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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstiti tarafindan onaylanan lisanslstli tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir
kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta argivieme ve asagida verilen kosullarla kullanima
acma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen
kullanim haklari digindaki tim fikri mulkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da
bir b6limindn gelecekteki ¢alismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari
bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal galismam oldugunu, bagkalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek
yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve
sahiplerinden vyazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazilh izin alinarak
kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yuksekodgretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina lliskin Yénerge” kapsaminda tezim
asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kitiiphaneleri Agik Erigim
Sisteminde erisime agcilir.

o Enstiti / Fakilte ydénetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir. ("

o Enstiti / Fakilte yénetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime
acllmasi mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. @

28/09/20%

Abdulsamet SANDAL

o Tezimle ilgili gizlilik karari verilmigtir. )

i) jsanstistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agiimasina lliskin Yénerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansustii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi
durumunda, tez danigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisi (zerine enstitii veya
fakiilte yénetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye dénilismemis veya patent gibi
ybéntemlerle korunmamisg ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang
imkani olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danismaninin énerisi ve enstitii
anabilim dalinin uygun goériisi lizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alti
ayl1 asmamak lizere tezin erigsime agilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya gtivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb.
konulara iliskin lisanstisti tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve
kuruluglarla yapilan isbirligi protokolli ¢ergevesinde hazirlanan lisanstistii tezlere iliskin gizlilik karari ise,
ilgili kurum ve kurulugun oénerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun gériisii iizerine iiniversite yonetim
kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekégretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karan verilen tezler gizlilik stiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallari
cercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirlmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yliklenir

* Tez danigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisi lizerine enstitii veya fakiilte
yonetim kurulu tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu calismadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgiin  oldugunu, Prof. Dr. A. Lale DOGAN
danismanhiginda tarafimdan iiretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii Tez Yazim Yo6nergesine gore yazildigini beyan ederim.
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TESEKKUR

Hayatim boyunca her tiirlii zorlugu agsmam i¢in varini yogunu ortaya koyan,
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Doktora egitimim sirasinda bilgi ve deneyimlerini esirgemeyen, karsilagtigim
sorun ve aksakliklar1 asmamda desteklerini ve anlayislarin1 esirgemeyen basta tez
danismanim Prof. Dr. A. Lale DOGAN ile Prof. Dr. Dicle GUC olmak iizere Temel

Onkoloji Anabilim Dali’ndaki tiim hocalarima,

Gogiis Hastaliklart Uzmanligr egitimimde bilgi ve deneyimlerini paylasma
olanagi buldugum, sevgi ve desteklerini her zaman yanimda hissettigim basta tez
danismanim Prof. Dr. Liitfi COPLU ile Anabilim Dal1 baskanimiz Prof. Dr. Ahmet
Ugur DEMIR olmak iizere Gogiis Hastaliklar1 Anabilim Dali’ndaki tiim hocalarima,

Is ve Meslek Hastaliklar1 Yan Dal Uzmanligi egitimim sirasinda doktora
egitimimi tamamlamam konusunda anlayis ve destegini esirgemeyen hocam Prof. Dr.

Ali Naci YILDIZ’a,

Tez calismam sirasinda bilgi ve becerilerini paylasan ve her konuda
yardimlarini aldigim Dr. Elif HAZNEDAROGLU ve Uzm. Biyolog M. Emre
GEDIK e,

Degerli arkadaslarim Ars. Gor. Kayhan INAN, Yiiksek Miihendis Yigit
DEDEMEN, Uzm. Dr. Burak Yasin AKTAS ve Uzm. Dr. Ozge OZTURK AKTAS ile
yan dal uzmanlik egitimine ayni1 déonem basladigim ve yogun calisma donemlerinde
anlayis ve desteklerini hissettigim Uzm. Dr. Seval Miizeyyen ECIN ve Uzm. Dr. Adem
KOYUNCU’ya, egitimim boyunca birlikte c¢alisma imkani1 buldugum Gogiis
Hastaliklar1 Anabilim Dali, i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Temel Onkoloji Anabilim
Dal1 ve Is ve Meslek Hastaliklar1 Bilim Dali’ndaki tiim arastirma gorevlisi ve dgrenci

arkadaslarim ile idari personele,

Sonsuz tesekkiirler. ..
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OZET

Sandal, A., Kiic¢iik Hiicreli Dis1 Akciger Kanserinde Serum ve Glukokortikoid ile
Indiiklenebilen Kinaz 1 (SGK-1) inhibisyonunun Epidermal Biiyiime Faktorii
Reseptorii (EGFR) Aracih Sinyal Yolagi Uzerindeki Etkisi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tiimér Biyolojisi ve Immiinolojisi
Doktora Tezi, Ankara, 2018. Kiiclik hiicreli dis1 akciger kanserlerinde (KHDAK)
epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) sinyal yolaginin onkojenik aktivasyonu
goriilmektedir. KHDAK hiicrelerinde Serum ve Glukokortikoid ile Indiiklenebilen
Kinaz 1’in (SGK-1) ekspresyonunun artmasi proliferasyon ve migrasyonla iliskili
bulunmustur. SGK-1’in substrat1 olan NDRGI1 proteininin, pankreas ve kolon
kanserinde EGFR aracili sinyal iletimi ile iligkili oldugu bildirilmektedir. Bu
calismada, A549 ve H1299 insan KHDAK hiicre dizilerinde SGK-1 inhibitori
GSK650394’1in hiicre proliferasyonu ve EGFR sinyal yolagi {izerine etkisi ilk kez
incelendi. GSK650394 ile inkiibasyonun (8 ve 16 uM), A549 ve H1299 hiicrelerinde
hiicre cogalmasi ve koloni olusumunu anlamli olarak azalttig1 belirlendi (p<0,05). Bu
sonu¢ KHDAK hiicrelerinin proliferasyon i¢cin SGK-1 aktivitesine ihtiya¢ duyduguna
isaret etmektedir. KHDAK hiicre dizilerinde SGK-1 aktivitesi GSK650394 ‘e duyarh
bulundu. H1299 hiicrelerinde NDRG1 fosforilasyonu inhibe olurken (p<0,001), A549
hiicrelerinde GSK3p’nin fosforilasyonu baskilandi (p<0,01). Calismamizda, SGK-1
inhibisyonunun EGFR sinyal yolagi iizerine etkisi ve bunun NDRGI
fosforilasyonundaki degisim ile iliskisi incelendi. H1299 hiicrelerinde NDRGI
fosforilasyonunun degisimine ragmen her iki hiicre dizisinde de EGFR
ekspresyonunda ve aktivasyonunda anlamli degisiklik izlenmedi. Sonug olarak,
KHDAK hiicrelerinde NDRG1 ekspresyon diizeyi artirilarak, EGFR sinyal yolagi
tizerindeki etkinin incelenmesinin mekanizmaya 1s1k tutabilecegi diisliniilmektedir.
KHDAK hiicrelerinin proliferasyon i¢in SGK-1 aktivitesine ihtiya¢ duymalari, SGK-

1 inhibitérlerini kombinasyon tedavilerinde dikkate deger bir secenek yapmaktadir.

Anahtar Kelimeler: KHDAK, SGK1 inhibisyonu, NDRG1, EGFR

Bu c¢alisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje Numarasi: 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 uM) 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 NDRGI1 (p<0.001) and GSK3[ 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 NDRGI1 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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Serum ve Glukokortikoid ile Indiiklenebilen Kinaz izoformlari.
AKT’m ve SGK-1’in aktivasyon basamaklari.

SGK-1’in aktivasyonu.

Reversibl inhibisyon mekanizmalari.

SGK-1 inhibitorii GSK650394’iin kimyasal yapisi.
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A549 hiicrelerinde GSK650394 inhibitoriiniin zaman ve doza baglh
etkisi.

H1299 hiicrelerinde GSK650394 inhibitdriiniin zaman ve doza
bagl etkisi.
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H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
doza bagli olarak p-NDRG1 ve NDRGI1 ekspresyonuna etkisi.

A549 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
SGK-1 ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.

A549 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
doza bagli olarak SGK-1 ekspresyonuna etkisi.

A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
SGK-1 ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.

A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
doza bagli olarak SGK-1 ekspresyonuna etkisi.

H1299 hiicrelerinde 6 saat silireyle GSK650394 inkiibasyonunun
SGK-1 ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.

H1299 hiicrelerinde 6 saat silireyle GSK650394 inkiibasyonunun
doza bagli olarak SGK-1 ekspresyonuna etkisi.

H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
SGK-1 ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.

H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
doza bagli olarak SGK-1 ekspresyonuna etkisi.

A549 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun p-
GSK3p ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.

A549 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
doza bagli olarak p-GSK3p ekspresyonuna etkisi.

AS549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun p-
GSK3p ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.

A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
doza bagli olarak p-GSK3f ekspresyonuna etkisi.

H1299 hiicrelerinde 6 saat slireyle GSK650394 inkiibasyonunun p-
GSK3p ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.

H1299 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
doza bagli olarak p-GSK3p ekspresyonuna etkisi.

H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
p-GSK3p ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.

H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
doza bagli olarak p-GSK3f ekspresyonuna etkisi.

A549 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
EGFR ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.

A549 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
doza bagli olarak EGFR ekspresyonuna etkisi.
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4.34.

4.35.
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4.38.

4.39.

4.40.

4.41

4.42

A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
EGFR ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.

A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
doza bagli olarak EGFR ekspresyonuna etkisi.

H1299 hiicrelerinde 6 saat silireyle GSK650394 inkiibasyonunun
EGFR ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.

H1299 hiicrelerinde 6 saat silireyle GSK650394 inkiibasyonunun
doza bagli olarak EGFR ekspresyonuna etkisi.

H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
EGFR ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.

H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
doza bagli olarak EGFR ekspresyonuna etkisi.

A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
EGFR aktivasyonuna (fosforilasyonuna) etkisinin incelenmesi.

A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
doza bagl olarak EGFR aktivasyonuna (p-EGFR ekspresyonuna)
etkisi.

H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
EGFR aktivasyonuna (fosforilasyonuna) etkisinin incelenmesi.

H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun
doza bagli olarak EGFR aktivasyonuna (p-EGFR ekspresyonuna)
etkisi.

79

80

81

82

83

84

86

87

88

89

Xvi



Tablo
2.1.
3.1.

3.2.

3.3.

34.

3.5.
3.6.
4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

TABLOLAR

AS549 ve H1299 hicre dizilerinin bazi 6zellikleri.

Calismada kullanilan kimyasal maddelerin, kitlerin ve tamponlarin
adlar1 ve tretici firmalarinin adlari.

Calismada kullanilan aletlerin ve cihazlarin adlar1 ve {iretici
firmalarin adlart.

Kullanilan kristal viyole soliisyonunun bilesenleri ve kullanilan
ornek hacimler.

Lizis tamponu bilesenlerinin konsantrasyonlart ve kullanilan
bilesenlerin hacimleri.

Jel hazirlamak i¢in kullanilan ¢6zelti miktarlari.
Transfer isleminde kullanilacak bilesenler ve 6rnek hacimler.

A549 ve H1299 hiicrelerinde SGK-1 ekspresyonuna ait ortalama
rolatif bant yogunlugu (SGK-1/GAPDH) (n=3).

KHDAK hiicrelerinde 96 kuyuluk plaklarda kuyu basina farkl
sayilarda hiicre ekilmesine bagli olarak saptanan MTT deney
sonugclari.

A549 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonu
sonrasi p-NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna ait ortalama rolatif
bant yogunluklari (NDRG1/GAPDH ve p-NDRGI1/NDRG1),
(n=3).
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sonrasi p-NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna ait ortalama rolatif
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(n=3).
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(n=3).

A549 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonu
sonrast SGK-1 ekspresyonuna ait ortalama rolatif bant
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1. GIRIS

Akciger kanseri, erkeklerde ve kadinlarda en fazla mortaliteye sebep olan
kanser tipidir (1). Akciger kanserlerinde bes yillik sag kalimin kolon, meme ve prostat
kanseri gibi kanserlerle karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide diisiik olmasi ileri evrelerde
tan1 almast ve histolojik ve biyolojik olarak daha heterojen yapida olmasina
baglanmaktadir (2). Solunum yolu epitelinden koken alan tiimorler olarak tanimlanan
akciger kanserleri, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) patolojik siniflamasina gore kiigiik
hiicreli akciger kanseri, adenokarsinom, yassi hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli
karsinom olmak {izere dort ana tipe ayrilmaktadir (3). Adenokarsinom, yassi hiicreli
karsinom ve biiytik hiicreli karsinom; kiigiik hiicreli akciger kanserlerden ayrilan bazi
ortak 6zellikleri dikkate alinarak kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olarak
adlandirilmaktadir. KHDAK, tiim akciger kanseri olgularmin yaklasik %85’inde
goriilen ana grubu olusturmaktadir (4). KHDAK histopatolojik ve radyolojik olarak
invazyon ve metastaz Ozellikleri de goéz Oniinde bulundurularak TNM evreleme
sistemine gore dort evrede incelenmektedir; ancak olgularin yaklasik %70’inde
hastaligin ileri evrelerinde tani konulmaktadir (4). Giincel kilavuzlara gére, KHDAK
tedavisinde cerrahi rezeksiyon yalnizca erken evrelerde tedavi segenegi olurken Evre
II'den itibaren adjuvan tedavi ilk secenek olmakta veya palyatif endikasyonlarla
kemoterapi ve radyoterapi rejimleri onerilmektedir. KHDAK olgularinda evreye ve
bolgesel farkliliklara bagli olmak tizere 5 yillik sag kalim %4 ile %17 arasinda
saptanmaktadir (5).

KHDAK de klasik tedavi protokollerinin sinirl etkinligi, daha etkin ve hedefe
yonelik tedavilerin arastirilmasina yol agmistir. KHDAK’leri igerisinde yer alan
adenokarsinom olgularinda, epidermal biiyiime faktorii reseptoriinin (Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR)) mutasyonu yaklasik %10 siklikla goriilmektedir.
Hedeflenmis tedavi ajan1 olan erlotinib EGFR inhibitorii olarak etki eden bir tirozin
kinaz inhibitoriidiir. Hastalarin yaklasik %4’iinde ise, translokasyon sonucu olusan
EML4-ALK (Ekinoderm mikrotiibiil iliskili protein-benzeri 4/Anaplastik lenfoma
kinaz) flizyon proteini saptanmaktadir. Krizotinib bu proteinin kontrolsiiz kinaz
aktivitesini baskilamak {izere gelistirilen bir tirozin kinaz inhibitoriidiir (5). Ancak

yapilan ¢alismalarda bu hedefe yonelik ajanlara tedavinin baslangicinda veya daha



sonra diren¢ gelistiginin gosterilmis olmast 6zellikle EGFR sinyal yolaginin
diizenlenmesinde etkili olan mekanizmalarla ilgili yeni arastirmalara ihtiyag
dogurmustur. KHDAK gelisiminde farkli mekanizmalarin da karsinogenez siirecinde
rolii olmakla birlikte, kanseri baslatic1 etkenin EGFR’nin aktive edici mutasyonunun
varligt oldugu ve bu yolagin hedeflenmesinin Onemli bir strateji oldugu

distintilmektedir (6).

Serum ve Glukokortikoid ile indiiklenebilen Kinaz (serum and glucocorticoid-
regulated kinase (SGK)) ailesinin iiyesi olan SGK-1, bazi hormonlar ve biiylime
faktorleri tarafindan aktivitesi diizenlenen, epitelyal iyon tasinmasi ve sodyum
metabolizmasinda rolleri olan bir proteindir (7). SGK-1 ekspresyonunun, mRNA
promotor bolgesindeki hormone responsive elementler nedeniyle hormonal
diizenlenmesinin yani sira aktivasyonu ve kinaz fonksiyonlarini kazanmasi i¢in EGFR
gibi birgok bliylime faktorii reseptdr sinyal yolagi kaskadinin ortak substrati olan
mammalian Target of Rapamycin Complex 2 (mTORC?2) tarafindan fosforile edilerek
Fosfoinozidit Bagilmli Kinaz 1 (Phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK-1))
tarafindan fosforile edilmeye hazirlanmasi gerektiginin gosterilmesi, SGK-1 in
bliylime faktorii sinyal yolaklar1 ile iliskisinin arastirilmasinin 6nemini ortaya
koymustur (7). Ayrica normal dokularda diisiik diizeyde eksprese edilmesine ragmen
farkli kanser dokularinda artmis SGK-1 ekspresyonunun saptanmasi, SGK-1’in
karsinogenezdeki roliiniin ve Kkinaz fonksiyonu inhibisyonunun karsinogenez
acisindan Oneminin farkli aragtirmalara konu edilmesine yol agmistir. Literatiirde
SGK-1 inhibitorii olarak ilk bildirilen ajan olan GSK650394’iin bas boyun
tiimorlerinde platin bazli ajanlar ile kombinasyonunun sinerjistik etkisi gosterilmistir
(8, 9). Yakin zamanda KHDAK hiicre hatlarinda da SGK-1'in artmis ifadesinin
proliferasyon ve migrasyonla iliskili oldugu ve SGK-1 susturulmasinin KHDAK
hiicrelerinde proliferasyonu azalttigi gosterilmis olmasina ragmen SGK-1’in kinaz

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

SGK-1 substratlarindan biri olan ve N-myc downregulated gene (NDRG)
ailesinin bir iiyesi olan NDRG1 proteini, kinaz 6zelligi olmayan ve ¢esitli kanserlerde
metastaz baskilayict Ozellikleri gosterilmis olan bir proteindir (11). NDRG1

fosforilasyonunun biyolojik etkileri heniiz tam olarak ortaya konmamuistir; ancak



fosforilasyonun NDRG1’in inaktivasyonu ve proteozomal degradasyonu ile iliskili
oldugu disiiniilmektedir (12). Yakin zamanda NDRGI1’in ekspresyonunun
artirilmasinin  pankreas ve kolon kanseri hiicre dizilerinde EGFR sinyal yolagi
aktivasyonunu inhibe edici O6zellikleri gosterilmistir (13).  Ancak NDRG1
fosforilasyonunun inhibisyonu ile EGFR sinyal yolagi ve KHDAK hiicre

proliferasyonu arasindaki iliski heniiz bilinmemektedir.

Bu ¢alismada, SGK-1 inhibitorii olan GSK650394 ile SGK-1’in farmakolojik
inhibisyonunun A549 ve H1299 KHDAK hiicre hatlarinda EGFR aracili sinyal yolagi

ve hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisinin incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri DSO tarafindan brons, bronsiyol ve alveol epitelinden gelisen
timorler olarak tanimlanmaktadir (3). Diinya genelinde ve tilkemizde kanser iligkili
oliimler igerisinde en fazla pay akciger kanserinindir (1, 14). Ayrica tilkemizde kanser
tipleri agisindan degerlendirmede erkeklerde insidans hizi en yiiksek olan kanser
tipinin akciger kanseri oldugu saptanmustir (14). Akciger kanseri i¢in diinya genelinde
en Onemli risk faktorii tiitiin kullanimidir; sigara igiciligi basta olmak iizere nargile,
tiitlin ¢igneme gibi tiitlin kullantminin tiim tiplerinin akciger kanseri riskini artirdig
gosterilmistir (1). Akciger kanserlerinin yaklasik %90’1na tiitiin kullaniminin neden
oldugu saptanmustir (15). Bununla birlikte tiitiin triin kullanicilarinin yalnizca
%10’unda akciger kanseri gelistiginin izlenmesi, genetik ve epigenetik faktorlerin ve
tiitlin kullanimi disindaki diger risklerin akciger kanseri gelisiminde 6nemli oldugunu
gostermektedir (2). Tiitiin kullanimi disinda bazi ¢evresel ve mesleksel etkilenmelerin
de akciger kanseri riskini artirdig1 saptanmistir (3). IARC International Agency for
Research on Cancer (Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi) siniflamasina gore
Grup 1 kategorisinde smiflandirilan ve insanlar i¢in akciger kanseri agisindan
kanserojen 6zelligi epidemiyolojik ¢alismalar ve hayvan deneyleri ile gosterilmis olan
ajanlar arasinda asbest, krom (IV) bilesikleri, silika, kaynak dumani, berilyum, dis

ortam hava kirliligi, dizel egzoz dumani yer almaktadir (16).

Akciger kanseri, DSO smiflama sistemine gore kiigiik hiicreli akciger kanseri,
adenokarsinom, yassi hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom olmak tizere dort
ana grupta incelenmektedir (3). Adenokarsinom, yassi hiicreli karsinom ve biiyiik
hiicreli karsinomun kii¢ilik hiicreli akciger kanserinden ayrilan benzer 6zellikleri, bu
timorlerin hep birlikte tiim akciger kanseri olgularinin yaklasik %85’ini igeren ana
grup olan KHDAK olarak adlandirilmasina yol agmustir (3, 4). KHDAK alt tiplerinden
adenokarsinomlar, tiim akciger kanserlerinin %40’1m1 olusturacak sekilde en sik
goriilen tip olup yassi hiicreli karsinomlar tiim akciger kanseri olgularinin %25-
30’unu; biiyiik hiicreli karsinomlar ise tiim olgularin %5-10"unu olusturmaktadir (17).

KHDAK olgularinin %70’inin taniy ileri evrelerde almakta oldugu gosterilmistir (4).



Bununla birlikte, KHDAK olgularinda evreye ve bolgesel farkliliklara bagli olarak 5
yillik sag kalim %4 ile %17 arasinda saptanmaktadir (5).

