlgili Etik Kurul İzinleri 
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EK-2: Tez Çalışması Orijinallik Raporu 
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