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OZET

Akciger kanseri, diinyadaki en yaygin malignitelerden biridir ve kansere bagh
Olimiin onde gelen nedenidir. Bu ¢alismada, trastuzumab ve 5-fluorourasil
kombinasyonunun HER2-pozitif insan kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hattt
Ab49'da etkilerinin arastirilmas: amaglanmustir. A549, %5 CO; inkiibatorde 37 © C'de
%10 FBS, %1 penisilin/streptomisin iceren RPMI ortaminda kiiltiire edilmistir. MTT
analizi, c¢esitli konsantrasyonlarda trastuzumab, 5-fluorourasil ve kombinasyonun
etkilerini degerlendirmek igin yapilmistir. Kombinasyon tedavisinin sitotoksik etkisini
belirlemek igin (24-144 saat) sagkalim deneyi yapilmistir. Kombine kullanimlarinin
etkisi, yara iyilesmesi deneyi, koloni olusumu deneyi ve soft-agar deneyi ile
arastirilmistir. Ayrica kaspaz-3 kaspaz-7 ve kaspaz-9 apoptotik proteinleri incelenmistir.
MTT analizi ile ICso degerlerinin trastuzumab i¢in 70uM, 5- fluorourail igin 75uM ve
kombine kullanimlari i¢in 30uM-30uM oldugu belirlenmistir. Sagkalim analizi,
trastuzumab 5-fluorourasil ile kombinasyon tedavisinin hiicre canliliginini azalttigini
gostermistir. Kombinasyon uygulamasi, yara iyilesmesi deneyinde kontrole kiyasla
cizilen alana gocii inhibe etmistir. Ayrica soft agar ve koloni olusum deneylerinde,
kombinasyon uygulamalarinin koloni olusumunu inhibe ettigi goriillmektedir. Kaspaz-3
seviyesi trastuzumab ve 5-fluorourasil uygulanan gruplarda artmigken, trastuzmab ve 5-
fluorourasil kombinasyonu uygulanan grupta azalmistir.  Kaspaz-7 seviyesi ise
trastuzumab uygulanan hiicrelerde azalmistir. Kaspaz-9 seviyesinde 6nemli bir degisiklik
gozlenmemistir. Literatiirde ilk kez trastuzumab - 5-fluorourasil kombinasyonunun A549
hiicreleri lizerinde anti-proliferatif etki yarattigi belirlenmistir. Kombine tedavi
uygulamalarinin mekanizmalarinin net bir sekilde aydinlatilabilmesi i¢in ileri

arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri; trastuzumab; 5-fluorourasil



ABSTRACT

Lung cancer is one of the most common malignancies in the world and the leading
cause of cancer-related death. In this study, we aim to investigate the effects of combining
trastuzumab and 5-FU on the HER2-positive human non-small cell lung cancer cell line
A549. A549 was cultured in RPMI medium with 10% FBS, 1% penicillin/streptomycin,
at 37°C in 5% COzincubator. MTT assay was performed to evaluate the effects of various
concentrations of trastuzumab, 5-fluorouracil and combination. To determine the
cytotoxic effect of drugs combination were used in survival assay (24-144h). The effect
of Trastuzumab, 5-fluorouracil and combination were investigated by wound healing
experiment, colony formation experiment and soft-agar experiment. Furthermore,
caspase-3 caspase-7 and caspase-9 apoptotic proteins have been investigated. We
observed that ICso values for trastuzumab, 5-fluorouracil and combination by MTT assay
70uM, 75uM and 30uM-30uM respectively. Survival analysis showed that combination
therapy significantly reduced cell viability. Combination theraphy were inhibited
migration into the scratched area as compared to untreated cells. Furthermore, in soft
agar and colony formation experiments, observed that combination treatments inhibit
colony formation. While the levels of caspase-3 trastuzumab and 5-fluorouracil were
increased, the combination of trastuzmab and 5-fluorouracil was reduced in the treated
group. Caspase-7 level decreased in cells treated with trastuzumab. There was no
significant change in the level of caspase-9. For the first time in the literature, it has been
determined that the combination of trastuzumab-5-fluorouracil has an anti-proliferative
effect on A549 cells. Further research is needed to clarify the mechanisms of combined

treatment applications clearly.

Keyword: Lung cancer; trastuzumab; 5-fluorouracil
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1 GIRIS

Hiicrelerin ¢ogalmasi, sagkalimi ve diferansiyasyonu, organizmanin genel
gereksinimlerine gore diizenlenmektedir. Hiicrelerde bu olaylarin diizenlenmesinde etkili
olan mekanizmalarin aksamasi veya ortadan kalkmasi ile hiicreler kontrolsiiz bir sekilde
boliinerek ¢ogalmaya baglar. Kanserlere, neoplastik doniisiimlere veya anormal hiicre
biiylimesine yol agan spesifik genlerin uygunsuz aktivasyonunu veya inaktivasyonunu
tetikleyen ¢evresel faktorlerin neden oldugu genetik ve genetik olmayan degisimler neden
olur. Hiicrelerin anormal gogalmasi ile ortaya ¢ikan tiimor bening (iyi huylu) veya malign
(kotli huylu) olabilir. Kanser 21. yiizyilin en 6nemli saglik sorunlarinin basinda yer
almaktadir.