KHDAK tedavisinde, TNM evrelemesine gore Evre I, II ve IIIA olan hastalar
igin cerrahi tedavi, Evre Il ve 111A hastalarda adjuvan olarak ve Evre IV hastalarda ise
ana tedavi secenegi olarak kemoterapi, cerrahi icin kontrendikasyon bulunmasi
durumunda, Evre I1IB hastalarda kemoterapi ile es zamanli olarak veya Evre IV
hastalarda palyatif amagclarla radyoterapi kullanilmaktadir (17). Bu klasik tedavi
rejimlerinin yan1 sira KHDAK biyolojisi ve karsinogenezi ile ilgili arastirmalar
neticesinde 6zellikle akciger adenokarsinomlari i¢in karsinogenezde anahtar rolii olan
hiicre i¢i sinyal iletim yolaklarinda rolii olan EGFR ve EML4-ALK gibi hiicre i¢i
hedeflere yonelik tedaviler gelistirilmistir (18). Hedefe yonelik bu tedavilerle, belirli
ozellikleri olan adenokarsinom olgularinda daha iyi tedavi sonuglarinin elde edilmis
olmasi ile birlikte bu tedavilere baslangicta veya izlemde direng gelisebilmesi,
KHDAK tedavisinde hiicre i¢i sinyal yolaklarini hedefleyen yeni tedavi seceneklerinin

ortaya konmasi ihtiyacini ortaya ¢ikarmistir.
2.2. KHDAK Molekiiler Biyolojisinde Onemli Molekiiller

KHDAK karsinogenezinde hiicresel diizeyde etkili olan mekanizmalar,
bliylimeyi destekleyen yolaklarin aktive olmasi ve tiimor baskilayict yolaklarin inhibe
olmast seklinde karsinogenezin ana ilkelerine uygun sekilde bir¢ok genetik ve
epigenetik mekanizmayi igermektedir (19). Hiicre ¢ogalmasimi destekleyen onkogen
aktive edici ozelligi olan gen amplifikasyonlari, nokta mutasyonlari ve yapisal
rearanjmanlar, onkojenik yolaklar iizerinden kontrolsiiz sinyal aktivasyonuna yol
agmaktadir (19). Bu mutasyonlar tanisal veya prognostik biyobelirtegler olarak
kullanilabilmektedir (2). Bununla birlikte timor hiicrelerinin sagkaliminin aberan
sinyal aktivasyonuna bagimli olmast durumuna “onkogen bagimlilig1” denmektedir ve
bu o6zellik, ilgili genetik degisikligi hedefe yonelik tedaviler icin ideal adaylar haline
getirmektedir (19). Bununla birlikte KHDAK’de histolojik alt tiplerle de iliskili olarak
bu genetik degisiklikler degisen sikliklarda goriilmektedir (Sekil 2.1) (5). Bu bolimde
KHDAK molekiiler biyolojisinde énemli rolleri bulunan EGFR, KRAS, ALK, ROS1
gibi hiicre i¢i sinyal iletim yolaklarinda rol alan molekiillerle birlikte KHDAK

gelisiminde rolii bulunan bazi timor supresor genlerden bahsedilecektir.



I EGFR-duyarlastirici (%17)

B ALK (%7)

I Diger EGFR (%4)

ERIVET (%3)

B >1 mutasyon (%3)

IHER? (%2)

CIROST (%2)

B BRAF (%2)

IRET (%2)

EINTRKT (%1)

[CIPIK3CA (%1)

ERIMEK (%1)

CIBilinmeyen onkojenik
siriict mutasyon(%31)

IKRAS (%25)

Sekil 2.1. Akciger adenokarsinomunda siiriicii onkogen mutasyonlar1 sikligi. (Hirsch

F. R., Scagilotti G. V., ve ark., 2012’den (5) uyarlanmustir.)
2.2.1. EGFR

EGFR 7. kromozomun kisa kolunda yer almakta ve hiicre disinda bir ligand
baglayan kism1 ve tirozin kinaz aktivitesi olan bir bolgeyi de igeren hiicre i¢i kismi
olan transmembran bir reseptérii kodlamaktadir (6, 19). EGFR, v-erb-b2
erythroblastic leukemia viral oncogene (ErbB)/HER Insan Epidermal Biiyiime
Faktorii Reseptort isimli tirozin Kinaz reseptor ailesinin bir tiyesidir ve bu ailenin diger
tiyeleri HER2/c-neu (ErbB2), HER3 (ErbB3) ve HER4 (ErbB4)’dir (6). Ligand1 olan
EGF’yi baglayan reseptor homodimer veya EGFR ailesinin baska bir iiyesi ile
heterodimer olusturacak sekilde dimerizasyona ugramakta ve tirozin kinaz bolgesi
aktive olmaktadir (19). EGFR aktivasyonu ile PI3BK/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
yolaklar1 aktive olmaktadir (Sekil 2.2) (18, 19). EGFR hiicre ¢ogalmasi, sagkalimi,



neovaskiilarizasyon, invazyon ve metastaz gibi bir¢cok onkojenik fonksiyonun

diizenlemesinde rol oynamaktadir (19).
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Sekil 2.2. EGFR aracili sinyal yolagi. (Wu K., House L., ve ark., 2012’den (18)
uyarlanmustir.)

KHDAK’te EGFR aracili sinyal yolaginin 6neminden Bolim 2.3’te daha
detayli bahsedilecektir.

2.2.2. KRAS

KRAS (Kirsten ras oncogene homolog), RAS proto-onkogen ailesinin bir
tiyesidir ve hiicre ¢ogalmasi, diferansiyasyon ve sagkalimini diizenleyen sinyal iletim
yolaklarinda kritik rolii olan bir G-proteini kodlamaktadir (20). Ras proteinleri
guanozin difosfat (GDP) bagl formlarinda inajtif olup biiyiime faktorii reseptorleri
sinyal kaskadi aktive oldugunda guanozin trifosfat (GTP) bagl aktif forma gecerek
kaskadin asagisinda yer alan MAPK, RAS/RAF/MEK/MAPK ve PI3K yolaklarmi
aktive eder (19). KRAS, EGFR gibi birgok biiylime faktor reseptoriiniin sinyal iletim



yolaklarinda rol oynamaktadir. KRAS’1n siirekli aktive olmasina neden olan ve
proteinin GTPaz aktivitesini bozan aktive edici mutasyonlar, hiicre ¢ogalmasini

uyaran birden fazla yolakta sinyal artisina sebep olmaktadir (21).

KHDAK tiplerinden olan akciger adenokarsinomlarinda, KRAS aktive edici
mutasyonlart en stk mutasyonlar olup olgularin %25-40’inda goriilmektedir (19).
KRAS  mutasyonlart  Asya  poplilasyonlariyla  karsilastirildiginda ~ Bati
popiilasyonlarinda daha sik olarak ve ayni zamanda erkekler ve sigara igicilerinde daha
sik saptanmaktadir (19). Bununla birlikte KRAS mutasyonlar kiigiik hiicreli akciger
kanserleri ve yasst hiicreli akciger kanserlerinde ¢ok nadiren saptanmakta veya
saptanmamaktadir, adenokarsinom olgularindaki KRAS degisiklikleri ise siiriicii
mutasyonlardir ve EGFR mutasyonlarla baglantili olarak degildir (19). Bununla
birlikte KRAS mutasyonlar1 EGFR sinyal kaskadinin asagisinda kalan yolaklarin
stirekli aktivasyonuna neden oldugundan KRAS mutant tiimorler EGFR tirozin kinaz

inhibitorlerine direnglidir (22).
2.2.3. BRAF

BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1), sinyal kaskadinda
KRAS’1n asagisindaki efektor bir protein olan ve hiicre ¢ogalmasi ve sagkaliminin
diizenlenmesinde rolii olan MAPK sinyal yolaginin aktive eden bir serin/treonin kinazi
kodlamaktadir (19). KHDAK olgularinin %2-3 gibi az bir kisminda BRAF aktive edici

mutasyonlar1 saptanmaktadir (5, 19).
2.2.4. MEK

MEK veya MAPKI1, RAS aktivasyonu sonrasinda kaskadin asagisindaki
molekiillerden biridir ve Sinyal yolaginin devamindaki MAPK?2 ve MAPK3’{in aktive
edilmesine nedenl olmaktadir (19). MEK1 somatik mutasyonu izlenen az sayida
KHDAK olgusu bildirilmistir; akciger adenokarsinomlarinin %1’inde MEK1

mutasyonu saptanmaktadir (5, 19).



2.2.5. HER2

HER2/ERBB2 Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (insan Epidermal
Biiylime Faktorii Reseptorii 2) geni EGFR gibi bir ErbB reseptor ailesi tiyesi olan
membrana bagli bir reseptor tirozin kinazi kodlamaktadir (23). Ancak diger ErbB
reseptorlerinden farkli olarak dogrudan ligand baglamayan HER2 bu resesptor
ailesinin diger ligand baglayan iiyeleri ile heterodimer olusturmaktadir (24).
KHDAK ’lerinin %20’sinde artmis ekspresyon, %?2’sinde gen amplifikasyonu ve

%1,6-4’linde aktive edici mutasyonu bulundugu gosterilmistir (19).
2.2.6. PI3BK/AKT/mTOR

PIBK/AKT/mTOR yolagi, hiicre ¢ogalmasi, sag kalimi, farklilasmasi,
adhezyon ve motilitesinde rol alan 6nemli bir sinyal iletim yolagidir; bu yolak, EGFR,
HER2, insiilin benzeri biiylime faktorii reseptorii, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
reseptorli ve trombosit kaynakli bliylime faktorii gibi ¢esitli membran tirozin kinaz
reseptorleri aktivasyonu ile aktive edilir (19). Aktive olan reseptor tirozin kinazlar
PI3K’1, fosfatidil inositol 4,5-bisfosfat (PIP2)’1 fosfatidil inositol 3,4,5-trifosfat
(PIP3)’a ¢evirdigi membrana ¢eker, olusan PIP3 AKT’1 membrana PI3K ve mTOR
tarafindan fosforile edildigi membrana ¢eker. mTOR, kaskadin asagisinda da AKT in
hedeflerinden biri olan bir serin/treonin kinazdir (25). Aktive olan AKT, hiicre
¢ogalmasi ve sagkalimu ile iligkili birgok hedefin aktive etmektedir (25). Bununla
birlikte yolagin RAS/RAF/MEK gibi diger yolaklarla da iligkisi vardir; RAS PI3K’1
dogrudan aktive edebilmektedir (25).

PI3K/AKT/mTOR yolaginin regiilasyonu KHDAK olgularinin %50-70’inde
bozulmustur (19). Kanser Genom Atlasi projesinde yer alan yassi hiicreli akciger
karsinomu olgularinin %47’sinde PI3K yolaginda 6nemli degisiklikler saptanmistir.
Bu yolagin aktivasyonu EGFR, KRAS, PI3K veya AKT mutasyonu ile PIK3CA
amplifikasyonu ve bir timor supresor gen olan PTEN’in negatif regiilasyonunun kayb1

ile gerceklesmektedir (25-27).



10

2.2.7. ALK

Bir reseptdr tirozin kinaz olan ALK’1n rearanjmanlari, en sik hiicre i¢i kinaz
bolgesinin EML4’lin amino ucuyla flizyonu seklinde akciger kanserlerinin bir
boliimiinde izlenmektedir (19). ALK rearanjmanlar1 KHDAK popiilasyonunun
yaklasik %4’tinde izlenmektedir (28). Daha geng olan ve tiitiin kullanim Oykiisii
bulunmayan veya tiitiin kullanim1 diisiik diizeyde olan hastalarda daha sik izlenmekte
ve neredeyse sadece adenokarsinom olgularinda izlenmektedir (19). Bu olgularda

tirozin kinaz inhibit6rii olan krizotnib tedavide kullanilmaktadir (5).
2.2.8. MET

7. kromozomun uzun kolunda yer alan MET proto-onkogeni hepatosit biiyiime
faktorii reseptorii olarak da adlandirilan bir tirozin kinaz reseptoriinii kodlamaktadir
(29). Ligand1 olan hepatosit biiyiime faktorii baglandiktan sonra homodimerizasyon
sonrasinda kinaz aktivasyonu ve sinyal kaskadinin devaminda yer alan
RAS/RAF/MEK/MAPK, PI3K/AKT ve c¢-SRC kinaz yolaklar1 aktivasyonu
gerceklesmektedir (6). KHDAK’de MET amplifikasyonu hi¢ tedavi almamis
hastalarda %1-7 arasinda saptanmaktadir (19). MET amplifikasyonu ile PI3K/AKT
yolaginin EGFR’yi by-pass ederek aktive olmasi, bu tiimorlerin EGFR tirozin kinaz
inhibitorlerine direngli olmasina neden olmakta ve bu inhibitorlere kazanilmis direng

gelisen hastalarin yaklasik %20°sinde MET amplifikasyonu saptanmaktadir.
2.2.9. ROS1

ROSI1 6. kromozomun uzun kolunda lokalize olan ve protein kinaz bolgesinde
ALK ile yiiksek homolojisi bulunan bir transmembran tirozin kinaz reseptorii
kodalayan bir proto-onkogendir (30). ROS1 aktivasyonu PI3BK/AKT/mTOR, STAT3
ve RAS/MAPK/ERK yolaklarinda sinyal aktivasyonuna sebep olmaktadir (30). ROS1
gen rearanjmanlart KHDAK olgularinda saptanmakta ve daha geng, tiitiin kullanim
Oykiisli olmayan ve Asya kokenli olgularda daha siklikla saptanmaktadir (31). ROS
rearanjmant saptanan olgular da ALK ve MET inhibitorii krizotinib tedavisine

duyarhdir (5).
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2.2.10. RET

10. kromozomun uzun kolunda bulunan RET geni bir reseptor tirozin kinaz
proteinini kodlamaktadir ve kromozom rearanjmani ile RET aktivasyonu akciger
kanseri olgularmin smirlt bir kisminda saptanmaktadir (32). ALK ve ROS1’e benzer
sekilde RET rearanjmanlarinin da tiitiin kullanma 6ykiisii olmayan adenokarsinom

olgularinda daha sik goriildiigii saptanmaktadir (32).
2.2.11. FGFR1

FGFR1 (Fibroblast Biiyiime Faktorii Reseptorii 1), MAPK ve PI3K
yolaklarinin aktivasyonu ile hiicre ¢ogalmasi iizerine etkili olan bir membran reseptor
tirozin kinazdir. Yasst hiicreli karsinom olgularinin yaklagik  %20’sinde

amplifikasyonu saptanmasina ragmen adenokarsinom olgularinda FGFRI ile ilgili

anormallikler sik degildir (33).
2.2.12. Tiimor Supresor Genler

Tlimor supresdor genler normal hiicre biliylimesinin o6nemli negatif
diizenleyicileridir. Tiimdr supresor gen fonksiyonunun kaybi karsinogenezde dnemli
bir mekanizmadir ve Knudson’un iki vurus hipotezinde belirtildigi iizere iki gen
allelinin de inaktive edilmesi gerekmektedir (34). Bir allel siklikla mutasyon,
epigenetik susturma veya diger bozuklukluklarla inaktive olurken diger allel siklikla
LOH loss of heterozygosity (hetorzigotlugun kaybi) olarak adlandirilan ve
kromozmun bir bodlgesinin delesyon, dengeli olmayan translokasyon veya mitotik
rekombinasyon ile kaybedildigi mekanizmalarla kaybolur (19). Akciger kanserinde
siklikla inaktive olan tiimor supresor genler arasinda TP53, retinoblastoma 1 (RB1),
serin-treonin kinaz 11 (STK11), CDKN2A, FHIT, RASSF1A ve PTEN bulunmaktadir
(35-37).

TP53

TP53, 17. Kromozomun kisa kolunda yer alan, hasarli DNA bdlgelerini taniyip
baglanabilen ve bir transkripsiyon faktorii olarak rol oynayabilen bir fosfoproteindir
(38). DNA hasar1 veya karsinojenik stres TP53’ii uyarmakta, TP53 de siklin bagimli



12

Kinaz inhibitorlerinin ekspresyonunun uyararak DNA tamiri veya apoptozun
baglatilmast i¢in hiicre siklusunun durmasini saglamaktadir (19). TP53 inaktivasyonu
akciger kanserinde goriilen en 6nemli genetik bozukluklardan biridir ve KHDAK
olgularmin yaklasik %65’inde saptanmaktadir (39). Bununla birlikte 74 arastirmanin
verilerinin degerlendirildigi bir meta analizde protein ekspresyonu veya mutasyon
analizi ile saptanan p53 anormalliklerinin KHDAK i¢in kotli prognoz ile iligkili oldugu
saptanmustir (40).

PTEN

10. kromozomda yer alan PTEN, PI3K/AKT/mTOR yolagim1 PIP3’i
defosforile ederek inhibe eden bir fosfataz proteini kodlamaktadir (19). PTEN’in
azalmis ekspresyonu KHDAK olgularmin %75’inde; mutasyonlart ise olgularin
%35’inde saptanmakta ve bu mutasyonlar adenokarsinom olgularina kiyasla yassi

hiicreli karsinom olgularinda daha sik saptanmaktadir (41, 42).
LKB1 (STK11)

LKB1 (STK11) mTOR’u inhibe eden bir serin-treonin kinazi kodlayan bir
timor supresor gendir ve hiicre siklusu, kromatin yeniden modellenmesi, hiicre
polaritesi ve enerji metabolizmas1 gibi c¢esitli biyolojik siire¢lerde roliiniin oldugu
saptanmaistir (19). Ozellikle akciger adenokarsinom olgularinda ¢esitli somatik
mutasyon ve delesyonlarla inaktivasyonu %11-30 siklikta izlenen LKB1 bozukluklari

TP53 ve KRAS’tan sonra akciger adenokarsinomlarinda {liglincli en sik genetik
bozukluktur (19).

p16/NK4A_Siklin D1-CDK4-RB yolag

pl6'NK*ARB  yolagi hiicre siklusunun G1 fazindan S fazina gegisini
diizenlemektedir. RB1, hiicre siklusunun G1/S geg¢isini transkripsiyon faktori E2F1°1
baglayarak diizenleyen RB proteinini kodlamaktadir. RB1’in, KHDAK olgularinin
%10-15’inde inaktive oldugu saptanmustir (43). KHDAK olgularinda yolagin daha sik
olarak siklin D1, CDK4 ve siklin bagimli kinaz inhibitdrii olan p16™K* (CDKN2A)
(37). p16'NK4A <in KHDAK olgularinin %80’inde delesyon, inaktive edici mutasyon
veya metilasyonla inaktive oldugu saptanmaktadir (44). [laveten, KHDAK olgularinin
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%40’inda  siklin D1’in gen amplifikasyonu veya diper mekanizmalarla

ekspresyonunda artig oldugu saptanmaktadir (45).
2.3. KHDAK’de EGFR Aracili Sinyal Yolagimin Onemi

KHDAK ’lerinde histolojik tiple de iliskili olarak akciger adenokarsinomlarda
hedefe yonelik tedavi secenekleri arasinda yer bulmasiyla klinik a¢idan 6nemi de
artmis olan EGFR aracili sinyal yolaginda, artmis sinyal uyarist ile iliskili
mekanizmalar reseptoriin tirozin kinaz aktivitesinin siirekli olmasina neden olan aktive
edici mutasyonlar, artmis reseptor ekspresyonu ve artmis gen kopya sayisidir (19).
KHDAK olgularinin %40-80’inde EGFR ekspresyonunun arttigir gosterilmistir (2).
EGFR aktive edici mutasyonlar Batili hasta gruplarinin %10-15’inde, Asyali hasta
gruplarinin ise %30-40’1nda saptanmaktadir. KHDAK’ta EGFR mutasyonlari hiicre
i¢i tirozin kinaz bolgesinin ilk 4 ekzon’unda saptanmaktadir (19). Bu mutasyonlarin
en sik goriileni, %45 siklikla ekzon 19’da izlenen in-frame delesyonlardir; ikinci
siklikta golilen mutasyonlar ise ekzon 18’de izlenen L858R’de izlenen nonsense
mutasyondur (19). Bu mutasyonlar disinda daha az siklikta saptanan, EGFR tirozin
kinazi inhibitor tedavilerine direng ile iligkili olan ve ekzon 20’de izlenen mutasyonlar
bulunmaktadir. Bu mutasyonlardan T790M mutasyonunun EGFR tirozin Kkinaz
inhibitorlerine kazanilmis direng olgularinin %50°sinde bulundugu gosterilmistir (46).
Akciger kanserlerindeki EGFR mutasyonlarinin  neredeyse tamami akciger
adenokarsinomlarinda saptanmaktadir; mutasyonlar kadin, gen¢ ve tiitiin kullanim

Oykiisii olmayan kisilerde daha sik saptanmaktadir (19).
2.4. Serum ve Glukokortikoid ile Indiiklenebilen Kinaz -1

SGK-1 bir serin/treonin kinazdir; SGK-2 ve SGK-3 ile birlikte tiyesi oldugu
SGK ailesi AGC (PKA-, PKG-, PKC-iligkili) kinaz grubunda yer almaktadir (Sekil
2.3) (7, 8, 12). Yapisal olarak N-terminal degisken bolge, katalitik bolge ve C-terminal
kuyruktan olugmaktadir (47). Ailenin ii¢ iiyesinin katalitik bolgeleri %80 benzerlik
tasimaktadir (48).
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Sekil 2.3. Serum ve Glukokortikoid ile Indiiklenebilen Kinaz izoformlar1. (Gasser J.
A., 2014’ten (12) uyarlanmistir.)

SGK-1 1990’Ih yillarda kesfedilmistir; farkli diizeylerde insiilin, siklik
adenozin monofosfat (cAMP), insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1), steroidler,
interlokin-2, transforming growth factor-beta (TGF-P) tarafindan diizenlenmektedir
ve epitelyal sodyum kanallar1 aracili sodyum taginmasinin diizenlenmesinde peptid ve
steroid hormonlarin kesisiminde yer alan temel bir noktada rol oynadig:
diisiiniilmektedir (8, 48). Epitelyal iyon taginmasi, sodyum reabzorpsiyonu ve renal
potasyum sekresyonundaki rollerinin yani sira implantasyon ve gebelik, myokard
hasari, kas kiitlesi, T hiicre aktivasyonu, makrofaj motilitesi ve fonksiyonu ve insiilin
duyarhiligindaki rolleri arastirilmistir (47). Incelendigi tiim dokularda ekspresyon
saptanmakla birlikte SGK-1 ekspresyonunun transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel

olarak kontrol edildigi gosterilmistir (47).

Hiicre i¢i sinyal yolaklarinda SGK-1’in aktivasyonu, AKT aktivasyonu ile
benzerlik gostermektedir (Sekil 2.4) (7). AKT aktivasyonuna benzer sekilde, membran
reseptor tirozin kinaz aktivasyonu sonrasinda PI3K aktivasyonu ile hiicre
membraninda fosfatidilinositol-(3,4,5)-trifosfat (PIP3) sentezi sonrasinda pleckstrin
homoloji (PH) bolgesi tasiyan PDK1 ve AKT gibi proteinlerin PIP3’le etkilesmesi
sonrasinda AKT’1n sirastyla mTORC2 ve PDK1 ile fosforile edilmesi sonrasinda AKT
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aktive olur (7). SGK-1’in yapisinda ise PH bolgesi bulunmamaktadir (47). SGK-1
aktivasyon mekanizmasi da AKT aktivasyonuna benzer sekilde oncelikle mMTORC2
tve PDK-1 tarafindan fosforilasyonunu gerektirmektedir (Sekil 2.5) (49). PDK1,
fosforile edilerek PDKI1 baglanmasina hazir hale getirilmis SGK-1’i T-loop
bolgesinden fosforile ederek aktive etmektedir (48).
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Sekil 2.4. AKT’1n ve SGK-1’in aktivasyon basamaklari. (Di Cristofano A., 2017’ den
(47) uyarlanmustir.)

Aktivasyon mekanizmalarindaki benzerligin yaninnda SGK-1 ile AKT’1n bazi
ortak substratlar1 oldugu; ancak her birinin bazi 6zgiin substratlarinin da oldugu
saptanmustir (47). Glikojen sentaz kinaz-3p (GSK3p) proteininin SGK-1 ve AKT n
ortak substratt oldugu gosterilmistir (50). NDRG1 proteini ise SGK-1’in 6zgiin
substratlarindan biridir (51). NDRG1’den Boliim 2.6’da daha detayli bahsedilecektir.
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Sekil 2.5. SGK-1’in aktivasyonu. (Garcia-Martinez J. M., 2008’den (49)
uyarlanmistir.)

SGK-1’in patolojik olmayan kosullarda bir¢ok dokudaki ekspresyonunun
diisiik diizeyde oldugu ve SGK-1 knock-out farelerde sodyum homeostazindaki bazi
bozukluklar diginda bir patoloji saptanmadigi gosterilmistir (8). Bununla birlikte SGK-
I’in meme, dil, over, prostat, multipl myelom gibi bir¢ok kanser dokularinda
ekspresyonunun artmis oldugu saptanmistir (8). Kanser dokularindaki artmis SGK-1
ekspresyonunu gosteren arastirma sonuglart ile birlikte, SGK-1 ekspresyonu invazyon,
metastaz ve tedavi direncini ilgilendiren biyolojik siireglerle iliskili olarak
tanimlanmaktadir (8). SGK-1’in insan timorlerinde siklikla mutasyonu gosterilmese
de nodiiler lenfosit baskin Hodgkin lenfoma’da oOrneklerin yaklasik %50’sinde
mutasyon, meme kanseri hastalarinin %31’inde amplifikasyon ve %48’inde artmis
ekspresyonun gosterildigi arastirma sonuglart mevcuttur (47). Meme Kkanseri
hiicrelerinde artmis SGK-1 artisinin AKT inhibitorlerine direncle iliskili oldugu ve
PDK1/SGK-1 sinyal iletiminin AKT’1 bypass eden bir diren¢ mekanizmasi oldugunu
gosteren yayinlar bulunmaktadir (52, 53). Berdel ve arkadaslar ise arastirmalarinda
bas ve boyun yassi hiicreli karsinomunda cis-platin ile birlikte SGK-1’in enzimatik
inhibitoriiniin uygulandigi kombinasyon tedavisinin, her iki ajanin tek bagina

tedavisine gore daha iyi tiimor kontrolii sagladigini ortaya koymustur (9). SGK-1
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inhibisyonu ile malign gliom hiicrelerinde temozolamid direncinin asilabildigi
gosterilmistir (54). 2016 yilinda Xiaobo ve arkadaslari tarafindan yayinlanan
arastirmada KHDAK hastalarindan elde edilen tiimor dokular1 ve normal dokular
kiyaslandiginda, tiimor dokularinda artmis SGK-1 ekspresyonu gosterilmis ve ayni
zamanda KHDAK hiicre dizilerinde SGK-1’in susturulmasimin biiylime ve
migrasyonu inhibe edici etkisi gosterilmistir (10). Bu sonugla birlikte KHDAK’de

SGK-1’1 hedefleyen inhibitor tedavilerinin arastirilmasinin 6nemi artmistir.
2.5. Enzim Inhibisyon Mekanizmalar1 ve SGK-1 Inhibisyonu
2.5.1. Enzim inhibisyon Mekanizmalari

Enzim inhibitorleri, kataliz slirecine miidahale ederek enzimatik rekasiyonlari
yavaglatan veya durduran molekiiler ajanlardir (55). Enzim inhibisyonu reversibl ve
irreversibl olmak iizere iki genis gruba ayrilmaktadir. Irreversibl inhibitdrler; kovalent
baglanarak, enzimin aktivitesi i¢in gerekli olan bir fonksiyonel grubunu ortadan
kaldirarak ya da enzimle nonkovalent ancak 6zellikle kararli bir etkilesime girerek etki
gosterebilmektedir. Reversibl inhibisyon ise inhibitdriin enzime baglanma bolgesi ve
ortaya ¢ikan etkiye gore 3 gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.6) (55). Kompetitif inhibitorler,
enzimin aktif bolgesi i¢in substratla yarigmaktadir. Bu gruptaki inhibitorlerin ¢cogu,
yapisal olarak substrata benzer ve enzimlerle Enzim-Inhibitér kompleksi olusturur.
Inhibitér varhiginda substrat aktif bdlgeye baglanamaz. Bununla birlikte substrat
konsantrasyonu yeterince artirilirsa beklenen maksimum hiza (Vmax) ulasilabilir, bu
nedenle Vmax degismez. Ancak Vmaxin '2’sindeki reaksiyon hizinda substrat
konsantrasyonu olan K, artar. Unkompetitif inhibisyonda ise inhibitdr enzimin aktif
bolgesinden bagka bir bolgeye ve sadece Enzim-Substrat kompleksi olustuktan sonra
baglanir. Bu inhibisyonda Vmax Ve Kn azalir. Mikst inhibitorler de enzime aktif bolge
disinda bir bélgeden baglanir; ancak inhibitor enzime de Enzim-Substrat kompleksine
de baglanabilir. Bu inhibisyonda Vmax Ve Km azalir. Nonkompetetif inhibitorler, mikst

inhibitorler grubu i¢inde yer alan; ancak Km’1 etkilemeyen inhibitorlerdir (55).
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Sekil 2.6. Reversibl inhibisyon mekanizmalari. (Nelson D. L., 2013’ten (55)

uyarlanmistir.)

E: Enzim, S: Substrat, I: Inhibitér, P: Uriin.
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2.5.2. SGK-1 Inhibisyonu ve SGK-1 Inhibitérii GSK650394

SGK-1’in kanser dokularinda artmis ekspresyonunun/aktivitesinin gosterilmis
olmasi ile birlikte SGK-1’in 6zgiin ve selektif inhibitorleri gelistirilmistir. Literatiirde
muhtemel terapotik etkileri ile birlikte ilk ortaya konan SGK-1 Kkinaz inhibitorii,
heterosiklik bir indazol tiirevi olan GSK650394tiir (Sekil 2.6) (56). GSK650394,
SGK-1’in kompetetif inhibitériidiir (9). GSK650394’iin SGK-1 enziminde ATP
baglanan bolgeye floresan isaretli ATP analogunun baglanmasin1 zaman igerisinde
azalttig1 gosterilmistir (56). Biyolojik etkileri degerlendirildiginde ise ilk kez androjen
bagimli prostat kanseri hiicrelerinde hiicre biiyiimesini bloke ettigi gdsterilmis olmakla
birlikte bas boyun yass1 hiicreli karsinomu hayvan modelinde tedavide cis-platin ile
sinerjistik etki gosterdigi gosterilmistir (9, 56). GSK650394, SGK-1 ve SGK-2
tizerinde benzer sekilde etkilidir ve SGK-1’e IGF1R, Rho-associated protein kinase
(ROCK), JAK izoformlar1 (JAK1, JAK3), protein kinaz B izoformlar1 (AKT1, AKT2,
AKT3), dual-specificity tyrosine phosphorylation-regulated kinase (DYRK1A) ve
PDK1’e kiyasla 30 kat; Aurora and c-Jun N-terminal kinase’a kiyasla yaklagik 10 kat
daha selektiftir (8).

SGK-1’in literatiirde ikinci bildirilen inhibitéri EMD638683 isimli bir
benzohidrazid tiirevidir ve bu ajanla kolon kanseri deneysel modellerinde radyoterapi
etkinliginin arttig1 gosterilmistir (8). 1 uM gibi diisiik dozlarda cAMP-bagimli protein
kinaz (PKA), mitojen- ve stres- ile aktive olan protein kinaz 1 (MSK1), protein kinaz
C-iliskili kinaz 2 (PRK2), ve SGK izoformlar1 SGK-2 ve SGK-3 {izerine etkisinin
oldugu gosterildiginden, ajanin 50 puM gibi daha yiikksek dozda kullandig
arastirmalarda diger kinazlar iizerine inhibitor etkilerinin olabilecegi goz Oniinde
bulundurulmalidir (8). Ayrica SRC/ABL kiigiik molekiil inhibitdrlerden S1113’{in
AKT’a kiyasla SGK-1 iizerine daha selektif etkisinin oldugu gosterilmistir (57).
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Sekil 2.7. SGK-1 inhibitérii GSK650394°{in kimyasal yapisi. (Sherk A. B., 2008’den
(56) uyarlanmustir.)

2.6. N-myc downregulated gene 1

N-myc down-regulated gene (NDRG) ailesi, NDRG1, NDRG2, NDRG3 ve
NDRG4 olmak iizere 4 iiyeden olusmaktadir (Sekil 2.7) (12). Aminoasit dizisi %57-
65 benzerlik tasiyan tasiyan dort proteinin higbirinin enzimatik aktivitesi
bulunmamaktadir (58). NDRG1, NDRG2, NDRG3 ve NDRG4 genlerinin her biri farkli

MRNA'ar ile birden fazla izoform seklinde transkripsiyona ugramaktadir (58).

NDRG ailesinin yasamin erken donemlerindeki gelisme, immiin sistem,
endokrin sinyal iletimi ve sinir sistemi fonksiyonlarindaki gorevleri konusunda
arastirmalar bulunmaktadir (58). NDRG ailesi iiyelerinden olan ve SGK-1’in 6zgiin
substratlarindan birini kodlayan NDRG1, 1990’I1 yillarin ikinci yarisinda insan
umblikal ven endotelyal hiicrelerinde homosisteine yanit veren bir stres yanit geni
olarak kesfedilmistir (59). NDRG1 ekspresyonunun hipoksi, agir metaller (nikel,
kalsiyum, kobalt ve demir), forbol ester, histon deasetilaz inhibitorleri, retinoidler ve
B-merkaptoetanol ile uyarilmasi; onkogenler (N-myc ve c-myc), tumor supresor genler
(p53, VHL ve PTEN) ve transkripsiyon faktorii Egr-1 tarafindan diizenlenmesi
NDRG1’in stresle indiiklenen bir protein oldugunu gostermektedir (60). NDRG1

mRNA ekspresyonunun birgok insan dokusunda mevcut oldugu gosterilmis olsa da
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prostat, beyin, bobrek, plasenta ve bagirsak dokularinda diizeylerinin daha fazla

oldugu gosterilmistir (61).

NDRG1 |
¢ o ]
NDRG2
-1 '
NDRG3 |
e
NDRG4
-1 'm

1 O e

NDR- bélgesi a/f hidrolaz 3X dekapeptid
kivrimi

Sekil 2.8. N-myc downregulated gene izoformlari. (Gasser J. A., 2014’ten (12)
uyarlanmistir.)

NDRGI ekspresyonu ile kanser arasindaki iliskiyi aragtiran arastirmalarda bazi
kanser tiplerinde yiiksek; bazilarinda ise diisiik ekspresyon saptanmasi, etkilenen
hiicre tipi gibi diger faktorlere baghh olarak karsinogenezin uyarilmasi veya
baskilanmasinda bir rolii olabilecegini diisiindiirmektedir (62). NDRG1 ekspresyonu
ile kanser derecesi veya evresi arasinda negatif korelasyonun saptandigi birden fazla
arastirma sonucundan hareketle NDRGI’in tiimor baskilayici, metastaz baskilayici
veya hem tiimor hem metastaz baskilayici bir protein oldugu goriisii 6ne ¢ikmaktadir
(62). Ancak NDRGI1 ekspresyonu ile kanser evresi arasinda pozitif korelasyonun
saptandig1 bazi arastirma sonuglari, NDRG1’in pleiotropik rolleri olabilecegini veya
NDRG1’in farkli izoformlarinin karsinogenezde farkli rolleri olabilecegi goriistinii

ortaya ¢ikarmustir (62, 63).

SGK-1’in 6zglin substratlarindan biri olan NDRG1, SGK-1 tarafindan Thr328,
Ser330, Thr346, Thr356 ve Thr366 rezidiilerinden fosforillendikten sonra GSK3f
tarafindan Ser342, Ser352 ve Ser362 rezidiilerinden fosforile edilmektedir (62).

NDRG] fosforilasyonunun hiicre farklilasmasi, mitoz sirasinda sentromer islevleri,
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telofaz evresinde hiicrenin boliinmesinde ve Alzheimer hastalig1 patogenezinde rolleri
ile ilgili aragtirmalar bulunmaktadir (62). NDRG1 fosforilasyonunun
karsinogenezdeki rolii ile ilgili ise az sayida arastirma bulunmaktadir. Murakami ve
arkadaslar1 2010 yilinda yayinladiklar1 arastirmalarinda pankreas kanseri hiicrelerinde
NDRGT1’in Ser330 ve Thr346 rezidii fosforilasyonlarinin, NF-kB sinyal yolagini ve
CXC kemokin ekspresyonunu baskilayict fonksiyonu ile iliskili oldugunu
saptamiglardir  (60). Bununla birlikte meme kanseri hiicrelerinde NDRGI
fosforilasyonunun NDRG1’in inaktive edilip proteozomal yikimini baglattigi da
gosterilmistir (12). SGK-1 inhibisyonuna bagl olarak NDRG1’deki fosforilasyon

kaybinin karsinogenezdeki rolii arastirilmay1 bekleyen bir konudur.

NDRG1’in metastaz baskilayict rolleri ile arastirmalar, NDRG1’in bu
aktivitesini NF-xB, PI3K/AKT/mTOR ve RAS/RAF/MAPK gibi anahtar rol oynayan
sinyal yolaklari ile etkileserek gergeklestirdigini gostermektedir (61). NDRG1’in
metastaz baskilayici rolleri konusunda arastirmalar1 bulunan Kovacevic ve arkadagslari,
2016 yilinda yayinladiklari arastirmalarinda NDRG1 ekspresyonunun, EGFR ve diger
ErbB reseptor ailesi liyeleri aracili sinyal yolaklarini inhibe edici etkisini ortaya
koymustur (13). Bu arastirmada insan pankreas ve kolon kanseri hiicrelerinde NDRG1
ekspresyonunun hem total hem de fosforile EGFR ekspresyonunda azalmayla
iliskisinin saptanmis olmasina karsin EGFR mRNA diizeylerinde degisiklik
izlenmemesi, arastirmacilart NDRG1’in EGFR sinyal aktivasyonunu inhibe edici
etkisinin yani sira EGFR internalizasyonu ve yikimi iizerinde de rolii olabilecegi
sonucuna ulagtirmistir (13). Bununla birlikte NDRG1 fosforilasyonunun, EGFR sinyal

yolag1 lizerine olasi etkisi arastirilmay1 bekleyen bir konudur.
2.7. SGK-1/NDRG1/EGFR Iliskisi

Giincel yayinlarda karsinogenezdeki 6nemine iligkin verilerin saptandigi SGK-
I’in aktivasyonunun, EGFR gibi biliylime faktorii reseptorii aracili sinyal yolak
aktivasyonu ile iligkili olmasinin yani sira SGK-1’in 6zgiin substrati NDRG1’in
EGFR’nin de iiyesi oldugu ErbB ailesi {liyelerinin aracili oldugu sinyal yolaklarinin
aktivasyonuna olan etkilerinin ortaya konmasindan hareketle arastirmamizin
hipotezini teskil eden SGK-1/NDRG1/EGFR iliskisi Sekil 2.8’de verilmistir. Bu
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modele gore NDRG1’in EGFR sinyal yolagi iizerindeki inhibe edici etkisi, SGK-1
aktivitesi sonucunda NDRG1’in fosforile edilerek inaktive olmasi ve proteozomal
degradasyonu baslatilmasi nedeniyle baskilanmaktadir. Bundan hareketle SGK-1’in
farmakolojik inhibisyonu, NDRG1 fosforilasyonunun inhibe edilmesiyle aktif
NDRGI1 havuzunun korunmasini saglayarak NDRGI1’in EGFR sinyal yolagi

tizerindeki inhibe edici fonksiyonlarinin ortaya ¢ikmasina neden olacaktir.

EGF

ﬁ

EGFR EGFR EGFR

P . P
GSK650394 :
SGK1 -

> Internalizasyon ve
endozomal yikim

e
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Sekil 2.9. EGFR/SGK-1/NDRG iligkisi.
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2.8. A549 ve H1299 Hiicre Dizilerinin Ozellikleri

A549 ve H1299 hiicre dizileri, insan akciger adenokarsinomu hiicre dizileridir.

Bu hiicre dizilerinin bazi 6zellikleri Tablo 2.1°de sunulmustur (10, 64-66).

Tablo 2.1. A549 ve H1299 hiicre dizilerinin baz1 dzellikleri.

Hiicre Dizisi

Ozellik A549 H1299
Histolojik tip Adenokarsinom Biiytik hiicreli karsinom
Ikiye katlanma siiresi 22 saat 30 saat

(Doubling time)

SGK-1 ekspresyonu Var Bilinmemekte
NDRG1 ekspresyonu Var Var (zayif ekspresyon)
EGFR ekspresyonu Wild type Wild type
PTEN ekspresyonu Wild type, giicli Wild type, zayif

ekspresyon ekspresyon
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3. GEREC ve YONTEM

Bu tez c¢alismasinda kullanilan tiim malzemeler ve cihazlar, biitiin deneylerin
yiiriitiildiigii Hacettepe Universitesi Kanser Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim Dali

arastirma laboratuvarinda bulunmaktadir.
3.1. Kimyasal Maddeler, Kitler ve Tamponlar

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasal maddelerin, kitlerin ve tamponlarin

adlar1 ve tretildikleri firmalarin adlar1 Tablo 3.1°de siralanmustir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan kimyasal maddelerin, kitlerin ve tamponlarin adlari
ve iretici firmalarinin adlari.

URUN ADI

URETICI ADI ve URETILDIGI
ULKE

DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium)

Gibco by Life Technologies-ABD,
Lonza-Isvigre

RPMI (Roswell Park Memorial

Gibco by Life Technologies-ABD,

Institute) 1640

FBS (Fotal Dana Serumu)
L-glutamin

Penisilin/Streptomisin

PBS (Phosphate Buffered Saline)
SGK1 (D27C11) Rabbit Anti-
human primer antikor

p-NDRG1 (Thr346) (D98G11)
XP® Rabbit Anti- human primer
antikor

NDRG1 (D8G9) XP® Rabbit Anti-
human primer antikor

p-EGFR (Tyr1068) (D7A5) XP®
Rabbit Anti-human primer antikor
EGFR Rabbit Anti-human primer
antikor

p-GSK3p (Ser9)

(D85E12) XP® Rabbit Anti-human
primer antikor

GAPDH (D16H11) XP® Rabbit
Anti-human primer antikor
Anti-rabbit 19G, HRP-bagh
sekonder antikor

GSK650394

4x Laemmli Sample Buffer

Biological Industries-ABD
Lonza-Isvigre
Biochrom-Almanya
Biochrom-Almanya

Sigma Aldrich-Almanya

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Glaxo-Smith-Kline-Ingiltere
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) Calismada kullanilan kimyasal maddelerin, kitlerin ve

tamponlarin adlar1 ve {iretici firmalariin adlar1

B-Merkaptoetanol

Merck-Schuchardt-Almanya

™ ™
TGX ™ FastCast™ Bio-Rad Laboratories-ABD
Acrylamide Solutions
Amonyum persiilfat (APS) Bio-Rad Laboratories-ABD

Tetrametiletilendiamin (TEMED)

Bio-Rad Laboratories-ABD

10x Tris/Glycine/SDS (sodyum
dodesil siilfat) 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-Tiirkiye

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

Yagsiz Siit Tozu

Pinar Siit Uriinleri A.S.-Tiirkiye

Dimetil siilfoksit (DMSO)

WAK-Chemie Medical-Almanya

Dimetilformamid (DMF) Sigma-ABD
Tripan Mavisi Sigma-ABD
Calyculin Cell Signaling Technology-ABD

Tripsin %0.05 (1X)

Lonza-lsvigre

PageRuler™ Prestained Protein
Ladder

Thermo Scientific-ABD

Kristal viyole

Sigma Aldrich-Almanya

Metil alkol

Emsure, Merck-Almanya

Epidermal Biiylime Faktorii (EGF)

Ortadogu Teknik Universitesi
Biyolojik Bilimler Béliimii Ogretim
Uyesi Do¢. Dr. Elif ERSON
tarafindan 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 calismasinda kullanilan aletlerin ve cihazlarin adlar1 ve tretildikleri

firmalarin adlar1 Tablo 3.2’de siralanmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan aletlerin ve cihazlarin adlar1 ve tretici firmalarin

adlar.