Akciger kanseri akciger dokularimi olusturan hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal
¢ogalmasi ile olusan bir hastaliktir. Akciger kanseri her iki cinsiyette de kanser
Oliimlerinin birinci nedenidir. Akciger kanseri gelisiminde; genetik, epigenetik ve
cevresel faktorleri igeren ve anahtar role sahip onkogenlerle tiimdr supresor genlerin
diizensiz etkilesimlerine bagl kanserle iliskili sinyal yolaklarinin aktivasyonuna yol agan
coklu karsinojenik asamalar gozlenir.

Gilinlimiizde diinyada en sik kanser tiirli olan akciger kanseri tiim yeni kanser
olgularinin %12,8'ini olusturur ve her yil siklig1 %3 artmaktadir. Tiim kanser 6liimleri
icinde, akciger kanserinin, her iki cinsiyette en sik 6lim nedeni oldugu ve kanser
Oliimlerinin de %17,8'inden sorumlu oldugu bilinmektedir. Akciger kanserleri; kiiclik
hiicreli akciger kanseri ve kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri olmak iizere 2 ana
grupta siniflandirilir. Akciger kanserli olgunlarin yaklasik %85°1 kiiciik hiicreli olmayan
akciger kanseri tanist almistir.

Kanser tedavisinde basariya ulasmak i¢in genellikle birden fazla kemoterapotik
ajan uygulanmaktadir. Ancak, sonradan kazanilan ya da tedavi dncesi kigide mevcut olan
ilagc direngliligi, kanser kemoterapisinde basariya ulagsmanin en biiyiikk engelidir.
Kemoterapiye kars1 gelistirilen ¢oklu ilag direncliligi pek ¢ok kemoterapotik ajanin
hastalar {izerinde beklenen etkisini gosterememesine ve hastaligin daha agresif seyrine
neden olmaktadir. ilag dozunun artirilmast ise hastalarda goriilen yan etkilerin artmasina
neden olmaktadir. Ayrica, direnglilik nedeniyle zaman ve ilag¢ kayb1 olmakta, hastalarin

tedavisi zorlagmaktadir.



Apoptoz hiicrelerin programlanmis 6liimii olarak bilinen ve farkli morfolojik
degisikliklerle karakterize olan hiicresel bir siirectir. Apoptoz, embriyonun gelisiminde
anahtar rol oynarken eriskinlerde ise hiicre proliferasyonunun dengede olmasi ve
dokudaki hiicre sayisinin sabit tutulmasi gibi gorevleri iistenmesine ek olarak, DNA
hasart olusan hiicrelerin ve kanser olusumunu indiikleyebilecek gen mutasyonlarini
tastyan hiicrelerin de organizmadan eliminasyonunu saglar. Apoptoz mekanizmasi,
kanser tedavisi i¢in kemoterapétik ajan gelistirilmesi konusunda temel arastirma konulari
arasinda yer alan bir mekanizmadir.

Bu ¢alismada; trastuzumab ve 5-fluorourasilin A549 kii¢iik hiicreli olmayan
akciger kanseri hiicre hattinda; hiicre canliligi, hiicre gocii lizerine etkileri ile birlikte
hiicrede apoptoz mekanizmasinda gorevli olan kaspaz-3 kaspaz-8 ve kaspaz-9 proteinleri
tizerindeki etkisinin arastirilmasi: amaglanmuistir.

lleriye yénelik klinik denemeler i¢in bu tiir bir kombinasyon tedavisinin
degerlendirilmesi, 6zellikle ilag direnci gelistirme olasilig1 olan hastalar i¢in etkili tedavi
seceneklerinin sinirli olmasi agisindan acilen gereklidir. Basarili olundugu takdirde, her
yil akciger kanserinden etkilenen 1 milyonu askin olgunun tedavi edilmesi, zaman ve

maliyet agisindan da avantajli olarak miimkiin olabilecektir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kanser teriminin ilk olarak Hipokrat tarafindan (M.O. 460-377) organizmada
tedavi edilemeyen yeni olusumlari anlatmak i¢in kullanildig1 bildirilmektedir. Hipokrat
viicut yiizeyinde gelisen, digerlerinden farkli karakterde olan, kirmizi renkli ve daha
yavas biiyiiyen sisliklere “Carcinos” ya da “Carcinoma” demistir. (Unal, 2006).