URUN ADI

URETICIi ADI ve URETILDIGI
ULKE

Kodak Gel Logic 1500
Goriintiileme Sistemi

Carestream Healty ine.-ABD

Faz/Kontrast Mikroskop

Olympus-ingiltere

Etiv

Heraeus-Almanya

Otomatik Calkalayici

Heidolphy-Almanya

Sogutmali Mikrosantrifiij

Eppendorf-Almanya

Spektrofotometre

Spectramax-ABD

-80 °C Derin Dondurucu

Thermo Electron-ABD

Santrifiy

Heraeus-Almanya

-196 S1vi Azot Tanki

Taylor Wharton- ABD

Buz makinasi

Scotsman AF200-Ingiltere

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-Ingiltere
Distile Su Cihazi GFL-Almanya
Calkalayici GFL-Almanya

Isitma Blogu Techne Dri Bloc-Ingiltere
Ceker Ocak Unitest-Tiirkiye

Dikey Akimli Hava Kabini

Thermo-Electron-ABD

Su Banyosu

GFL-Almanya




28

Tablo 3.2.(Devam) Calismada kullanilan aletlerin ve cihazlarin adlari ve tretiCi
firmalarin adlar1

+4 °C Soguk Oda Alarko Carrier-Tiirkiye

+4 °C Buzdolab1 Bosch-Almanya

-20 °C Derin Dondurucu Bosch-Almanya

Thoma Lami Fuchs Roshenthal-ABD

Thoma Lamu Neubauer-ABD

Mr. Frosty Dondurma Kabi Nalgene, Thermo Scientific-ABD

3.3. Hiicre Kiiltiirii

Insan KHDAK hiicre dizileri olan A549 ve H1299, 9 Eyliil Universitesi
Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Hilal
KOCDOR tarafindan temin edildi. Hiicreler American Type Culture Collection
(ATCC) tarafindan belirtilen kiiltiir sartlar1 ve metoduna uygun olarak ¢ogaltildi. A549
hiicreleri, %10 FBS (Fetal Bovine Serum), 2 mmol/L L-glutamin, 100 1U penisilin ve
100 pg/ml streptomisin igeren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) tam
besiyeri ortaminda; H1299 hiicreleri ise %10 FBS, 2 mmol/L L-glutamin, 100 U
penisilin ve 100 pg/ml streptomisin iceren RPMI (Roswell Park Memorial Institute)
1640 tam besiyeri ortaminda, 25 ve 75 cm? flasklar iginde, 37 °C'de %5 COz igeren
etivde ¢ogaltildi. Flask igerisinde ¢ogalan hiicrelerin yogunluk oranlart %80-90
arasina ulastiklarinda hiicreler tripsinizasyon yapilarak pasajlandi. Hiicrelerin ilk
pasaji asamasinda kriyoviyal tiiplere, tiip basina 1 x 10° hiicre/ml olacak sekilde
konuldu ve daha sonraki deneylerde kullanilmak {izere sivi azot tankinda muhafaza
edildi. 3. ile 11. pasajlar arasindaki hiicreler kullanilarak deneyler yiiriitiildii. Uygun
pasaj sayisina ve deneylerde kullanilacak miktara ulasan hiicreler kaldirildiktan sonra
tripan mavisi ile boyandi ve Thoma Lami1 kullanilarak sayildi. Deneylerde hiicrelerin

ilag ile inkiibasyonlar1 6ncesinde %90°1n ilizerinde canliligin olmasina dikkat edildi.
3.3.1. Tripsinizasyon

Tripsinizasyon yontemi ile aderan KHDAK hiicre hatlar1 olan A549 ve H1299

hiicrelerinin flasktan ayrilmasi saglandi. Bu iglem i¢in ilk olarak flasklarda bulunan
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besiyerleri hiicrelere zarar verilmeden serolojik pipet ile ¢ekilerek uzaklastirildi. T-25
cm? flask icin 2 ml, T-75 cm? flask i¢in 6 ml PBS (Phosphate Buffered Saline) eklendi.
Flask zemini PBS ile yikandi ve daha sonra PBS serolojik pipet ile cekilerek
uzaklagtirildi. Bu sayede aderan hiicreler yikanarak besiyeri artiklar1 ve tripsinin
enzimatik reaksiyonunu indirgeyen FBS ortamdan uzaklastirildi. T-25 cm? flask igin
1 ml tripsin/EDTA (etilendiamin tetra asetik asit), T-75 cm? flask icin 3 ml
tripsin/EDTA flask igine koyuldu. Tripsin/EDTA'nin flask igerisindeki aderan
hiicrelerin hepsine homojen olarak yayilmasi i¢in flask hafif¢e ¢alkalandi. 37 °C'de
%5 CO2 igeren etiivde 5-8 dakika arasinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
hiicrelerin flask tabanindan ayrilip ayrilmadigi faz/kontrast (inverted) mikroskopta
kontrol edildi. Flask tabanindan ayrilmayan hiicrelerin yogunluguna gore etiiv
icerisinde birka¢ dakika daha inkiibe edilerek veya flask hafif¢e calkalanarak
hiicrelerin flask tabanindan ayrilmalar1 saglandi. Tripsin/EDTA'nin etkinligini
durdurmak i¢in kullanilan tripsin/EDTA hacminin 3 kat1 hacimde tam besiyeri eklendi.
Besiyerinin etkin bir sekilde tiim hiicrelere ulasabilmesi i¢in serolojik pipet ile pipetaj
yapildi. Flask icerisinde siispanse halde bulunan hiicreler 50 ml'lik falkon tiip i¢ine
almip +4 °C'de 2000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijj sonunda hiicre
artiklarinin bulundugu siipernatant falkondan uzaklastirildi. Falkon tiipiin alt kisminda
olusan hiicre pelleti tlizerine 6-10 ml arasinda tam besiyeri eklendi. Pipetaj islemi

yapilarak siispanse hale getirildi.

Pipetaj islemi sayesinde hiicrelerin sayim islemi dncesi birbirlerinden ayrilmasi
ve lam iizerine tek diismeleri saglandi. Siispansiyon igerisinden 10 pl alindi ve 10 pl
tripan mavisi ile karistirildi. Siispansiyon igerisinde bulunan hiicre miktar1 1:1
oraninda seyreltilmis oldu. Tripan mavisi ile karistirilan siispansiyon Thoma laminin
iki ucuna 10%ar pl yayildi ve mikroskop altinda hiicre sayimi yapildi. Thoma lam1
tizerindeki her iki ug i¢in ayr1 5 alan secildi ve bu alanlarda sayilan hiicrelerin aritmetik
ortalamasi alind1. Olii hiicrelerin pargalanmaya baslayan hiicre zar1 igerisinden kolayca
gecebilen tripan mavisi sayesinde mavi olarak goriilen hiicreler ekarte edildi.
Kullanilan Thoma laminin 6l¢iileri 0,1 mm x 0,1 mm olup lam ile lamel arasindaki
uzaklik 0,1 mm'dir. Bu nedenle hiicrelerin sayildig1 her alan 0,001 mm®e (0,0001
ml'ye) karsilik geldiginden sayilan hiicrelerin aritmetik ortalamasi 10.000 ile ¢arpildi.
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Hiicre silispansiyonu tripan mavisi ile 1:1 oraninda seyreltigi i¢in elde edilen deger 2

ile carpilarak ml basina diisen hiicre sayis1 hesaplandi.
3.3.2. Hiicre Pasaj1

Hiicre sayim isleminden sonra uygun pasaj sayisina ulasmamis veya deney igin
ihtiya¢ duyulan hiicre miktarina ulasilamamis durumlarda, A549 ve H1299 hiicreleri
pasajland1. Siispansiyon igerisinde bulunan hiicre miktar1 géz 6niinde bulundurularak
T-25 cm? flasklar igin yaklasik 500.000 hiicre T-75 cm? flasklar i¢in 1-1,25 milyon
hiicre aktarilacak sekilde pasaj yapilacak flask sayisi belirlendi. Pasaj yapilacak
flasklara esit sayida hiicre siispansiyonlar1 aktarildi. T-25 cm? flasklar son hacmi 5 ml,
T-75 cm? flasklar son hacmi 15 ml olacak sekilde tam besiyeri (A549 hiicreleri igin
DMEM, H1299 hiicreleri icin RPMI 1640) ile tamamlandi. Flasklar 37°C'de %5 CO2
iceren etlivde inkiibe edildi. Flasklar giinliik olarak mikroskop altinda incelendi. pH's1
diismiis ve rengi degismis olan, flask igerisinde Olii hiicre miktar1 artmis olan

besiyerleri degistirildi.
3.3.3. Hiicre Dondurma

Daha sonraki deneylerde kullanilmak i¢in A549 ve H1299 hiicreleri 1. ve 3.
pasajlar1 arasinda hiicre sayimindan sonra, krayovial tiip basma 1 x 10°® hiicre/ml
olacak sekilde konuldu. Siispansiyon igerisine dillisyon oran1 %10 olacak sekilde
DMSO (Dimetil siilfoksit) eklendi. DMSO, besiyerinin donma sicakligini diisiirmekte
ve hiicrede buz kristallerinin olugsmasini dolayisiyla hiicrenin lizis olma riskini
azaltmaktadir. Kryovial tiipler propanol iceren Mr. Frosty adli kademeli sogutma
saglayan kaplar icerisinde 24 saat -86 °C donduruldu. 24 saat siire sonunda kryovial

tiipler s1v1 azot tankina konularak muhataza edildi.
3.3.4. GSK650394 alikotlarinin hazirlanmasi

Hiicrelerle muamele edilecek SGK-1 inhibitorii olan GSK650394, dikey
havalandirmali kabin igerisinde steril kosullar altinda hazirlandi. Kristalize kuru toz
halinde bulunan ajanlar, DMSO igerisinde vortekslenerek final konsantrasyonu 32
mM olacak sekilde ¢oziildi, ilag stogu 500 ul hacimlerde boliinerek -20 °C’de

saklandi.
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3.4. MTT Assay

MTT yontemi, canli hiicrelerin mitokondriyal siiksinat dehidrogenazlar
aracihigiyla ¢ozinilir metil-tiyazol-tetrazolyum tuzunu, ¢6ziinmeyen formazana
dontistiirmesi ve ¢oziinmeyen bu kristallerin SDS ile suda ¢dziiniir hale getirilmesi ile
olusan renk siddetinin kolorimetrik olarak Ol¢limii esasina dayanan bir sitotoksisite
testidir. Miidahale edilmeyen kontrol grubundaki renk yogunlugunun, tedavi
grubundaki renk yogunluguna kiyaslanmasiyla uygulanan tedavinin hiicre canliligin

ne derecede etkiledigi saptanmaktadir.

MTT assay deneyleri i¢cin 96 kuyulu plaklarda, hiicresiz besiyeri igeren
kuyular, hiicre iceren ancak ila¢ uygulanmayacak olan kontrol kuyular1 ile 1 pM, 2
uM, 4 uM, 8 uM, 16 uM ve 32 uM konsantrasyonda GSK650394 inkiibasyonu
uygulanacak kuyular planlandi. Flasklardaki hiicrelerden tripsinizasyon isleminden
sonra 96 kuyulu plaklarin her bir kuyusuna 50 ul besiyeri igerisinde A549 ve H1299
hiicreleri i¢in 2.500 hiicre eklenecek sekilde hesaplanan hacimlerde hiicre
siispansiyonlar1 hazirland1 ve kuyulara 50’ser ul eklendi. Hiicrelerin kuyu zeminlerine
yapismasi i¢in 37 °C’de %5 CO2’lik etiivde 24 saat inkiibe edildi. Bu sayede hiicreler
kuyu zeminine yapisti. 32 mM konsantrasyondaki GSK650394 alikotlarindan
kullanilacak konsantrasyonlarin 2 kat1 konsantrasyonda olacak sekilde besiyeri
icerisinde dillisyon yapildi. Hiicrelerle muamele edilecek SGK-1 inhibitorii olan
GSK650394, dikey havalandirmali kabin igerisinde steril kosullar altinda hazirlandi.
Kristalize kuru toz halinde bulunan ajanlar, DMSO igerisinde vortekslenerek final
konsantrasyonu 32 mM olacak sekilde ¢oziildi, ilag stogu 500 upl hacimlerde
boliinerek -20 °C’de saklandi. Hiicresiz ve hiicre iceren kontrol kuyularina ilagsiz
besiyerinden, ilag inkiibasyonu uygulanacak kuyulara ise hazirlanmig olan alikotlardan
50 ul hacimde eklendi ve 24, 48 ve 72 saat siireler ile inkiibe edildi. Bu siirelerin
sonunda PBS icinde 5 mg/ml olacak sekilde ¢oziilerek hazirlanan MTT tiim kuyulara
20 pl hacimde eklendi. Bu islemden 4 saat sonra ekstraksiyon tamponu olarak, %45
DMEF (Dimetilformamid) i¢inde ¢oziilmiis %23 SDS (Sodyum dddesil stilfat) ¢ozeltisi
(pH=4.7) 80 ul hacimde eklendi. Kor olarak kullanilmak {izere bir kuyuya da 80 pl
hacimde ekstraksiyon tamponu eklendi ve plak 1siktan etkilenmeyecek sekilde bir gece

boyunca 37 °C’de etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon asamasindan sonra plak okuyucu
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spektrofotometre cihazina yerlestirildi. 570 nm dalga boyunda kuyularin renk
yogunluklari kantite edildi.

3.5. Kristal Viyole Assay

Kristal viyole assay protokolii i¢in literatiir incelemesiyle protokol belirlendi
(67). Kristal viyole assay i¢in tripsinizasyon isleminden sonra Western Blot analizi
icin 12 kuyulu plaklarin her bir kuyusuna A549 hiicreleri i¢in 100, H1299 hiicreleri
i¢in 200 hiicre eklenecek sekilde hiicre siispansiyonlar1 hazirlandi ve kuyulara eklendi.
Hiicrelerin kuyu zeminlerine yapismasi i¢in 37 °C’de %5 CO2’lik etlivde 24 saat
inkiibe edildi. Bu sayede hiicreler kuyu zeminine yapisti. 24 saat sonra kuyu igerisinde
bulunan tam besiyerleri ¢ekildi ve serumsuz besiyeri eklendi. Hiicreler 37 °C’de %5
CO2’lik etiivde 24 saat inkiibe edildi. Bu sayede hiicrelerin ayn1 fazda (GO fazi)
kalmalar1 saglanmis oldu. Serum starvasyon islemi sonrasi serumsuz besiyeri
kuyulardan uzaklastirildi. Kuyu igerisinde bulunan besiyerini ¢gekmeden 6nce, 32 mM
konsantrasyonda DMSO igerisinde ¢Oziinmiis halde bulunan ilag alikotlar1 seri
diliisyon ile seyreltildi. Kuyulara 1 ml 4 pM, 8 uM, 16 uM, 32 uM GSK650394 iceren
besiyeri eklendi; hiicreler belirtilen konsantrasyonda GSK650394 ile 24 saat inkiibe
edildi. Kontrol kuyularina ilagsiz besiyerinden 1 ml eklendi. 24 saat sonra tiim
kuyulardaki besiyerleri ¢ekildi ve 1’er ml ilagsiz besiyeri eklendi. 12 kuyuluk
plaklardaki hiicre ¢ogalmasi ve koloni olusumu giinliik olarak mikroskop altinda
degerlendirildi. Kontrol kuyularindaki koloni olusumu degerlendirilerek 7-10 giin

sonra boyama agamasina gegildi.

Boyamadan once 12 kuyuluk plaklar 5 dakika siire ile buz iizerinde +4 °C
odada bekletildi. 3 kez soguk PBS ile yikama yapildiktan sonra kuyulara 1 ml +4 °C
odada sogutulmus metil alkol eklendi ve plaklar +4 °C odada 10 dakika bekletilerek
hiicreler fikse edildi. Kuyulardan metil alkol ¢ekildi. Plaklar oda sicakligina getirildi
ve Tablo 3.3’te belirtilen kristal viyole soliisyonunda 10 dakika inkiibe edildi. Siire
sonunda kristal viyole sollisyonu kuyulardan ¢ekildi ve plaklar igerisindeki musluk
suyu degistirilen tanka batirilarak yikandi ve fazla boyanin uzaklastirilmasi saglandi.

Yikama islemi sonrasinda ters gevrilerek oda sicakliginda kurumaya birakilan ve bir
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gece boyunca kuruyan plaklardan ertesi giin makroskopik ve mikroskopik

goriintliileme yapildi.

Tablo 3.3. Kullanilan kristal viyole soliisyonunun bilesenleri ve kullanilan 6rnek

hacimler.
Kullanilan Bilesenler Kullanilan Bilesenlerin Ornek
Hacimleri
Kristal viyole 60 mg
Metil alkol 3ml
Distile su 9mi

3.6. Western Blot Deneyleri
3.6.1. Ila¢ Uygulama

Hiicrelerle muamele edilecek SGK-1 inhibitorii olan GSK650394, dikey
havalandirmal1 kabin icerisinde steril kosullar altinda hazirlandi. Kristalize kuru toz
halinde bulunan ajanlar, DMSO igerisinde vortekslenerek final konsantrasyonu 32
mM olacak sekilde ¢ozildii, ilag stogu 500 ul hacimlerde béliinerek -20 °C’de

saklandi.

Tripsinizasyon isleminden sonra Western Blot analizi i¢in 6 kuyulu plaklarin
her bir kuyusuna 1x10° hiicre eklenecek sekilde hiicre siispansiyonu hazirlandi. 6
kuyulu plaklarin her birine 1x10° hiicre eklendi. Hiicrelerin kuyu zeminlerine
yapismasi i¢in 37 °C’de %5 CO2’lik etiivde 24 saat inkiibe edildi. Bu sayede hiicreler
kuyu zeminine yapisti. 24 saat sonra kuyu icerisinde bulunan tam besiyerleri ¢ekildi
ve serumsuz besiyeri eklendi. Hiicreler 37 °C’de %5 CO2’lik etiivde 24 saat inkiibe
edildi. Bu sayede hiicrelerin ayn1 fazda (GO fazi) kalmalar1 saglanmis oldu. Serum
starvasyon islemi sonrasi serumsuz besiyeri kuyulardan uzaklastirildi. Kuyu icerisinde
bulunan besiyerini ¢ekmeden 6nce, 32 mM konsantrasyonda DMSO igerisinde
¢ozlinmiis halde bulunan ilag¢ alikotlar1 seri diliisyon ile seyreltildi. Kuyulara tam
besiyeri ile birlikte farkli dozlarda ilag eklendi. Ila¢ eklenecek kuyulara 1,5 ml tam
besiyeri ve tizerine 500 ul hedef konstrasyonun 4 kat1 konsantrasyonda GSK650394
igeren besiyeri eklendi. Bu sekilde hiicreler, 4 uM, 8 uM ve 16 uM konsantrasyonda
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GSK650394 ile 6 saat ve 24 saat inkiibe edildi. Kontrol kuyularina ilagsiz besiyerinden
2 ml eklendi.

EGFR sinyal vyolagr aktivasyonunu degerlendirmek icin p-EGFR
ekspresyonunun saptanmasinin planlandigi deneyler icin GSK650394 ile 24 saat
siireyle inkiibasyonun sonunda, son konsatrasyon 5 ng/ml EGF icerecek sekilde
eklendi (Sekil 3.1). Literatiir incelemesi sonucunda EGF inkiibasyonunun ¢ogu hiicre
hattinda 10-15 dakika seklinde uygulanmasina ragmen H1299 hiicrelerinde EGFR
aktivasyonu tepe noktasinin, ligand uygulandiktan sonraki 5. dakika oldugu saptandi

(64, 68).

GSK650394 EGE
(4uM ve 16 uM) (5 ng/ml)
I |
KHDAK Y —
hiicreleri | | —
24. saat: Lizat
hazirlama

Sekil 3.1. EGFR sinyal yolag: aktivasyonunun degerlendirildigi deney plani.
*EGF ligand uyaris1 A549 hiicreleri i¢in 10 dakika, H1299 hiicreleri i¢in 5 dakika uygulandi.

3.6.2. Lizat Hazirlama

Western blot deneyinde kullanilacak olan proteinlerin elde edilebilmesi igin
lizis tamponu ile hiicrelerin lizis edilmesi ve lizat hazirlanmasi gerekmektedir. Bunun
icin hiicrelerden lizat elde edilecegi zaman RIPA tamponu ve diger bilesenler
kullanilarak, hiicrelerin lizis olmasini saglayacak olan lizis tampon hazirlandi (Tablo

3.4).

RIPA tamponu sitoplazmik zar1 parcalama 6zelligine sahiptir. PIC proteaz ve
fosfataz inhibitor kokteyli proteinlerin degredasyonunu ve defosforilasyonunu
engellemektedir. EDTA Kkalsiyum ve demir iyonlarinin soliisyonda kalmasini
saglayarak reaksiyona girmesini engeller. Calyculin ve NaF da protein fosfataz

inhibitorii olarak kullanilir ve bu sayede fosfo proteinlerin degredasyonu onlenmis
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olur. Lizat hazirlama islemine baslamadan 6nce lizis edilecek kuyu sayisinin 2 kati
kadar 1,5 mI’lik deney tiipii -20 °C dolapta sogutulmalidir. Lizat hazirlama agsamasinda

kullanilacak pipet uglar1 ve PBS soguk odada bekletilmis olmalidir.

Tablo 3.4. Lizis tamponu bilesenlerinin konsantrasyonlar1 ve kullanilan bilesenlerin

hacimleri.
Kullanilan Bilesenler ve Final Kullanilan Bilesenlerin Ornek
Konsantrasyonlari Hacimleri
RIPA Tamponu 1900 pl

1X PIC (Proteaz Inhibitor Kokteyli) 20 pl

50 mM Calyculin 20 pl

20 mM NaF 40 pl

EDTA 20 pl

Alt1 plakli kuyular igerisinde belirlenen saatlerde (6 ve 24 saat) GSK650394
ajant ile inkiibe edilen A549 ve H1299 hiicrelerinin inkiibasyon siireleri bittikten sonra
lizat hazirlanacak hiicre plag: etiivden alinarak +4 °C odada buz iistiinde 5 dakika
bekletildi. Bu asamadan itibaren tiim islemler sicaklik faktoriinden dolayi protein
degredasyonunu 6nlemek amaciyla +4 °C odada yapildi. Plagin 5 dakika siiresince buz
iistinde bekletilmesinden sonra kuyularda bulunan GSK650394 ve besiyeri
uzaklastirildi. Kuyularin besiyeri ve ajandan temizlenmesi amaciyla 3 defa soguk PBS
ile kuyular yikandi. Kuyu ve yikama basina 400 ml PBS kullanildi. Devaminda her bir
kuyuya 400 ml taze olarak hazirlanmis lizis tampon eklendi. 6 kuyulu plak +4 °C
soguk odada bulunan c¢alkalayicida 100 rpm hizda 5 dakika calkalandi. Calkalama
isleminden sonra her bir kuyu kaziyici (scraper) yardim ile veya pipet ucunun arka
kismu ile kazindi. Kazima isleminden sonra 6 kuyulu plak tekrardan 100 rpm hizda 10
dakika calkalandi. Calkalama isleminden sonra her bir kuyuya tekrardan birer dakika
kazima islemi yapildi. Kazima igleminden sonra son defa 100 rpm hizda 5 dakika
calkaland1 ve son defa kazima islemi yapildi. Toplamda 3 defa 20 dakika ¢alkama
islemi ve 3 defa kuyu basina birer dakika kazima islemi yapilmis oldu. Yapilan bu

islem ile hiicrelerin lizis olmasi saglandi. Son kazima isleminden sonra -20 °C dolapta
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sogutulan 1,5 ml’lik deney tiipleri alind1 ve lizis edilen 6rnekler tiiplere konuldu. 1,5
ml’lik deney tiiplerine konulan ornekler +4 °C’ye sogutulmus santrifiijde 13.000
rpm’da 10 dakika santrifiij edildi. Bu islem ile ¢6zeltide bulunan atik maddelerin tiipiin
dibine ¢okmesi saglandi. +4 °C soguk odada dikkatli bir sekilde pellet kaldirilmadan,
supernatant mikropipet ile ¢ekilerek onceden 20 °C'de sogutulmus olan 1,5 ml’lik
deney tiiplerine aktarildi. Bu islemden sonra protein kantitasyonu asamasina gecildi

veya protein lizatlar1 daha sonra kantite edilmek tizere -86 °C buzdolabina kaldirildi.
3.6.3. Protein Kantitasyonu

Western blot deneyinde kullanilacak olan protein lizatlarinin, protein
miktarlariin tayini amaciyla Pierce™ BCA Protein Assay Kit ile protein kantitasyonu
yapildi. Kit icerisindeki bulunan A ve B soliisyonlarindan, deney sirasinda
kullanilacak hacme gore 50:1 oraninda soliisyon hazirlandi. Diiz tabanli 96 kuyulu
plakta bulunan kuyulara protein miktar tayini yapilacak protein lizat 6rneklerinden
10’ar pl eklendi. Ayrica kantitasyonu yapilacak Orneklerin protein miktarlarinin
belirlenebilmesi amaciyla, igerigindeki protein miktar1 oranlari bilinen BSA (Bovine
Serum Albumin) protein standartlar1 96 kuyulu plagin bos olan kuyularina 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 iizere toplamda 7 farklt BSA protein standartindan 10’ar pl kuyulara eklendi.
Son olarak lizat hazirlama asamasinda hiicreleri lizis etmek ic¢in kullanilan lizis
bufferin yapacagi olasi isimanin, proteinlerin yogunluklari ile olusan farkli renk
yogunluklarindan ¢ikarilabilmesi amaciyla blank (kor) olarak kullanilacak bir kuyuya
10 pl lizis tamponu eklendi Her bir protein standarti, protein lizat1 ve blank olarak
kullanilacak lizis tamponu tizerine hazirlanan soliisyondan 200 ul eklendi. Kuyulara
yavas bir sekilde pipetaj yapilarak protein lizatinin ve soliisyonun homojen sekilde
karigmasi saglandi. Kontrolsiiz olarak yapilacak pipetaj islemi koyularda baloncuk
olusumuna yol agabilir. Bu sebepten 6tiirii, kantitasyon verimliligi diigebilir. Ayrica,
ekleme agamasinin miimkiin oldugunca hizli bir sekilde manipiile edilmesi, 1518a
duyarl olan soliisyondan yiiksek verim almak agisindan 6nem arz etmektedir. Tiim
kuyulara ayni islem uygulandiktan sonra 96 kuyulu plak 37°C etiivde 1s1ktan muhafaza
edilerek 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon asamasindan sonra plak okuyucu
spektrofotometre cihazina yerlestirildi. 562 nm dalga boyunda kuyularin renk
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yogunluklari kantite edildi. Kor olarak kullanilan kuyunun renk yogunlugunun protein
kuyularindaki renk yogunluklarindan ¢ikarildigi zaman elde edilen renk yogunlugu
salt olarak proteinlerin olusturmus oldugu yogunluk olarak elde edildi. Kantitasyonda
kullanilan protein standartlar mg/ml cinsinden oldugu i¢in elde edilen bu deger, 1 ml
lizat icerisinde bulunan proteinin mg cinsinden degerini vermektedir. Bu sebepten
dolay1 6rneklerden elde edilen degerler 1 pl lizat i¢erisinde bulunan protein miktarini
ug cinsinden karsiligini vermektedir. Western blot deneylerinde her bir 6rnekten 10
ug protein kullanilacagr icin elde edilen degerleri dogru oranti yaparak 10 pg’t
kullanilacak lizat i¢in kantitasyon sonucu hesaplanan pg/ul degerlerine bélerek kag pl

protein lizat1 kullanilacagi hesaplandi.
3.6.4. Western Blot ve Protein Analizi

Yiikleme tamponu icin kullanilacak miktar belirlendikten sonra bu miktari
saglayacak 4 x Laemmli Sample Buffer ile p-merkaptoetanol 9:1 oraninda
karigtirilarak yiikleme tamponu hazirlandi. Protein kantitasyonu yapilmis olan ve 1,5
ml'lik deney tiiplerinde bulunan lizatlardan, kantitasyon sonucu belirlenen miktar ile
yiikleme tamponu 3:1 oraninda ayr1 birer 1,5 ml’lik deney tiiptine konulup karistirildi.
Yiikleme tamponunda B-merkaptoetanol bulunmasi nedeniyle bu islem g¢eker ocak
icerisinde yapildi. Tip igerisine eklenen ve pipetaj yapilarak homojen sekilde
karismasi saglanan tamponu, proteinlerin denatiirasyonu i¢in onceden 1s1s1 95 °C'ye
getirilmis olan kuru 1sitma blogu icerisinde 7 dakika bekletildi. Bu sayede Proteinler
denatiire olmus oldu. Proteinlerin denatiirasyonu kullanilacak olan antikorlarin
proteinleri tutunabilmesi agisindan onemlidir. Aksi takdirde antikorlarin proteinlere
tutunmasi1 imkansizlagir. Tampon igerisinde bulunan merkaptoetanol proteinlerin
disiilfit baglarinin indirgenmesini saglar. Yiikleme tamponu igerisinde bulunan LDS
maddesi denatiire edilen proteinlerin eksi (-) ylik ile yliklenmesini saglar. Tampon
igerisinde bulunan diger maddelerden biri olan gliserol proteinlerin jel kuyulari
igerisine ¢okmesini saglamakta ve bir diger madde olan bromfenol mavisi ise jelde

orneklerin goriilmelerini saglamaktadir.
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Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Western blot deneyleri icin ~ “Mini-PROTEAN® Tetra Vertical
Electrophoresis Cell, 4-gel, for 1.0 mm thick handcast gels” (Biorad) sistemi
kullanildi. Bu sistemde 10 6rnek yiikleme kuyusu olan jeller hazirlanabilmekte,
hazirlanmis olan 1-4 jele ayn1 anda elektroforez yapilabilmektedir. Jel soliisyonlarinin
hazirlanmast i¢in “TGX™ FastCast™ Acrylamide Solutions” (Biorad) sistemi
kullanildi. Yiikleme ve yiiriitme i¢in kullanilacak jel soliisyonlar1 Tablo 3.5°te

belirtildigi sekilde hazirlandi.

Tablo 3.5. Jel hazirlamak i¢in kullanilan ¢6zelti miktarlari.

%10 Yiiriitme Jeli (2 Jel i¢in) %4 Yiikleme Jeli (2 Jel icin)
Resolver A - 6 ml Stacker A > 2 ml
Resolver B > 6 ml Stacker B 2 2 mli
%10 APS - 60 pl %210 APS - 20 pl

TEMED -> 6 pl TEMED - 4 ul

Jel  solisyonunu  hazirlarken  amonyum  persiilfat (APS) ve
tetrametiletilendiamin (TEMED) en son eklenecek madde olmalidir. APS soliisyonda
bulunan akrilamidin polimerizasyonunu saglayan ko-aktivator madde, TEMED ise
katalizor maddedir. Deneylerde en iyi performans: elde edebilmek i¢in APS diger
¢ozeltilerden farkl olarak taze hazirlandi. APS, 0,1 pg/ul olacak sekilde distile su ile
(50 ug APS + 500 pl distile su) ¢6ziindii.

Jel soliisyonunu polimerizasyonu i¢in kullanilacak olan cam sikistirma
aparatlarinin temiz olmasina dikkat edildi. Cam ytizeyi jel soliisyonu dokiilmeden 6nce
distile su ve etanol ile temizlenerek kullanima hazir hale getirildi. Cam sikistirma
aparat1 arasina ilk olarak yiiritme jeli soliisyonu eklendi. Kuyularin olusmasi igin
kullanilacak taragin ucunun denk gelecegi yerin yaklasik 1 cm asagisina kadar

yiiriitme jeli eklendi. TGX™ FastCast™ Acrylamide Solutions sisteminde yiikleme
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jelinin eklenmesi i¢in yiiriitme jelinin donmasinin beklenmemesi gerekmemektedir.
Bu nedenle hazirlanan yiikleme jeli camlarin arasina eklendi ve camlar arast bosluk
hacmi tamamen dolduktan sonra hemen kuyularin olusmasini saglayacak tarak aparat
konuldu. Jelin donmasi i¢in yaklasik 30 dakika beklendi ve bu siire sonunda taraklar
cam arasindan dikkatlice ¢ikarildi. Bu sayede yiikleme jelinin donmast ile yiikleme
yapilacak kuyular olusturulmus oldu. Cam arasinda bulunan ve kullanima hazir olan
jel yiriitme tanki igerisine konuldu. Yiirlitme tanki igerisine yerlestirilen cam
sikistirma aparati igerisinde bulunan jellerin arasina ve dis bolgede bulunan tank
igerisine kullanilacak olan 1 x yiirtitme tamponu ( “10x Tris/Glycine/SDS Buffer” Bio-
Rad) eklendi. Yiiriitme tamponunun kuyularin i¢ini doldurmasi saglandi. Bu asgamadan
sonra lizat 6rnekleri ve marker kuyulara yiiklendi. Ornekler ve marker yiiklendikten
sonra tankin kapagi kapatildi ve tank giic kaynagina baglandi. 50 voltta 5 dakika
yiiriitiildiikten sonra 200 voltta 45 dakika ylirtimesi saglandi.

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

Orneklerin yiiriime islemi bittikten sonra gii¢ kaynagi kapatildi. 1X yiikleme
tamponu tankin igerisinden uzaklastirildi. Icerisinde SDS jelin bulundugu cam
aparatlar i¢i dH20 ile doldurulmus bir kabin igerisine konuldu. Dikkatli bir sekilde,
jele zarar vermeden cam aparatlar birbirlerinden ayrildi ve jel su igerisine birakildi. Bu
asamadan sonra transfer islemini gerceklestirecegimiz Trans-Blot® Turbo™
Transfer System transfer sistemi materyalleri hazirlandi. Bu sistemle gergeklestirilen
transfer iglemi yari-kuru (semi-dry) olarak adlandirilmaktadir. Transfer isleminde
kullanilacak tampon Tablo 3.6’da belirtildigi sekilde hazirlandi. “7Trans-Blot®
Turbo™ RTA Mini PVDF Transfer Kit” (Bio-Rad) kitinde bulunan PVDF
(polivinilidin floriir) membran etil alkolde 1slatildi. PVDF membran ile iyon reservuari
olarak gorev yapan siingerler transfer tamponunda 5 dakika bekletildikten sonra
cihazda bulunan kasetler tizerinde asagidan yukariya “stinger — PVDF membran — jel
—stinger” sirastyla konuldu. Sistem icerisinde bulunan merdane ile {izerinden gegilerek
tabakalar arasindaki hava kabarciklar1 ¢ikartildi. Kaset kapagi kapatilarak cihaza
yerlestirildi. Cihazda 5 — 150 kDa agirligindaki proteinler i¢in 6nerilen ayar olan 25
volt akima ayarli program (MIXED MW) sec¢ildi. Transfer islemi siirerken %5’lik
BSA (Bovine Serum Albumin) igeren TBS-T (%0,1 TBS-Tween 20) soliisyonu
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hazirlandi. MIXED MW programinda onceden tanimlanmis olan 7 dakikalik siire
sonunda cihaz kapatildi, kaset ¢ikarilarak kapagi acildi. Jelin {istiinde bulunan
materyaller atildi. Devaminda jelin boyutlar1 baz alimarak PVDF membranin jel
disinda kalan bolgeleri membranin kuruma riskinden otiirti hizli bir sekilde kesildi.
Kesilen membran bir kap icerisinde Onceden hazirlanmis olan BSA soliisyonuna
konuldu. BSA soliisyonu igerisindeki membranin 1-1,5 saat siiresince, oda
sicakliginda ve 100 rpm hiza ayarlanmis ¢alkalayici iizerinde blokasyonu gerceklesti.
Soliisyonda bulunan albiimin proteinlerin epitoplarina tutunarak blokasyon
asamasindan sonra uygulanacak antikor inkiibasyonunun spesifitesini arttirmayi
saglamaktadir. Bu sayede goriintiileme esnasinda membran, arka planda daha temiz
bir goriintii elde etmemizi saglamaktadir. Blokasyon islemi bittikten sonra 1X TBS-T
ile membran ayni1 kap icerisinde 3 defa 5’er dakika 100 rpm hizda calkalayicida

yikandi. Bu sayede BSA kalintilar1 membran yiizeyinden temizlenmis oldu.

Tablo 3.6. Transfer isleminde kullanilacak bilesenler ve 6rnek hacimler.

Kullanilan Bilesenler Kullanilan Bilesenlerin Ornek
Hacimleri
Trans-Blot® 5x Transfer Buffer 20 ml
Etil Alkol 20 ml
Distile Su 60 ml

Blokasyon ve ardindan yapilan TBS-T ile yikama asamasindan sonra
membrani primer antikor ile muamele agamasina gecildi. Bu asamada, denatiire olmus
proteinleri tek bir determinantini taniyan, yiiksek afinite ve Ozgiilliikkte taniyan
monoklonal antikorlar kullanildi. SGK1, fosforile NDRG1, NDRG1, fosforile EGFR,
EGFR, fosforile GSK3p proteinleri igin sirasiyla 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-GSK3p Rabbit Anti-human primer antikoru kullanildi.
Kullanilan monoklonal antikorlar %5°’lik BSA igeren TBS-T igerisinde 1:1000
oraninda diliie edildi (10 pl primer antikor + 10 ml %5’lik BSA igeren TBS-T).
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Kullanilacak antikorun homojen karigsmasi i¢in soliisyon 3-5 saniye vortekslendi.
Diliie edilen monoklonal antikor membranin bulundugu kaba eklendi ve +4 °C odada,
100 rpm hizda ¢alisan calkalayici lizerinde ajite edilerek bir gece inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresinin en az 18 saati gegmis olmasina dikkat edildi. Bir gece
primer antikor membran ile inkiibasyonu sonrasi antikor membrandan uzaklagtirildi
ve 3 defa 5’er dakika oda sicakliginda 100 rpm hizda galkalayici iizerinde TBS-T ile
yikandi. Bu islemden sonra primer antikorun goriintiilenebilmesi igin HRP
(Horseradish Peroksidaz) konjuge primer antikorun fiiretildigi organizmaya karsi
tiretilmis sekonder antikor ile inkiibasyon asamasina gecildi. Sekonder antikor olarak
Anti-rabbit 1gG, HRP-bagh sekonder antikor kullanildi. Sekonder antikor 1:10000
oraninda %>5°lik BSA iceren TBS-T ile diliie edilerek membran ile 1 saat oda
sicakliginda 100 rpm hizda galkalayici tizerinde inkiibe edildi (10 pl primer antikor +
10 ml %5°1lik BSA igeren TBS-T). Inkiibasyon siiresi bittikten sonra sekonder antikor
membrandan uzaklastirildi ve son olarak TBS-T ile 3 defa 5’er dakika oda sicakliginda
100 rpm hizda calkalayici iizerinde yikandi. Yapilan yikama islemleri sayesinde
membran {istiindeki olasi non-spesifik baglanmalarin temizlenmesi saglandi. Son

yapilan yikamadan sonra kemoliiminesans goriintiileme asamasina geg¢ildi.
Kemoliiminesans Goriintilleme

Sekonder antikor ile inkiibasyon ve ardindan yapilan TBS-T ile yikama sonrasi
membran iizerinde goriintiilemek istenilen hedef proteinlerin goriintiilenmesi
asamasina gecildi. ECL (enhanced chemiluminescence) kiti igerisinde bulunan
luminesans madde olan luminol, sekonder antikora konjuge HRP’de bulunan
peroksidaz enziminin substratidir. Bu sayede luminol, peroksidaz enzimi ile
reaksiyona girerek peroksidazi okside eder ve 3-aminoftalat agiga ¢ikar. A¢iga ¢ikan
iiriin foton sagarak (425 nm) diislik enerji seviyesine iner ve 1s1ma olusur. Meydana
gelen bu reaksiyon sonucu inkiibe edilen antikorun baglandigi proteinler bant vererek
goriiniir hale gelir. ECL kiti olarak Super Signal West- femto Maximum Sensitivity
Substrate kullanildi ve reaksiyonun gergeklesmesi saglandi. Kit protokiiliine uygun
olarak hazirlanan soliisyon membranin tiim yiizeyini kaplayacak sekilde eklendi ve 5

dakika karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi soliisyon uzaklastirildi ve
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membran lizerinde bulunan protein bantlari Kodak Gel Logic 1500 goriintiileme cihazi

ile belirlenen pozlama siirelerinde goriintiilendi.
GAPDH primer antikoru ile tekrar blotlama

Goriintileme asamasindan sonra elde edilen protein bantlarinin
normalizasyonu ve deney sonucunun kontroliinii saglamak amaciyla gliseraldehit-3-
fosfat dehidrojenaz (GAPDH) proteinlerinin homojenitesine bakildi. Bunun i¢in hedef
protein bant goriintiilerini elde ettigimiz membran1t GAPDH primer antikoru ile tekrar
blotlama islemi yapildi. Goriintiileme islemi bittikten sonra membran 15 dakika TBS-
T igerisinde, oda sicakliginda, 100 rpm hizda calkalayaci {izerinde inkiibe edildi.
Yikama isleminde sonra blokasyon agamasi olan %5’lik BSA soliisyonu ile 1,5 saat
inkiibasyon asamasina geg¢ildi. Devaminda 3 defa, 10’ar dakika, oda sicakliginda 100
rpm hizda ¢alkalayic1 iizerinde TBS-T ile yikama asamasina gegildi. Yikama
asamasindan sonra GAPDH Rabbit Anti-human primer antikoru 1:1000 oraninda
%S35’lik BSA iceren TBS-T ile diliie edilerek primer antikor ile inkiibasyon asamasina
gecildi (10 pl primer antikor + 10 ml %5’lik BSA iceren TBS-T). Bir gece boyunca
+4 °C odada 100 rpm hizda calkalayic1 lizerinde GAPDH primer antikoru ile
inkiibasyon asamasindan sonra 3 defa, 5’er dakika, oda sicakliginda 100 rpm hizda
calkalayici lizerinde PBS-T ile yikama asamasina geg¢ildi. Yikama asamasindan sonra
HRP konjuge seconder antikor ile inkiibasyon agsamasina gecildi. Oda sicakliginda 100
rpm hizda c¢alkalayici iizerinde 1 saatlik HRP konjuge sekonder antikor ile inkiibasyon
asamasindan sonra 3 defa, 5’er dakika, oda sicakliginda 100 rpm hizda galkalayici
tizerinde TBS-T ile yikama asamasina gecildi. Membran son defa TBS-T ile
yikandiktan sonra kemoliiminesans goriintiileme asamasina gecildi. Goriintiilleme
sonucunda elde edilen GAPDH bantlar1 ve daha once elde edilen bantlarin

dansitometrik analizi agamasina gegildi
Dansitometrik Analiz

Image Studio Lite Ver 5.2 (Li-Cor Biotechnology, ABD) adli goriintii analiz
yazilimi1 kullanilarak, kemoliiminesans goriintilleme ile elde edilen bantlarin

dansitometrik yogunluklar tespit edildi. Elde edilen 3 bagimsiz grubun hedef protein
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bantlar1 ile kontrol proteini olarak kullanilan GAPDH protein bant yogunluklar1 ile

normalize edildi.
3.7. istatistiksel Analiz

Kristal viyole assay sonucu elde edilen koloni sayilar1 verileri ve Western Blot
deneyleri sonucu elde edilen protein analizi verileri bagimsiz gruplar student t testi ile
istatistiksel analizi yapildi. Yapilan testin sonucunda p<0,05 olan degerler istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi, istatistiksel analizler IBM® SPSS® Statistics Version 22
(IBM Corporation, ABD) istatistik yazilimi kullanilarak yapildi.

3.8. Etik Onay ve Arastirma Destegi

Arastirma protokolii Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan GO 16/753 kayit numaras: ile 06.12.2016
tarihinde degerlendirilerek ¢alisma materyalinin ticari olarak satin alinmis hiicrelerde
yapilacagi insandan elde edilen primer kiiltiirlerin kullanilmayacaginin goriildigi,
Klinik Arastirmalar Yonetmeligi geregi goniillii insanlar tizerinde gergeklestirilecek
nitelikte olmayan bu tip c¢aligmalar Etik Kurullarin kapsami disinda kaldig

degerlendirmesi alinmistir.

Bu c¢alisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri

Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje Numarasi: TDK-2016-13331).
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4. BULGULAR
4.1. KHDAK Hiicrelerinde SGK-1 Ekspresyonunun Gosterilmesi

SGK-1 inhibisyonu deneylerine baglamadan once kullanilacak olan A549 ve
H1299 KHDAK hiicre dizilerinde SGK-1 ekspresyonu Western Blot yontemiyle
degerlendirildi (Sekil 4.1, Tablo 4.1 ve Sekil 4.2). Iki hiicre dizisinde de SGK-1
ekspresyonu gosterildi. SGK-1 ekspresyonunun gosterildigi deneylerde, bantlarin
gorlintiilenmesi i¢in pozlama Siliresinin uzun tutulmasi (5 dakika) gerekti.
Goriintiilenen bantlarin 45 kDa civarinda tek bant ve 55 kDa civarinda birden fazla
bandin birlesimi seklinde oldugu izlendi. A549 hiicrelerinde molekiil agirlig1 biiyiik
olan bantlarin; H1299 hiicrelerinde ise 45 kDa civarindaki bantlarin daha belirgin

ekprese edildigi izlendi.

A 1 2 3 B 1 2 3

100kDa 100kDa

70kDa \ 70kDa

55kDa SGK-1 55kDa

45-60 SGK-1
kDa 45-60
kDa
35kDa 35kDa —
25kDa 25kDa
100kDa
55kDa
70kDa
55kDa
T —
35kDa e— M GAPDH
, " . 37 kDa
b T d GAPDH

37 kDa 25kDa
35kDa

Sekil 4.1. KHDAK hiicrelerinde SGK-1 ekspresyonunun 3 bagimsiz 6rnekte
gosterilmesi (n=3).

A: A549 hiicrelerinde SGK-1 ekspresyonu. B: H1299 hiicrelerinde SGK-1 ekspresyonu.
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Tablo 4.1. A549 ve H1299 hiicrelerinde SGK-1 ekspresyonuna ait ortalama rolatif
bant yogunlugu (SGK-1/GAPDH) (n=3).

Hiicre dizisi Ortalama Rolatif Bant Yogunlugu + SH
A549 2,29+ 0,29
H1299 2,80+0,15
3,5

>

>0

=

S 25
)Qof_\
ST
~ 8
c < 2
(¢

o 9@
= s
B
BLD
c L
— 1
1

v

O

n 0,5

A549 H1299
Hucre Dizisi

Sekil 4.2. A549 ve H1299 hiicrelerinde SGK-1 rolatif bant yogunlugu (SGK-
1/GAPDH).
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4.2. KHDAK Hiicrelerinde GSK650394°iin Subtoksik Dozunun MTT
Canhlilik Testi ile Belirlenmesi

MTT yontemiyle hiicre canliliginin degerlendirmesinde, 96 kuyuluk plaklarda
kuyu basina eklenen hiicre sayisi, deney sonunda Olgiilen absorbans degerlerini
dogrudan etkilemektedir. Deney sonuglarinin dogru yorumlanmasi i¢in dlgiilen optik
dansite degerinin 0,7-1 araliginda olmas: hedeflendiginden kuyu basina eklenmesi
gereken hiicre sayisin1 optimize etmek i¢in farkli sayilarda hiicrelerin ekilerek 72 saat
sireyle hiicre ¢ogalmasi beklendikten sonra deneyin sonlandirildigt MTT deneyleri
yapildi. Bu deneyin sonuglart Tablo 4.2°de verilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde
A549 hiicreleri i¢in 2000 hiicre/kuyu, H1299 hiicreleri i¢in 3500 hiicre/kuyu olacak

sekilde MTT deneylerinin planlanmasina karar verildi.

Tablo 4.2. KHDAK hiicrelerinde 96 kuyuluk plaklarda kuyu basina farkli sayilarda
hiicre ekilmesine bagli olarak saptanan MTT deney sonuglari.

Hiicre dizisi Hiicre Sayisi Optik Dansite + SS
Ab49 1800 hiicre/kuyu 0,80 + 0,05

2000 hiicre/kuyu 1,03 +0,08

2200 hiicre/kuyu 1,11 +0,03

2500 hiicre/kuyu 1,31+ 0,06
H1299 3000 hiicre/kuyu 0,96 + 0,08

4000 hiicre/kuyu 1,91+0,28

5000 hiicre/kuyu 2,16 + 0,05

6000 hiicre/kuyu 2,70 + 0,056

Her kuyuya esit sayida olacak sekilde planlanan hiicre sayilari ile hiicre ekimi
yapilarak A549 hiicre hattinda 48 ve 72 saat; H1299 hiicre hattinda 24, 48 ve 72 saat
stireyle GSK650394 ile inkiibasyon yapilarak MTT yontemiyle hiicre canliligt
degerlendirildi.
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GSK650394 inhibitorii 1 ile 32 pM inhibitér doz araliginda inkiibasyon
sonrasinda A549 hiicrelerinde hiicre canliliginin kontrole gére 72 saat siireyle
inkiibasyona ragmen kullanilan en yiiksek dozlar olan 16 uM ve 32 uM dozlar ile

hiicre canliliginin %60-%70 araliginda korundugu gorildii (Sekil 4.3).

140,00

X 120,00

_\

>0 100,00

é 80,00

©

O 60,00

L

S 4000

Hee)

T 20,00
0,00

Kontrol 1mM 2uM 4uM 8uM 16uM 32uM
GSK650394 Konsantrasyonu

48 Saatlik inkiibasyon == 72 Saatlik inkiibasyon
=== %50 Hiicre Canlihg

Sekil 4.3. A549 hiicrelerinde GSK650394 inhibitdriiniin zaman ve doza bagh etkisi.
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H1299 hiicrelerinde 24 ve 48 saat siireyle inkiibasyon sonrasinda hiicre
canliliginin %50 nin altina inmedigi ve toksik etki olusmamasina ragmen 72 saat siireli
inkiibasyonda 4 pM ve {lizeri dozlarda hiicre canliliginin %50’nin altina indigi
saptand1. Kullanilan en yiiksek ila¢ dozlar1 olan 16 uM ve 32 uM ile 72 saat siireyle

inkiibasyonla hiicre canliliginin sirasiyla %39 ve %35 seviyesine indigi saptandi (Sekil

4.4).

140,000
X 120,000
>60 100,000
é 80,000
©
O 60,000
()
b 40,000
Heo )
T 20,000
0,000
Kontrol 1mM 2uM 4uM 8uM 16uM 32 uM
GSK650394 Konsantrasyonu
—e— 24 Saatlik inkiibasyon 48 Saatlik inkiibasyon

—e— 72 Saatlik inkiibasyon === %50 Hiicre Canllig

Sekil 4.4. H1299 hiicrelerinde GSK650394 inhibitoriiniin zaman ve doza bagl etkisi.
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4.3. GSK650394 “iin KHDAK Hiicrelerinin Cogalmasina ve Koloni

Olusturmasina Etkisinin Kristal Viyole Yéntemi ile Incelenmesi

A549 ve H1299 hiicrelerinde GSK650394 ile inkiibasyon sonrasi hiicrelerin
cogalmasi kristal viyole yontemi ile degerlendirildi. 12 kuyuluk plaklara her kuyuya
esit sayida hiicre ekimi yapilarak kontrol kuyular ile ila¢ inkiibasyonu yapilan
kuyularda deney sonunda kristal viyole ile boyama sonucu gbzlenen hiicre ¢ogalmasi
ve koloni sayilar1 degerlendirildi (Sekil 4.5 ve 4.6). A549 hiicrelerinde kontrole gore
16 uM inkiibasyonla; H1299 hiicrelerinde ise kontrole goére 8 uM ve 16 uM

inkiibasyonla istatiksel anlamli sekilde koloni sayisinda azalma gdzlendi.
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A GSK650394 konsantrasyonu
Kontrol 4 uM 8 uM

40
35
30
25
20
15
10

Koloni Sayisi

(%]

Kontrol 4 uM 8 uM 16 uM

GSK650394 Konsantrasyonu

Sekil 4.5. A549 hiicrelerinde GSK650394 “iin hiicre ¢ogalmasina etkisi.

A:12 kuyulu plaklarda kuyu basina 100 hiicre ile ekildikten sonra hiicrelerin yapismasini takiben
GSK 650394 inkiibasyonu sonrasi koloni olusumlarinin 3 bagimsiz 6rnekte kristal viyole ile
gosterilmesi.

B: Koloni sayilarinin istatiksel analizi (*: p<0,05).
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A GSK650394 konsantrasyonu
Kontrol ~ 4uM 8uM

T _—

N
o

Koloni Sayisi
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Kontrol 4 uM 8 uM 16 uM

GSK650394 Konsantrasyonu

Sekil 4.6. H1299 hiicrelerinde GSK650394 “lin hiicre ¢ogalmasina etkisi.

A:12 kuyulu plaklarda kuyu bagina 200 hiicre ile ekildikten sonra hiicrelerin yapismasini takiben
GSK 650394 inkiibasyonu sonrasi koloni olusumlarinin 3 bagimsiz 6rnekte kristal viyole ile
gosterilmesi.

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

Inhibisyonunun Western Blot Yéntemiyle Incelenmesi

A549 ve HI1299 hiicrelerinde, SGK-1’in farmakolojik inhibisyonunun
degerlendirilmesi icin, hiicrelerin GSK650394°iin farkli subtoksik dozlarinda ve farkli
inkiibasyon siireleriyle inkiibe edilmesi planlandi. 6 kuyulu plaklara her kuyuya esit
sayida hiicre ekimi yapildi. Kontrol kuyulari ile ilag inkiibasyonu yapilan kuyularda
hiicrelerden 6 saat ve 24 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda hiicre lizatlari
hazirlanarak Western Blot deneyleri yapildi. Bu deneylerde hiicrelerdeki NDRGI,
fosforile NDRG1 (p-NDRG1), SGK-1, fosforile GSK3p (p-GSK3p)ve EGFR

ekspresyonuna bakildi.

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

incelenmesi

A549 hiicreleri 6 saat stireyle 4 uM, 8 uM ve 16 uM GSK650394 ile inkiibe
edildikten sonra p-NDRG1 ve NDRGI ekspresyonlarina bakildiginda 16 puM
GSK650394 ile p-NDRGI rolatif bant yogunlugunda azalma egilimi izlenmesine
ragmen p-NDRG1/NDRGI oraninda anlamli farklilik izlenmedi (Sekil 4.7, Tablo 4.3
ve Sekil 4.8).
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GSK650394  Kontrol 4uM 8uM 16 uM GSK650394  Kontrol 4uM 8uM 16 uM
100kDa g
A 70kDa B 130kDa
- P NDRGL 100kDa
CTOTR— B 46,48 kDa
70kDa
55kDa
- , NDRG1
35kDa \ 46,48
25kDa l - kDa
35kDa
15kDa 25kDa
100kDa 130kDa
70kDa
100kDa
S55kDa 70kDa
55kDa
GAPDH
35KkDa —— C—— —— 37 \Dn
25kDa
25kDa GAPDH
37 kDa
15kDa 25kDa

Sekil 4.7. A549 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun p-NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.
A: p-NDRGL.
B: NDRGL.
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Tablo 4.3. A549 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonu sonrasi p-
NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna ait ortalama rolatif bant yogunluklari
(NDRG1/GAPDH ve p-NDRG1/NDRG1), (n=3).

GSK650394 Ortalama Rolatif Bant Yogunlugu + SH
Dozu NDRG1/GAPDH p-NDRG1/NDRG1
Kontrol 1+0 1+0
4 uM 0,84 £0,10 1,18 £0,42
8 uM 1,09 = 0,06 0,77+ 0,15
16 uM 1,07 +0,19 0,77 £ 0,22
A 5 1,4 B 1,8
ERER 2 16
£308 228 1'i
ZE’ S o4 3~ % 0,6
2 02 5 o4
2 0 a 0,2
0

Kontrol 4 uM

8uM 16 uM

GSK650394 inhibitdr
Konsantrasyonu

Kontrol 4uM 8 uM 16 uM
GSK650394 Inhibitor

Konsantrasyonu

Sekil 4.8. A549 hiicrelerinde 6 saat slireyle GSK650394 inkiibasyonunun doza bagl
olarak p-NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna etkisi.

A: NDRGI1/GAPDH rélatif bant yogunlugu.
B: p-NDRGI1/NDRGTI rélatif bant yogunlugu.

(Dansitometrik analiz, n=3).
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Sekil 4.9. A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun p-NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.

A: p-NDRGL.
B: NDRGL.
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Tablo 4.4. A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonu sonrasi p-
NDRG1 ve NDRGI ekspresyonuna ait ortalama rolatif bant yogunluklar
(NDRG1/GAPDH ve p-NDRG1/NDRG1), (n=3).

GSK650394 Ortalama Rolatif Bant Yogunlugu £ SH
Dozu NDRG1/GAPDH p-NDRG1/NDRG1
Kontrol 1+0 1+0
4 uM 0,96 0,11 0,99 + 0,21
8 uM 0,94+0,14 0,88 +£0,19
16 uM 0,93+0,16 0,64 + 0,15
1,4
A 5 1,i “‘_‘5 - o T
P @2 1
£5 08 o= 2038
§ § : I I I ' 2 :90 § :
g Z0,2 2 202

Kontrol 4 uM

16 uM

GSK650394 Inhlbltor
Konsantrasyonu

Kontrol 4uM 8uM 16 uM

GSK650394 inhibitér Konsantrasyonu

Sekil 4.10. A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun doza bagl
olarak p-NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna etkisi.

A: NDRGI1/GAPDH rélatif bant yogunlugu.
B: p-NDRGI1/NDRGTI roélatif bant yogunlugu.

(Dansitometrik analiz, n=3).

H1299 hiicreleri 6 saat siireyle 4 uM, 8 uM ve 16 uM GSK 650394 ile inkiibe
edildikten sonra p-NDRG1 ve NDRGI ekspresyonlarina bakildiginda NDRG1
ekspresyonunda anlamli degisiklik izlenmedi; 4 uM, 8 uM ve 16 uM GSK650394 ile

p-NDRGT1 rolatif bant yogunlugunda istatiksel azalma saptandi. 8 uM ve 16 uM
GSK650394 ile p-NDRG1/NDRG1 oraninda istatiksel olarak anlamli azalma saptandi
(strastyla p<0,05 ve p<0,01) (Sekil 4.11, Tablo 4.5 ve Sekil 4.12).



GSK650394  Kontrol 4puM  8uM 16 uM

100kDa

A oo

55kDa

35kDa

25kDa

70kDa

55kDa

35kDa

25kDa

e

p-NDRG1
— — 46,48 kDa
—
e
.

GAPDH

— — w— o— 37 kDa
——

B

GSK650394  Kontrol 4puM  8uM 16 uM

70kDa

55kDa

35kDa

70kDa

55kDa

35kDa

25kDa
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[
NDRG1
46,48
kDa

e

-

— — —— —

e
GAPDH
37 kDa

Sekil 4.11. H1299 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun p-NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.

A: p-NDRGL.
B: NDRGL1.
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Tablo 4.5. H1299 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonu sonrasi p-
NDRGI1 ve NDRGI ekspresyonuna ait ortalama rolatif bant yogunluklari
(NDRG1/GAPDH ve p-NDRG1/NDRG1), (n=3).

GSK650394 Ortalama Rolatif Bant Yogunlugu + SH
Dozu NDRG1/GAPDH p-NDRG1/NDRG1
Kontrol 1+0 1+0
4 pM 0,88 + 0,10 0,63 +0,21
8 uM 1,11+0,17 0,40 + 0,16
16 uM 1,15+0,12 0,20+ 0,07
A S 1,4 B » 1,2
= 1 s o
S T © o0 0,8
T 208 2aE T .
2 06 N
5204 S w204 i *x
2 ST 202
oo g 2% T
2 Kontrol 4uM 8uM 16uM i Kontrol 4uM 8uM 16 uM
GSK650394 inhibitér GSK650394 inhibitor
Konsantrasyonu Konsantrasyonu

Sekil 4.12. H1299 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun doza bagh
olarak p-NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna etkisi.

A: NDRGI1/GAPDH rélatif bant yogunlugu.
B: p-NDRGI1/NDRGTI rélatif bant yogunlugu.
(Dansitometrik analiz, *p<0,05, **p<0,01, n=3).

H1299 hiicreleri 24 saat siireyle 4 uM, 8 uM ve 16 uM GSK650394 ile inkiibe
edildikten sonra p-NDRG1 ve NDRGI ekspresyonlarina bakildiginda NDRG1
ekspresyonunda anlamli degisiklik izlenmedi; 8 uM ve 16 uM GSK650394 ile p-
NDRGI rolatif bant yogunlugunda azalma gozlendi. Ayrica 4 uM, 8 uM ve 16 uM
GSK650394 ile p-NDRG1/NDRG1 oraninda istatiksel olarak anlamli azalma saptandi
(strastyla p<0,05, p<0,01 ve p<0,01) (Sekil 4.13, Tablo 4.6 ve Sekil 4.14). Bu
hiicrelerde 6 saat siireyle inkiibasyon ile karsilagtirildiginda, 24 saat siireyle
inkiibasyonda p-NDRG1 bant yogunluklarindaki azalma goérece daha azdi; ilag

etkisinin kismen azalmakla birlikte devam ettigi goriildii.



GSK650394
70kDa

55kDa

35kDa

25kDa

70kDa

55kDa

35kDa

-

Kontrol 4uM 8uM 16 uM

p-NDRG1
46,48 kDa

W GAPDH
37 kDa

——

GSK650394
100kDa

70kDa

55kDa

35kDa

100kDa

70kDa

55kDa

35kDa

Kontrol 4 uM 8uM 16 uM

NDRG1
46,48
kDa

*  GAPDH

— ———— G 37 kDa
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Sekil 4.13. H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun p-NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.

A: p-NDRGL.
B: NDRGL1.
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Tablo 4.6. H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonu sonrasi p-
NDRGI1 ve NDRGI ekspresyonuna ait ortalama rolatif bant yogunluklari
(NDRG1/GAPDH ve p-NDRG1/NDRG1), (n=3).

GSK650394 Ortalama Rolatif Bant Yogunlugu + SH
Dozu NDRG1/GAPDH p-NDRG1/NDRG1
Kontrol 140 1+0
4 uM 1,01 +£0,12 0,66 + 0,05
8 uM 0,96 + 0,08 0,55+ 0,09
16 uM 0,94 + 0,08 0,35+ 0,06
1,2
A 2 B . 1,2
s ! i gt
°F 0,8 5 Dog *
P o 2 A EX 3
28 o6 G 2206 i
=0 z 2 0 * %k k
<z 5 102
9 0.2 g8 -
= i 0
0

Kontrol 4uM 8uM 16 uM
GSK650394 inhibitér Konsantrasyonu

Kontrol 4uM 8uM 16 uM
GSK650394 Inhibitor

Konsantrasyonu

Sekil 4.14. H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun doza
bagli olarak p-NDRG1 ve NDRG1 ekspresyonuna etkisi.

A: NDRG1/GAPDH rélatif bant yogunlugu.
B: p-NDRGI1/NDRGTI rélatif bant yogunlugu.
(Dansitometrik analiz, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, n=3).
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4.4.2. GSK650394’iin SGK-1 Ekspresyonuna Etkisinin Incelenmesi

A549 hiicreleri 6 saat stireyle 4 uM, 8 uM ve 16 uM GSK 650394 ile inkiibe
edildikten sonra SGK-1 ekspresyonlarina bakildiginda total SGK-1 rolatif bant
yogunlugunda anlamli degisiklik izlenmedi (Sekil 4.15, Tablo 4.7 ve Sekil 4.16).

GSK650394 Kontrol 4 M 8 puM 16 uM
130kDa =

100kDa
70kDa

I ¥

SGK-1
45-60kDa

55kDa

35kDa

25kDa —

100kDa

70kDa

55kDa

GAPDH
37 kDa

35kDa

Sekil 4.15. A549 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun SGK-1
ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.
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Tablo 4.7. A549 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonu sonras1 SGK-
1 ekspresyonuna ait ortalama rolatif bant yogunluklari (SGK-1/GAPDH),

(n=3).
GSK650394 Dozu Ortalama Rélatif Bant Yogunlugu + SH
Kontrol 1+0
4 uM 0,95 + 0,07
8 uM 1,03 £ 0,10
16 uM 1,12+ 0,08

1,4

1,2

o o o
IS o)) 00 [E

SGK1 Rolatif Bant Yogunlugu
(SGK1/GAPDH)

Kontrol 4 uM 8 uM

GSK650394 inhibitér
Konsantrasyonu

0
16 uM

Sekil 4.16. A549 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun doza bagli
olarak SGK-1 ekspresyonuna etkisi.

(Dansitometrik analiz, n=3).
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A549 hiicreleri 24 saat stireyle 4 uM, 8 uM ve 16 uM GSK 650394 ile inkiibe
edildikten sonra SGK-1 ekspresyonlarina bakildiginda total SGK-1 rolatif bant
yogunlugunda anlaml degisiklik izlenmedi (Sekil 4.17, Tablo 4.8 ve Sekil 4.18).

GSK650394  Kontrol 4uM  8uM 16 uM
100kDa
70kDa
e
SGK-1
55kDa 45-60kDa
35kDa
25kDa
100kDa
70kDa
55kDa
35kDa GAPDH
37 kDa

Sekil 4.17. A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun SGK-1
ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.
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Tablo 4.8. A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonu sonras1 SGK-
1 ekspresyonuna ait ortalama rolatif bant yogunluklari (SGK-1/GAPDH),

(n=3).
GSK650394 Dozu Ortalama Rélatif Bant Yogunlugu + SH
Kontrol 1+0
4 uM 0,92+ 0,14
8 uM 1,07 £ 0,09
16 uM 1,04 + 0,05

= =
a )} [ = N >

SGK1 Rolatif Bant Yogunlugu
_ (SGK1/GAPDH)

[IT
OII I

Kontrol 4 uM 8 uM 16 uM

GSK650394 inhibitdr
Konsantrasyonu

Sekil 4.18. A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun doza bagl
olarak SGK-1 ekspresyonuna etkisi.

(Dansitometrik analiz, n=3).
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H1299 hiicreleri 6 saat siireyle 4 uM, 8 uM ve 16 uM GSK 650394 ile inkiibe
edildikten sonra SGK-1 ekspresyonlarina bakildiginda total SGK-1 rolatif bant
yogunlugunda anlaml degisiklik izlenmedi (Sekil 4.19, Tablo 4.9 ve Sekil 4.20).

GSK650394 Kontrol 4puM  8uM 16 uM
100kDa
70kDa

55kDa
iRl SGK-1
45-60kDa

35kDa

25kDa

100kDa

70kDa

55kDa

35kDa o
GAPDH

37 kDa

25kDa

Sekil 4.19. H1299 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun SGK-1
ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.
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Tablo 4.9. H1299 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonu sonras1 SGK-
1 ekspresyonuna ait ortalama rolatif bant yogunluklari (SGK-1/GAPDH),

(n=3).
GSK650394 Dozu Ortalama Rélatif Bant Yogunlugu + SH
Kontrol 1+0
4 uM 0,86 + 0,05
8 uM 0,93 £ 0,04
16 uM 0,96 + 0,15

1,2

1
) I I
0

Kontrol 4 uM

o
o)

SGK1 Rolatif Bant Yogunlugu
(SGK1/GAPDH)

I I
8 uM

16 uM

GSK650394 inhibitdr
Konsantrasyonu

Sekil 4.20. H1299 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun doza bagl
olarak SGK-1 ekspresyonuna etkisi.

(Dansitometrik analiz, n=3).
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H1299 hiicreleri 24 saat siireyle 4 uM, 8 uM ve 16 uM GSK650394 ile inkiibe
edildikten sonra SGK-1 ekspresyonlarina bakildiginda total SGK-1 rolatif bant
yogunlugunda anlaml degisiklik izlenmedi (Sekil 4.21, Tablo 4.10 ve Sekil 4.22).

GSK650394  Kontrol 4uyM  8uM  16uM

70kDa P

55kDa e
SGK-1
45-60kDa

i —

35kDa .

100kDa

70kDa

55kDa

P I e GAPDH
35kDa oweoia 37 kDa

Sekil 4.21. H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun SGK-1
ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.
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Tablo 4.10. H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonu sonrasi
SGK-1 ekspresyonuna ait ortalama rolatif bant yogunluklart (SGK-
1/GAPDH), (n=3).

GSK650394 Dozu Ortalama Rélatif Bant Yogunlugu + SH
Kontrol 1+0
4 uM 0,80+ 0,03
8 uM 0,92+ 0,01
16 uM 0,92+0,14
1,2
>
)%D 1 “'
= _
:ED e
T
2B 08
— O
c <
g Q 0,6
Y— i
=
U
I —
Y,
o 0,2
(Vp]
0
Kontrol 4 uM 8 uM 16 uM
GSK650394 inhibitor

Konsantrasyonu

Sekil 4.22. H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun doza
bagli olarak SGK-1 ekspresyonuna etkisi.

(Dansitometrik analiz, n=3).
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4.4.3. GSK650394’iin p-GSK3B Ekspresyonuna Etkisinin incelenmesi

A549 hiicreleri 6 saat stireyle 4 uM, 8 uM ve 16 uM GSK 650394 ile inkiibe
edildikten sonra p-GSK3p ekspresyonlarina bakildiginda p-GSK3p rolatif bant

yogunlugunda azalma egilimi izlendi ancak bu degisiklik istatiksel olarak anlamli

degildi (p>0,05) (Sekil 4.23, Tablo 4.11 ve Sekil 4.24).

GSK650394 Kontrol 4uyM  8uM 16 uM
100kDa -
70kDa L

55kDa —
B e e e p-GSK3p
46kDa

35kDa —
25kDa (-
70kDa

-

55kDa

35kDa -

GAPDH
37 kDa

25kDa -

Sekil 4.23. A549 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun p-GSK3(3
ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.
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Tablo 4.11. A549 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonu sonrasi p-
GSK3p ekspresyonuna ait ortalama rolatif bant yogunluklar: (p-GSK3p3

IGAPDH), (n=3).

GSK650394 Dozu Ortalama Rolatif Bant Yogunlugu + SH
Kontrol 1+£0
4 uM 0,98 +0,19
8 uM 0,76 £ 0,12
16 uM 0,72 £0,12

1,4
-]
plels}
= 1,2
C
> —_—
>tc),>o T 1
> 0O
- O
C
© 8): 0,8
oo
— Q.
S os
o w
20
o o 0,4
m N—
v
Q? 0,2
o

Kontrol 4 uM 8 uM 16 uM
GSK650394 inhibitér
Konsantrasyonu

Sekil 4.24. A549 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun doza bagli
olarak p-GSK3p ekspresyonuna etkisi.

(Dansitometrik analiz, n=3).
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AS549 hiicreleri 24 saat siireyle 4 uM, 8 uM ve 16 uM GSK 650394 ile inkiibe
edildikten sonra p-GSK3p ekspresyonlarina bakildiginda p-GSK3p ortalama rolatif
bant yogunlugunda GSK650394 inkiibasyonu ile azalma izlendi, 4 uM ve 16 uM
GSK650394 ile p-GSK3p rolatif bant yogunlugunda istatiksel anlamli azalma goriildi
(strastyla p<0,05 ve p<0,01) (Sekil 4.25, Tablo 4.12 ve Sekil 4.26).

GSK650394  Kontrol 4 uM 8 uM 16 uM
100kDa

70kDa

55kDa
e e
p-GSK3p
46kDa

35kDa

100kDa

70kDa

55kDa

GAPDH
37 kDa

L s genppy et GEED
35kDa

Sekil 4.25. A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun p-GSK3f3
ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.
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Tablo 4.12. A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonu sonrasi p-

GSK3p ekspresyonuna ait ortalama rolatif bant yogunluklar: (p-GSK3p3
IGAPDH), (n=3).

GSK650394 Dozu Ortalama Rélatif Bant Yogunlugu + SH
Kontrol 1+£0
4 uM 0,60 +0,13
8 uM 0,66 +0,11
16 uM 0,52 £0,07
1,2

o
[

(p-GSK3[/GAPDH)

p-GSK3[ Rolatif Bant Yogunlugu

Kontrol 4 uM 8 uM 16 uM

GSK650394 inhibitdr
Konsantrasyonu

Sekil 4.26. A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun doza bagli
olarak p-GSK3p ekspresyonuna etkisi.

(Dansitometrik analiz, *p<0,05, **p<0,01, n=3).
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H1299 hiicreleri 6 saat siireyle 4 uM, 8 uM ve 16 uM GSK 650394 ile inkiibe
edildikten sonra p-GSK3pB ekspresyonlarina bakildiginda p-GSK3B rolatif bant
yogunlugunda anlamli degisiklik izlenmedi (Sekil 4.27, Tablo 4.13 ve Sekil 4.28).

GSK650394  Kontrol 4 uM 8 uM 16 uM

100kDa

70kDa

55kDa

A L p-GSK3p
" o ——— 46KDa

35kDa k

00kDa

70kDa

55kDa

35kDa I

Sekil 4.27. H1299 hiicrelerinde 6 saat stireyle GSK650394 inkiibasyonunun p-GSK3[3
ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.

GAPDH
37 kDa

e SRR e S
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Tablo 4.13. H1299 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonu sonrasi p-
GSK3p ekspresyonuna ait ortalama rolatif bant yogunluklar: (p-GSK3p3
IGAPDH), (n=3).

GSK650394 Dozu Ortalama Rolatif Bant Yogunlugu + SH
Kontrol 1+£0
4 uM 1,06 + 0,17
8 uM 1,18 £ 0,14
16 uM 1,24 £0,15
1,6
>
1 1,4
P T
J I ;
25
= o
: &
e 08
= oM
= A 06
z O
Q2 Z o4
N
8 02
Q
0
Kontrol 4 uM 8 uM 16 uM

GSK650394 inhibitér
Konsantrasyonu

Sekil 4.28. H1299 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun doza bagli
olarak p-GSK3p ekspresyonuna etkisi.

(Dansitometrik analiz, n=3).
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H1299 hiicreleri 24 saat siireyle 4 uM, 8 uM ve 16 uM GSK650394 ile inkiibe
edildikten sonra p-GSK3pB ekspresyonlarina bakildiginda p-GSK3B rolatif bant
yogunlugunda anlamli degisiklik izlenmedi (Sekil 4.29, Tablo 4.14 ve Sekil 4.30).

GSK650394  Kontrol 4 uM 8uM 16 uM

100kDa
70kDa

55kDa e ® T i
. —— ——. . 0-GSK3p
46kDa

35kDa

100kDa
70kDa

55kDa

35kDa ‘

Sekil 4.29. H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun p-
GSK3p ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.

GAPDH

O JEE T — & 37 kDa
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Tablo 4.14. H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonu sonrasi p-
GSK3p ekspresyonuna ait ortalama rolatif bant yogunluklar: (p-GSK3p3

IGAPDH), (n=3).

GSK650394 Dozu Ortalama Rolatif Bant Yogunlugu + SH
Kontrol 1+£0
4 uM 0,82 +0,15
8 uM 0,75+0,21
16 uM 0,87 + 0,27

1,4
>
plelo}
= 1,2
C
3 —
)%D T 1
> 0O
- O
C
] ?:D 0,8
o
— Q.
o™
E v 0,6
He) )
< Q
. o 0,4
m —
m
0,2
<
o

Kontrol 4 uM 8 uM 16 uM

GSK650394 inhibitdr
Konsantrasyonu

Sekil 4.30. H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun doza
bagli olarak p-GSK3p ekspresyonuna etkisi.

(Dansitometrik analiz, n=3).
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4.4.4. GSK650394’iin EGFR Ekspresyonuna Etkisinin Incelenmesi

A549 hiicreleri 6 saat stireyle 4 uM, 8 uM ve 16 uM GSK 650394 ile inkiibe
edildikten sonra EGFR ekspresyonlarina bakildiginda EGFR rolatif bant
yogunlugunda anlamli degisiklik izlenmedi (Sekil 4.31, Tablo 4.15 ve Sekil 4.32).

Kontrol 4uyM 8uM 16 uM

250kDa

S e e e EoRR

130kDa 175kDa
100kDa
70kDa
55kDa

GAPDH
35KDa — — — —

25kDa

Sekil 4.31. A549 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun EGFR
ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.
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Tablo 4.15. A549 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonu sonrast EGFR
ekspresyonuna ait ortalama rolatif bant yogunluklar1 (EGFR /GAPDH),

(n=3).
GSK650394 Dozu Ortalama Rélatif Bant Yogunlugu + SS
Kontrol 1+£0
4 uM 1,07 +0,14
8 uM 0,99 +0,19
16 uM 1,11£0,22

1,4
> 1,2 [
plel]
=
c
S 1
)uo —

I
23
o
E < 0,8
©
o 2
Y4— OZ
S o 0,6
c O
o W
o 0,4
o
T
O
L 0,2
0

Kontrol 4 uM 8 uM 16 uM

GSK650394 inhibitér Konsantrasyonu

Sekil 4.32. A549 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun doza baglh
olarak EGFR ekspresyonuna etkisi.

(Dansitometrik analiz, n=3).
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A549 hiicreleri 24 saat siireyle 4 uM, 8 uM ve 16 uM GSK650394 ile inkiibe
edildikten sonra EGFR ekspresyonlarina bakildiginda EGFR rolatif bant
yogunlugunda anlaml degisiklik izlenmedi (Sekil 4.33, Tablo 4.16 ve Sekil 4.34).

Kontrol 4uM  8uM 16 uM

250kDa

—
130kDa W— O — EGFR

175kDa
100kDa
70kDa

55kDa W

W — GAPDH

7 kD
35kDa -— 3 a

25kDa

Sekil 4.33. A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun EGFR
ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.
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Tablo 4.16. A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonu sonrasi
EGFR ekspresyonuna ait ortalama rolatif bant yogunluklart (EGFR
IGAPDH), (n=3).

GSK650394 Dozu Ortalama Rélatif Bant Yogunlugu + SS
Kontrol 1+£0
4 uM 0,88 +£0,12
8 uM 0,87 +0,21
16 uM 0,86+0,13
1,2
;o0 1 [
=)
C
Eo -~ 0,8
I ’
2B
— O
% <
o g 0,6
4= o
4 L
o O
:0 W o4
o
o
Lo
8 0,2
0

Kontrol 4 uM 8 uM 16 uM

GSK650394 inhibitdr Konsantrasyonu

Sekil 4.34. A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun doza bagli
olarak EGFR ekspresyonuna etkisi.

(Dansitometrik analiz, n=3).
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H1299 hiicreleri 6 saat siireyle 4 uM, 8 uM ve 16 uM GSK 650394 ile inkiibe

edildikten sonra EGFR

ekspresyonlarina bakildiginda EGFR rolatif  bant

yogunlugunda anlaml degisiklik izlenmedi (Sekil 4.35, Tablo 4.17 ve Sekil 4.36).

250kDa

130kDa

100kDa

70kDa

55kDa

35kDa

Kontrol 4uM 8uM 16 uM

S B e 4 el

EGFR
175kDa

GAPDH
37 kDa

Sekil 4.35. H1299 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun EGFR
ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.
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Tablo 4.17. H1299 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonu sonrasi
EGFR ekspresyonuna ait ortalama rolatif bant yogunluklart (EGFR
IGAPDH), (n=3).

GSK650394 Dozu Ortalama Rélatif Bant Yogunlugu + SS
Kontrol 1+£0
4 uM 1,02 0,21
8 uM 0,97 £ 0,30
16 uM 0,90 £ 0,11
1,6

[ =
N B~
—

[ERN

o
)}

NDRG1 Rolatif Bant Yogunlugu
(NDRG1/GAPDH)

o
N

Kontrol 4 uM 8 uM 16 uM

GSK650394 inhibitér Konsantrasyonu

Sekil 4.36. H1299 hiicrelerinde 6 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun doza bagl
olarak EGFR ekspresyonuna etkisi.

(Dansitometrik analiz, n=3).
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H1299 hiicreleri 24 saat siireyle 4 uM, 8 uM ve 16 uM GSK650394 ile inkiibe
edildikten sonra EGFR ekspresyonlarina bakildiginda EGFR rolatif bant
yogunlugunda anlaml degisiklik izlenmedi (Sekil 4.37, Tablo 4.18 ve Sekil 4.38).

Kontrol 4uyM  8uM 16 uM
250kDa

B R e e EGFR

130kDa 175kDa

100kDa
70kDa

55kDa

35kDa 37 kDa

Sekil 4.37. H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun EGFR
ekspresyonuna etkisinin incelenmesi.
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Tablo 4.18. H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonu sonrasi
EGFR ekspresyonuna ait ortalama rolatif bant yogunluklart (EGFR
IGAPDH), (n=3).

GSK650394 Dozu Ortalama Rélatif Bant Yogunlugu + SS
Kontrol 1£0
4 uM 0,94 +0,17
8 uM 0,99+0,18
16 uM 1,01 £0,02
1,4
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oo 0,4
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e 0,2

0

Kontrol 4 uM 8 uM 16 uM

GSK650394 inhibitér Konsantrasyonu

Sekil 4.38. H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun doza
bagli olarak EGFR ekspresyonuna etkisi.

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

Etkisinin incelenmesi

Arastirmada SGK-1’in farmakolojik inhibisyonunun EGFR aktivasyonuna
etkisinin degerlendirilmesi i¢in SGK-1 inhibitériiniin diisiik ve yiiksek dozu olarak 4
uM ve 16 uM konsantrasyonlart ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi se¢ildi. EGFR
aktivasyonunun degerlendirilmesi i¢in hiicrelere EGF ligand uygulamasi gereklidir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda EGF 5 ng/ml konsantrasyonda olacak sekilde A549
hiicrelerine 10 dakika, H1299 hiicrelerine ise 5 dakika uygulandi. Ligand uygulamasi

sonrasinda hazirlanan hiicre lizatlariyla Western Blot deneyleri yapildi.

A549 hiicreleri 24 saat siireyle 4 uM ve 16 uM GSK650394 ile inkiibe
edildikten sonra p-EGFR ve EGFR ekspresyonlarina bakildiginda p-EGFR ve EGFR
rolatif bant yogunlugu ile p-EGFR/EGFR oraninda anlamli degisiklik izlenmedi (Sekil
4.39, Tablo 4.19 ve Sekil 4.40). EGF uygulamasi ile sonuglara yiiksek p-EGFR/EGFR
oran1 seklinde yansiyan giicli EGFR aktivasyonunun hem kontrol hem ilag

inkiibasyonu yapilan hiicrelerde benzer sekilde oldugu goriildii.
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Sekil 4.39. A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun EGFR aktivasyonuna (fosforilasyonuna) etkisinin incelenmesi.

A: p-EGFR.
B: EGFR.
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Tablo 4.19. A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonu ve EGF
ligand uyaris1 ile EGFR (EGFR/GAPDH) ve fosforile EGFR (p-
EGFR/EGFR) ortalama rolatif bant yogunluklar1 (n=3).

Ortalama Rélatif Bant Yogunlugu + SH
GSK650394 Dozu EGFR/GAPDH p-EGFR/EGFR
Kontrol (EGF (-)) 1+0 0,01 +£0,01
Kontrol (EGF (+)) 1,01 £0 0,99 +0
4 uM 0,90 £ 0,04 1,35+0,21
16 uM 0,94+0,13 1,07 £0,18
1,2 1,8
A B B B 16
R . S 14
§806 2508
- % 0,6
850 2804
bcc) - 0,2 x é: 0,2
v 2 0 =
2 0 r Kontrol Kontrol 4uM 16 uM
Kontrol Kontrol 4uM 16 uM e (EGF-) (EGF +)
(EGF-) (EGF+) =
GSK650394 Inhibitor GSK650394 inhibitsr
Konsantrasyonu Konsantrasyonu

Sekil 4.40. A549 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun doza bagh
olarak EGFR aktivasyonuna (p-EGFR ekspresyonuna) etkisi.

A: EGFR/GAPDH rolatif bant yogunlugu.
B: p-EGFR/EGFR rélatif bant yogunlugu.

(Dansitometrik analiz, n=3).

H1299 hiicreleri 24 saat siireyle 4 uM ve 16 uM GSK650394 ile inkiibe
edildikten sonra p-EGFR ve EGFR ekspresyonlarina bakildiginda p-EGFR ve EGFR
rolatif bant yogunlugu ile p-NDRG1/NDRG1 oraninda anlamli degisiklik izlenmedi
(Sekil 4.41, Tablo 4.20 ve Sekil 4.42). Bu hiicrelerde de EGF uygulamasi ile sonuglara
yiiksek p-EGFR/EGFR oranmi seklinde yansiyan gii¢lii EGFR aktivasyonunun hem

kontrol hem ila¢ inkiibasyonu yapilan hiicrelerde benzer sekilde oldugu goriildii.
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Sekil 4.41. H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun EGFR aktivasyonuna (fosforilasyonuna) etkisinin incelenmesi.

A: p-EGFR.
B: EGFR.
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Tablo 4.20. H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonu ve EGF
ligand uyarist ile EGFR (EGFR/GAPDH) ve fosforile EGFR (p-

EGFR/EGFR) ortalama rolatif bant yogunluklar1 (n=3).

Ortalama Rélatif Bant Yogunlugu + SH
GSK650394 Dozu EGFR/GAPDH p-EGFR/EGFR
Kontrol (EGF (-)) 140 0+0
Kontrol (EGF (+)) 1,05+ 0 0,95 + 0
4 uM 1,14 +0,07 0,85 +0,21
16 uM 1,14 +0,12 0,81 £0,25

A . B . w
2 12 T £
<= ’ < 1
BH= 1 2
9 § ® 08
= C o
£3%° g% 06
« & 0,6 58
R o F 04
© o /)
c W04 < 3
o x 202
& ]
& 02 8,
- &
0 9 Kontrol Kontrol 4uM 16 uM
Kontrol Kontrol 4 uM 16 uM I (EGF-) (EGF+)
(EGF -) (EGF +)
GSK650394 inhibitdr GSK650394 inhibitdr
Konsantrasyonu Konsantrasyonu

Sekil 4.42. H1299 hiicrelerinde 24 saat siireyle GSK650394 inkiibasyonunun doza
bagli olarak EGFR aktivasyonuna (p-EGFR ekspresyonuna) etkisi.

A: EGFR/GAPDH rolatif bant yogunlugu.
B: p-EGFR/EGFR ro6latif bant yogunlugu.

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

SGK-1’in tanimlanmasindan sonra, akciger ve solunum yolu epitel hiicre
biyolojisindeki farkli rollerinden biri olan sodyum iyon kanallarinin kontrolii
tizerindeki ¢alismalara odaklanilmistir (69, 70). Sodyum kanallarinin kontroliiniin
bozulmasinin, kistik fibrozis patofizyolojisinde klor kanallarindaki bozukluga eslik
edebilecegini ve akut akciger hasarinda akcigerlerde gelisen 6dem tablosunda rolii
olabilecegini destekleyen bulgulara ulagilmistir (71-73). SGK-1’in influenza A
viriisiinin RNA’sinin replikasyonunda ve cesitli akciger hastaliklarinda izlenen
pulmoner dolasimin yeniden yapilanmasinda (remodeling) rolii olabilecegini

destekleyen bulgular da mevcuttur (74, 75).

Son yillarda SGK-1’in akciger kanserindeki rolii de dikkat ¢ekmektedir. 2012
yilinda, KHDAK tanisi alan kisilerin akciger dokularinda SGK-1 mRNA ve protein
ekspresyonunu saptamay1 amaglamis ve ekspresyon ile tiimor 6zellikleri arasindaki
iliski incelenmistir. Immiinhistokimyasal boyama ile ortaya konan SGK-1 protein
ekspresyon diizeyi ile tlimor 6zellikleri arasinda bir korelasyon saptanmamis olsa da
SGK-1 mRNA ekspresyonu ile histolojik alt tip arasinda (skuamoz hiicreli akciger
kanseri) anlamli iliski saptanmistir (76). Matschke ve arkadaslar1 bir KHDAK hiicre
dizisi olan H460 hiicrelerinde ilk kez SGK-1 ekspresyonu gdstermis ve akut ve kronik
hipoksik kosullarda SGK-1 aktivitesi ile hiicre canliligi ve radyoterapi direnci
arasindaki iliskiyi saptamiglardir (77). Xiaobo ve arkadaslari da, hasta orneklerinde
timor dokusu ile komsu normal akciger dokusunu karsilastirdiklarinda tiimor
dokusunda SGK-1 mRNA ve protein ekpsresyonlarinda istatistiksel anlamli artis
saptamislardir. Ayn1 aragtirmada KHDAK hiicre dizileri olan A549 ve H23
hiicrelerinde SGK-1 ekspresyonu gosterilmis ve ekspresyonun susturulmasinin etkileri
incelenmistir (10). Son olarak Tang ve arkadaslart ise 2018 yilinda yayinladiklar
caligmalarinda 30 KHDAK hastasinin eslestirilmis kanser ve normal dokularinda
SGK-1 mRNA ekspresyonunda kanserli dokularda normal dokulara kiyasla anlamli
artis saptamiglardir (78). A549 hiicrelerinde SGK-1 ekspresyonu literatiirde de
gosterilmis olmakla beraber, calismamizda farmakolojik inhibisyonun olas1 etkilerinin
incelenmesi planlanan diger KHDAK hiicre dizisi olan H1299 hiicrelerinde SGK-1

ekspresyonu ilk kez gosterildi. A549 hiicrelerinin adenokarsinom, H1299 hiicrelerinin
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ise biiylik hiicreli karsinom yapisinda olmasi iki hiicre dizisini birbirinden ayiran
histolojik 6zelliktir (64). Bu asamadan sonra iki hiicre dizisinde de inhibisyonun

etkileri karsilastirmali olarak incelendi.

Kinaz aktivitesinin farmakolojik inhibisyonu planlanirken hem hiicre
toksisitesinden kacinilmali hem de yiiksek konsantrasyonda inhibitdr uygulamasinin
nonspesifik kinaz inhibisyonuna yol acabilecegi géz oniinde bulundurulmalidir. Bu
dogrultuda planladigimiz ve inhibitoériin hiicre canlihi@i {izerine etkisini
degerlendirmeyi amagladigimiz MTT deneylerinde, SGK-1 inhibisyonu ig¢in
kullanilan GSK650394 ile A549 hiicrelerinin 16 uM ve 32 uM konsantrasyonlarda 72
saat siire ile inkiibasyon sonrasi %60-%70 oraninda canliligimni siirdiirdiigi dikkat
cekti. H1299 hiicrelerinde ise 24 ve 48 saat siireli inkiibasyonlarda canliligin %50’ nin
altina inmedigi; ancak 72 saatin sonunda hiicre canliliginin 6zellikle 16 uM ve 32 uM
konsantrasyonlarda sirasiyla %39 ve %35 seviyelerine kadar indigi saptandi. SGK-
1’in Influenza A viriisiiniin replikasyonuna olan etkilerinin incelendigi arastirmada da
A549 hiicrelerinde SGK-1 inhibisyonu i¢in GSK 650394 kullanilmis ve inhibitoriin 50
UM dozunun 72 saatte hiicre canliligini %50°nin altina indirmedigi gorilmistiir (75).
Bu aragtirmada ilacin toksik etkisi 100 uM dozda 96 saat siireyle inkiibasyonda ortaya
cikmistir. GSK650394°{in 80-100 uM’1n tizerindeki dozlarda apopotizisi indiikledigi
prostat kanseri hiicrelerinde gosterilmistir (79). Calismamizda inhibitoriin en yiiksek
dozu 16 puM olarak secilmis olup yiiksek dozlardaki nonspesifik kinaz inhibisyonu ve

hiicre 6ltimiinden sakimilmistir.

Calismamizda SGK-1 inhibisyonunun KHDAK hiicrelerinin gogalmasi ve
koloni olusturmasi iizerine etkilerinin degerlendirdigi kristal viyole ile boyama
deneylerinde, subtoksik dozlarda farmakolojik inhibitor ile inkiibasyonun hiicre
cogalmast ve koloni olusturmasii istatistiksel anlamli sekilde azalttigi saptandi.
Xiaobo ve arkadaslari, 2016 yilinda yayinladiklar1 arastirmada SGK-1 ekspresyonu
transfeksiyon ile artirildiginda KHDAK hiicre dizileri A549 ve H23 hiicrelerinde
hiicre ¢ogalmasinin ve koloni olusumunun arttifini; siRNA uygulamast ile
susturulmas: sonrasinda ise hiicre ¢ogalmasinin ve koloni olusumunun azaldigin
kristal viyole yontemi ile gostermislerdir (10). Calismamizda kristal viyole

deneylerinde, A549 hiicrelerinin proliferasyonu ve koloni olusumunun 9 giin siire ile
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izlemi sonunda inhibitoriin proliferasyonu azaltan etkisini destekleyici bulgular elde
edildi. Antiproliferatif etki 16 puM dozda anlamli bulundu (p<0,05). H1299
hiicrelerinde ise MTT deneylerinde 72 saat siireli inkiibasyonda toksik etki
gozlenmisti, bu etki ile uyumlu olarak kristal viyole deneylerinde de 8 uM ve 16 uM
dozlarda koloni sayilarinda da anlamli azalma gorildii (p<0,05). Calismamizda
antiproliferatif etkinin gézlendigi inhibitor dozlari literatiir ile uyumlu bulundu (79).
Bulgularimiz, SGK-1 inhibisyonunun KHDAK hiicrelerinde hiicre tipine 6zgl farklh
etki giicline sahip olabilecegini gostermekte ve SGK-1’in KHDAK’da hiicre
proliferasyonunda mutlak rol aldigini dogrulamaktadir.

Calismamizda iki KHDAK hiicre dizisinde, farmakolojik inhibisyonun SGK-
1I’in substratlarina etkisinin farkli oldugu saptandi. SGK-1’in 6zgiin substrat1 olarak
bilinen NDRGI1’in fosforilasyonuna iliskin olarak H1299 hiicrelerinde p-
NDRGI/NDRGI bant yogunlugu oraninda istatistiksel anlamli azalma (8 uM ig¢in
p<0,01; 16 uM igin p<0,001) saptanirken AS549 hiicrelerinde NDRGI
fosforilasyonunda azalma egilimi izlendi ancak istatistiksel anlamli azalma
saptanmadi. Arastirmamizin hipotezi, SGK-1’in EGFR sinyal yolag lizerine etkisinin
NDRGI1 araciligiyla gergeklesebilecegini  temel aldigindan inhibitére yanit
farkliligimin g6z Oniinde bulundurulmasi 6nemlidir. Bununla birlikte, A549
hiicrelerinde H1299 hiicrelerinden farkli olarak 16 uM GSK650934 ile 24 saat siireyle
inkiibasyon ile, diger bir SGK-1 substrati olan GSK3p fosforilasyonunda istatistiksel
olarak anlamli azalma izlendi (16 uM i¢in p<0,01). Xiaobo ve arkadaslari, KHDAK
hiicre dizileri olan A549 ve H23 hiicrelerinde SGK-1 transfeksiyonu ile p-
GSK3p ekspresyonunun  arttigini; SGK-1  siRNA  uygulamast ile SGK-1
ekspresyonunun susturulmasi sonrasinda ise p-GSK3p ekspresyonunun azaldigini
saptamislardir (10). SGK-1 tarafindan GSK3[3 nin fosforile edilerek inhibe edilmesine
bagli olarak beta-katenin ekspresyonunda anlamli artig saptanmis ve bunun
karsinogenezdeki etkisi in vitro migrasyon ve in vivo metastaz deneyleri ile
dogrulanmistir. Calismamizda A549 hiicrelerinde kullandigimiz subtoksik dozlarla
sadece GSK3p fosforilasyonunda anlamli azalma goriildii. Bu etkinin, migrasyonu

azaltici etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi da 6nem arz etmektedir.
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Calismamizda SGK-1 inhibitorii ile inkiibasyon sonrasi iki hiicre hattinda da
SGK-1 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli degisiklik izlenmedi. Kolorektal
kanser hiicrelerinde SGK-1 inhibisyonunun etkilerinin arastirildigi calismada ise
hiicrelerin 10 uM GSK650394°1in 24 saat siire ile inkiibasyonu sonrasinda SGK-1
protein ekspresyonlarinda anlamli azalma saptanmustir (80). GSK650394 inhibitorii ile
inkiibasyonun doza ve hiicre tipine bagl etkisinin hiicre tipine 06zgii farklilik
gosterebilir. Bununla beraber bu ajanin KHDAK hiicrelerinde SGK-1 mRNA

promotor aktivitesini etkileyip etkilemedigi halen bilinmemektedir.

Arastirmamizin hipotezinde SGK-1’in KHDAK karsinogenezinde 6nemli rolii
bulunan ve klinik uygulamada tedavi hedefi olan EGFR sinyal yolag: {izerine olasi
etkisinin, SGK-1 substrati olan NDRG1’in fosforilasyonunda gézlenecek azalma ile
baglantilt olacagi 6ngoriildii. Calismamizda bu dogrultuda SGK-1’in, EGFR sinyal
yolagi iizerine olasi etkilerinin degerlendirildigi deneylerde, iki KHDAK hiicre
hattinda da SGK-1 inhibisyonu ile EGFR ekspresyonunda ve EGFR aktivasyonuna
yonelik olarak incelenen p-EGFR ekspresyonunda anlamli degisiklik izlenmedi.
Kovacevic ve arkadaslar1 arastirmalarinda, pankreas ve kolon adenokanseri hiicre
dizilerinde NDRGI1 ekspresyonu ile EGFR sinyal yolagi arasindaki iliskiyi
incelemislerdir. Bu ¢aligmada, NDRG1 transfeksiyonu ile EGFR mRNA diizeylerinde
anlamli degisiklik saptanmamasina ragmen EGFR protein ekspresyonunun
istatistiksel anlaml sekilde azaldig1 gozlenmistir. NDRG1 transfekte hiicrelere EGF
ligand uyarisi yapildiginda p-EGFR/EGFR oraninda anlamli degisiklik olmamistir.
Ancak p-EGFR/GAPDH oraninda azalma dikkat g¢ekmektedir. Bu sonuglarla
arastirmacilar NDRGI1’in EGFR reseptor aktivasyonundan ziyade total EGFR
ekspresyonu {izerine etkisi olduguna kanaat etmislerdir (13). Meme Kkanseri
hiicrelerinde NDRG1 diizeyinde artisin, ErbB/HER ailesinin bir {iyesi olan HER3’iin
proteozomal degradasyonuna yol agan ubikitin ligasyonunu uyardig: bildirilmektedir
(81). Ubikitin ligasyonunu hizlandirici etkinin EGFR i¢in de s6z konusu olabilecegi
One siirilmektedir (82). NDRGI1 fosforilasyondan sonra proteozomal yikima
gitmektedir (12). Calismamizda, NDRGI1 fosforilasyonu onlenerek sitozoldeki
diizeyinin konrunmas: hedeflenmis ve total EGFR diizeyinde degisiklik yapip
yapmadig1 sorgulanmistir. Deneylerimizde NDRGI1 fosforilasyonunda istatistiksel

anlamli azalmanin gosterilmis oldugu H1299 hiicre hattinda, NDRG1’in proteozomal
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yikilma olasilig1 inhibitorle engellendigi halde EGFR ekspresyonu ve aktivasyonunun
(p-EGFR ekspresyonunun) degismedigi saptandi. KHDAK hiicrelerinde olasi etkinin
NDRG1 transfeksiyonu ile incelenmesi, NDRG1-EGFR iliskisini agiklamak i¢in
gereklidir.

Arastirma hipotezinde SGK-1 aktivitesi ile EGFR sinyal yolagi arasindaki
baglantida aract olan NDRG1 proteininin hiicre biyolojisindeki rolii, son donemde
dikkat c¢eken bir arastirma konusudur. NDRGI1 metastaz baskilayic1 olarak
adlandirilmakta ve meme, serviks, prostat, kolorektal kanserler gibi bazi1 kanser
tiplerinde diisiik; akciger, endometriyum, karaciger kanserleri gibi bazi kanserlerde
yiiksek ekspresyon saptandigi belirtilmektedir (62). NDRG1’in farkli kanser tiplerinde
timor gelisimini destekleyici fonksiyon gosterebilecek sekilde dokuya 06zgiin
degiskenlik gosteren etkilerinden de bahsedilmektedir (62). NDRG1 ekspresyonu,
KHDAK ve 6zellikle akciger adenokarsinomu hiicrelerinde daha ileri timdr evreleri,
kanser kok hiicresi benzeri 6zellikler ve akciger adenokarsinomu olgulari i¢in daha

kot prognozla iligkili saptanmustir (62, 63, 83, 84).

NDRG/I’in biyolojik rollerinde posttranslasyonel modifikasyonlarin 6nemi
halen arastirilmaktadir. SGK-1’in  NDRG1’1 fosforilasyonu prostat kanseri
hiicrelerinde NF-kB sinyal yolagini ve CXC kemokin ekspresyonunu baskilayict etki
yapmaktadir (60). Meme kanseri hiicrelerinde ise p-NDRGI1’in inaktive edilip
proteozomal yikima gittigi bildirilmektedir (12). Prostat kanseri hiicre dizilerinde
NDRG]1 aminoasit dizisinin karboksi ucunu taniyan primer antikorla molekiil agirligi
olarak 41 ve 46 kDa’a karsilik gelecek sekilde iki bant goriilmektedir. Ancak amino
ucunu tantyan primer antikor kullanildiginda ise 46 kDa’a karsilik gelecek sekilde tek
bant goriintiisii elde edilmistir. Cift bant goriiniimiiniin  alternatif splicing,
fosforilasyonla ve glikozilasyonla iligkili olmadigi dogrulanmistir (85). Arastirmacilar
elde ettikleri bulgularla, NDRG1’in hiicre i¢inde pargalanarak kirpilmis formunun
olustugu sonucuna ulasmiglardir. Calismamizda kullanilan NDRG1 primer antikoru,
proteinin karboksi ucunu taniyan bir antikordur (86). Bununla birlikte ¢calismamizda

iki hiicre dizisinde de NDRG1 tek bant seklinde goriintiilenmistir.
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2018 yilinda Park ve arkadaslari yayinladiklari arastirmalarinda, NDRG1
izoformlar ile fosforilasyonunun biyolojik etkilerini kolon, prostat ve hepatoseliiler
karsinom hiicre dizilerinde degerlendirmisler ve NDRG1’in izoformlarina ve fosforile
edildigi aminoasit rezidiisiine bagli olarak proteinin hiicresel lokalizasyonunda
farklilik saptamiglardir (87). Bu arastirmada, NDRG1’in tam boyutlu formunun ve
Serin330 rezidiisiinden fosforile formunun agirlikli olarak niikleusta; kirpilmis formu
ile bizim arastirmamizda da NDRGI1 fosforilasyonunu goéstermek i¢in incelenen,
Treonin346 rezidiisiinden fosforile formunun agirlikli olarak sitozolde yerlesim
gosterdigi saptanmistir. Son olarak aragtirmacilar PTEN susturulmasinin prostat
kanseri hiicrelerinde p-NDRG1 (Treonin346) ekspresyonunda anlamli artisa yol
actigin1 gostermisler; ancak benzer etkiyi hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde
izlememislerdir. PTEN ekspresyonu ile NDRGI1 fosforilasyonu arasindaki bu iligskinin
KHDAK hiicrelerinde mevcut olup olmadigi bilinmemektedir. A549 hiicrelerinde
giiclii PTEN ekspresyonu mevcutken, H1299 hiicrelerinde PTEN ekspresyonu zayiftir
(88). Hiicrede NDRGI1 fosforilasyonuna bagli olarak goriilen biyolojik etkinin;
NDRG/!’in hiicredeki diger proteinlerle etkilesimine bagli olarak degiskenlik
gosterebilecegi goz Oniinde bulundurulmalidir. KHDAK hiicrelerinde de protein-

protein etkilesimlerinin incelenmesi 6nemli goriinmektedir.

Aragtirmamizda, SGK-1 inhibisyonunun KHDAK hiicrelerinde EGFR sinyal
yolag1 iizerine anlamli etkisi saptanmamasina ragmen hiicre ¢ogalmasi ve koloni
olusturmasini azalttig1 izlendi. Prostat kanseri hiicrelerinde SGK-1’in GSK650394 ile
inhibisyonu, SGK-1’in diger bir substratt olan ubikitin ligaz NEDD4-2
fosforilasyonunda azalma ile iligkilendirmistir (56). PI3Kou inhibisyonuna direngli
meme kanseri hiicrelerinde; bu direngle iliskili olan rezidiiel mTORCI1 aktivitesinin
SGK-1 aktivitesi ile iliskili oldugunu saptanmistir (53). Kolon kanseri hiicrelerinde
SGK-1"in GSK 650394 ile inhibisyonunun bir siklin bagimli kinaz inhibitorii olan p27
ekspresyonunda artisa bagl olarak hiicre proliferasyonunu azalttigi izlenmistir (80).
Prostat kanseri hiicrelerinde GSK650394 ile SGK-1 inhibisyonu veya shRNA ile
susturulmasinin  hiicre siklusunun G2/M gecisinde durmasi1 ve apoptozisin
uyarilmasiyla iligkili oldugu; bu iliskinin bir transkripsiyon faktorii olan Foxo3a ve
p27 yolagina bagli oldugu gosterilmistir (79). 2018 yilinda prostat kanseri hiicreleri ile
yapilan baska bir ¢alismada ise GSK650394 ile SGK-1 inhibisyonunun hiicrelerde,
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Epitelyal Mezenkimal Doniistimde rolii olan bir transkripsiyon faktorii olan Snail
MRNA ekspresyonunda azalmaya sebep olarak in vivo ve in vitro olarak progresyon
ve metastazda azalma ile iliskili oldugu sonucuna ulasilmistir (89). Tiim bu bulgular
birlikte degerlendirildiginde SGK-1’in dogrudan substrati olarak veya substrati olan
ubikitin ligazlarin aktiviteleri lizerindeki etkileri nedeniyle hiicre igerisinde hiicre
dongiisliniin kontrolii ve apoptozis iizerinde etkilerinin oldugu dikkat ¢cekmektedir.
Arastirmamizda, SGK-1 inhibisyonunun KHDAK hiicre ¢ogalmasi ve koloni
olusturmas1 tizerine etkilerinin benzer mekanizmalara bagli olup olmadiginin

aragtirtlmasi i¢in ileri ¢caligmalar yapilmalidir.

Sonu¢ olarak, calismamizda SGK-1’in GSK650394 ile farmakolojik
inhibisyonun KHDAK hiicrelerinde doza ve siireye bagli olarak EGFR sinyal yolagi

tizerine etkisi ilk kez incelendi;

1. SGK-1 inhibitorii GSK650394’iin KHDAK hiicre dizileri olan A549 ve
H1299 hiicrelerinde hiicre c¢ogalmasi ve koloni olusturmasini anlaml

sekilde azalttig1 saptandi.

2. GSK650394 ile SGK-1 inhibisyonu ile, A549 hiicrelerinde p-GSK3p;
H1299 hiicrelerinde ise p-NDRGI1 ekspresyonlarinda anlamli azalma

saptandi.

3. SGK-1 farmakolojik inhibisyonu ile farkli iki KHDAK hiicre dizisinde
EGFR sinyal yolagina iliskin EGFR ekspresyonu ve EGF ligand uyarisi ile
EGFR aktivasyonu (p-EGFR ekspresyonu)’nda anlamli bir degisiklik

saptanmadi.

KHDAK tedavi stratejilerinden hedefe yonelik tedavilerin  etki
mekanizmalarinin daha 1yi anlasilmasi ve mevcut tedavilere yeni alternatifler
gelistirilmesi 6nem arz etmektedir. KHDAK ile SGK-1 aktivitesi ve/veya ekspresyonu
iligkisini ortaya koyan bulgular ve bizim verilerimiz SGK-1’in akciger kanserinde

onemli bir molekiiler hedef olduguna isaret etmektedir (10, 76). KHDAK tedavisinde
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kullanimda olan EGFR, ALK, ROS inhibitorleri gibi hedefe yonelik tedaviler, belirli
bir hasta gruplari i¢in endikedir. Calismamizda SGK-1 inhibisyonunun, KHDAK’de
hiicre ¢ogalmasi tizerine olan etkisi nedeniyle, SGK-1 inhibitorleri olasi kombinasyon

tedavileri i¢cin 6nemli bir secenek olarak degerlendirilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

. A549 hiicrelerinde literatiir bulgular1 ile uyumlu olarak SGK-1’in eksprese
edildigi saptandi. H1299 hiicrelerinde ise SGK-1 ekspresyonu ilk kez
gosterildi.

SGK-1 inhibitoérii GSK650394°tin A549 ve H1299 hiicrelerinde subtoksik
dozlar1 4 uM, 8 uM ve 16 uM olarak belirlendi ve farmakolojik inhibisyon

deneyleri planlandi.

. Kiristal viyole yontemi ile GSK650394 ile inkiibasyonun, A549 ve H1299
hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasi ve koloni olusumunu anlamli olarak azalttigi
belirlendi. H1299 hiicrelerinin, A549 hiicrelerine kiyasla antiproliferatif etkiye
daha duyarli cevap verdigi dikkat ¢ekti. KHDAK’de hiicrelerin proliferasyon
icin SGK-1 aktivitesine ihtiya¢ duyduguna kanaat edildi.

. KHDAK’de SGK-1’in GSK650394 ile inhibisyona duyarli oldugu; ancak
AS549 hiicrelerinde GSK3[, H1299 hiicrelerinde ise NDRG1 substratinin
fosforilasyonunun inhibe oldugu saptandi. GSK3p {izerindeki inhibitor etkinin
KHDAK’de SGK-1 ile migrasyon/metastaz arasindaki iliski a¢isindan 6nemli

olabilecegi diisiintildii.

SGK-1 inhibitdrii her iki hiicre dizisinde de SGK-1 ekspresyonunu anlaml

olarak degistirmedi.

. H1299 hiicrelerinde NDRG1 fosforilasyonu azalmasina ragmen kullandigimiz
inhibitor NDRG1 ile EGFR ekspresyonu arasindaki olas1 etkilesimi ortaya
koyamadi. Bunedenle NDRG1 diizeyi ile EGFR’nin ubikitinasyonu arasindaki
iliskinin molekiiler yontemlerle incelenmesi yararli bir yaklasim olabilir.
KHDAK hiicrelerine NDRG1 transfeksiyonunun EGFR sinyal yolag: iizerine

etkilerinin degerlendirilmesi bu iligkiye 151k tutabilir.
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7. KHDAK hiicrelerinde, SGK-1’in inhibisyonunun Foxo3 ve p27 molekiilleri ile
iligkisinin ~ aydinlatilmasi,  antiproliferatif ~ etkinin =~ mekanizmasinin

aciklanmasinda yararl olabilir.

8. SGK-1 inhibisyonunun, tedavi amagli da kullanimi olan tirozin kinaz
inhibitorlerine duyarli veya direngli EGFR mutasyonu tasiyan KHDAK hiicre
dizilerinde tek basina veya tirozin kinaz inhibitoriiyle kombine edildiginde

etkileri incelenebilir.
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EK-1: Tez Calismasi ile Ilgili Etik Kurul Izinleri

T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu

Say1 : 16969557 — AAX-§

Konu :
06.12.2016

Prof. Dr. Ayse Lale DOGAN
Tip Fakiiltesi

Temel Onkoloji Anabilim Dali
Ogretim Uyesi

Sayn Prof. Dr. DOGAN,

Kurulumuza degerlendirilmek tizere sundugunuz GO 16/753 kayit numarah ve “Kiigiik
Hiicreli Dist Akciger Kanserinde Serum ve Glukokortikoid ile Indiiklenebilen Kinaz 1 (SGK-
1) Inhibisyonunun Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR) Aracii Sinyal Yolag
Uzerindeki ~ Etkisi” bashkli proje Kurulumuzun 06.12.2016 tarihli  toplantusinda
degerlendirilmis olup, projenin ¢aligma materyalinin ticari olarak satin almmus hiicrelerde
yapilacagi insandan elde edilen primer kiiltiirlerin kullanilmayacagi goriilmistir Klinik
Aragtirmalar Yonetmeligi geregi goniillii insanlar tizerinde gergeklestirilecek nitelikte olmayan
bu tip ¢aligmalar Etik Kurullarin kapsami disinda kalmaktadir.

Bu yazi Etik Kurul karari yerine ge¢mek tizere hazirlanmigtir.

Prof. Dr. Sevda F. MUFTUOGLU
Bagkan

Eki: Toplanti katihim tutanagi.
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EK-2: Tez Calismasi Orijinallik Raporu

T.C. FORM:
HACETTEPE UNiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTIiTUSU
YUKSEK LISANS/DOKTORA TEZ CALISMASI 'AQ
ORIJINALLIK RAPORU
Hacettepe Universitesi Tarih: 03/10/2018

Saglik Bilimleri Enstitiisit Midiirliigii'ne

Adi Soyadi:  ABDULSAMET SANDAL
OprenciNo:  N09143642

Anabilim Dali:  Temel Onkoloji

Programi: Timér Biyolojisi Ve immiinolojisi - Doktora

Statiisii: [] Y.Lisans Doktora [ Biitiinlesik Dr.

KUCUK HUCRELI DISI AKCIGER KANSERINDE SERUM VE GLUKOKORTIKOID ILE
Tez Bashg / Konusu: ———— : : — : . T
ez Bashgt / Konusu: i ENEBILEN KINAZ 1 (SGK-1) INHIBISYONUNUN EPIDERMAL BUYUME FAKTORU

RESEPTORU (EGFR) ARACILI SINYAL YOLAGI UZERINDEKI ETKISI

Yukarida bashgi/konusu gosterilen tez gahismamin a) Kapak sayfasi, b) Giris, ¢) Ana béliimler ve d) Sonug kisimlarindan
olusan toplam 96 sayfalik kismina iliskin, 03/10/2018
tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gore, tezimin

benzerlik orani % 5 ‘olarak tespit edilmisgtir.

Uygulanan filtrelemeler:

1- Kaynakga harig

2- Alintilar harig / dahil

3- 5 kelimeden daha az értiigme iceren metin kisimlari harig
Hacettepe Universitesi “Saghk Bilimleri Enstitiisii Tez Cahismas Orijinallik Raporu Alinmasi ve Kullanilmasi Uygulama
Esaslari”m inceledim ve bu Uygulama Esaslari’nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez calismamin herhangi
bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tirlit hukuki sorumlulugu kabul

ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.
Geregini saygilarimla arz ederim.

Ad Soyad, imza
ABDULSAMET SANDYL

&

Ek: 1 Adet, tezin tam bashgini 63rencinin ad soyad bilgisini ve dosyanin toplam sayfa sayisini gosterecek sekilde Raporlama iglemi

tamamlandiktan sonra alinacak ekran goériintisu
Ornek: Tez Galismasi Orijinallik Raporu Alinmas! ve Kullaniimasi Uygulama Esaslarn Madde 5 (4) Ek 1

DANISMAN ONAYI UYGUNDUR.

(Unvan, Ad Soyad, Tarih imza
Prof. Dr. AYSE LALE DOGAN

Fax: (312) 309 31 90 E-Posta: sbeahacetiepe.edutr

Detavh Bilgi:http://www saelikbilimleri hacettepe.edu.tr Telefon: (312) 305 1090 - 91
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inhibisyonunun Epidermal Bliyiime Faktérii Reseptdri (EGFR)
Aracili Sinyal Yolag: Uzerindeki Etkisi

ORIGINALITY REPORT

N 3o, 3, 19

SIMILARIT Y INDEX INTERNET SOURCES  PUBLICATIONS STUDENT PAPERS

PRIMARY SOURCES

katalog.hacettepe.edu.tr <1 %

Intemet Source

Yueqing Gong, Kun Wang, Sheng-Ping Xiao,
Panying Mi, Wanjie Li, Yu Shang, Fei Dou.
"Overexpressed TTC3 Protein Tends to be
Cleaved into Fragments and Form Aggregates
in the Nucleus", NeuroMolecular Medicine,
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