Hiicrelerin ¢ogalmasi, sagkalimi ve farklilagmasi organizmanin genel
gereksinimlerine gore dilizenlenmektedir. Kanser hiicrelerinde bu olaylarin
diizenlenmesinde etkili olan mekanizmalarda aksama veya ortadan kalkma s6z
konusudur. Boylelikle hiicreler kontrolsiiz bir sekilde boliinerek cogalmaya baglar.
Hiicrelerin anormal gogalmasi ile ortaya ¢ikan tiimor bening (iyi huylu) veya malign (kotii
huylu) olabilir. Bening tiimorler c¢evredeki dokuya yayilmadan olustugu bolgede
kalabilir.  Ancak malign tiimoérler ilerleyen asamalarda kan veya lenfatik sistem
araciligiyla viicuda metastaz yaparak organizmadaki normal doku ve organlarin iglevini
etkiler (Cooper ve Hausmann, 2006). Kanserin giiniimiizde gittikge artan siklikta
goriilmesi, yiiksek oranda morbidite ve mortaliteye sebep olmast bir saglik sorunu olarak
daha cok dikkat ¢cekmesini saglamistir (Kutluk, vd., 2013). Normal bir hiicrenin
kanserlesme yolunda bir¢ok mekanizma tarafindan etkilendigi bilinmektedir fakat bu
mekanizmalarin tamami giiniimiizde hala belirlenememistir.

Kanser, hem Diinya’da hem de iilkemizde kardiyovaskiiler hastaliklarin %33’1iik
oraninin ardindan %22 orani ile en sik goriilen ikinci 6liim nedenidir. GLOBOCAN 2012
verilerine gore Diinya’da toplam 14,1 milyon kanser vakasi goriilmiis ve Amerikan
Kanser Dernegi 2015 verilerine gore 8,2 milyon 6liim kanser sebebi ile gerceklesmistir.
Gelecek 20 yilda yeni vaka beklentilerinin %70 civarinda artmasini beklemektedir.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi’nin (IARC)
tahmini verilerine gore 2030 yilinda 24 milyon insanin kanser hastas1 olacagi, 17 milyon
insanin kanser nedeniyle yagsamini yitirecegi ongoriilmektedir.

Glinlimiizde diinyada en sik kanser tiirli olan akciger kanseri tiim yeni kanser
olgularmin %12,8'ini olusturur ve her yil siklig1 %3 artmaktadir. Tiim kanser 6liimleri
icinde, akciger kanserinin, her iki cinste en sik 6liim nedeni oldugu ve kanser dliimlerinin

de %17,8'inden sorumlu oldugu bilinmektedir (Bakar, 2017).



2.2 Akciger Kanseri

Akciger kanseri akciger dokularini olusturan hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal
cogalmasi ile olusan bir hastaliktir. Akciger kanseri her iki cinsiyette de kanser
6liimlerinin birinci nedenidir (Cruz, 2011).

Akciger kanserleri; kiiclik hiicreli akciger kanseri ve kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri olmak tizere 2 ana grupta smiflandirilir. Akciger kanserli olgunlarin
yaklasik %85°1 kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri tanis1 almistir. Kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri ayrica skuamoz hiicreli karsinoma, adenokarsinom ve biiyiik
hiicreli karsinoma olarak siiflandirilir (Wood, vd., 2015).

Sigara, akciger kanseri i¢in en dnemli tek risk faktoriidiir; bu, tiim akciger kanseri
tiirlerine neden olabilir, ancak kiiciik hiicreli akciger kanseri ve skuamoz hiicreli karsinom
ile daha gii¢lii bir sekilde baglantilidir (Dela Cruz, vd., 2011; Diniz, vd., 2017).

Akciger kanseri gelisiminde; genetik, epigenetik ve ¢evresel faktorleri iceren ve
anahtar role sahip onkogenlerle timor supresdr genlerin diizensiz etkilesimlerine bagl
kanserle iliskili sinyal yolaklarinin aktivasyonuna yol acan ¢oklu kanserojenik agamalar
gozlenir. Akciger kanserinin kiiciik hiicreli ve kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri olarak
smiflandirilmasi tedavi i¢in yeterli olmussa da, ozellikle son yilda, akciger kanser
gelisiminde etkili birgok molekiiler degisiklikler kesfedilmis olup, bunlar daha cok

adenokarsinomlarda saptanmaktadir (Diniz, vd., 2017).

2.2.1 Akciger kanseri epidemiyolojisi

Gilinlimiizde en sik goriilen kanser tiirii olan akciger kanseri, diinyadaki tiim yeni
kanser olgularinin %12,8'ini olusturmaktadir. Her yil sikliginin %3 oraninda arttigi
belirlenmistir (Bingol, 2014). 2012 yilinda 1,6 milyondan fazla insan akciger kanseri
nedeniyle 6lmiistlir. Tiitlin i¢imi ile akciger kanseri olusumu arasindaki neden sonug
iligkisi, hem ekolojik hem de klinik olarak kanitlanmistir. Kiiresel agidan bakildiginda,
ozellikle gelismekte olan iilkelerde, artan tiitiin tiiketimi egiliminin ardindan, akabinde
akciger kanseri mortalitesindeki yiikselme egilimlerinin goriildiigii goriilmektedir. Tiim
kanser oliimleri iginde, akciger kanserinin, her iKi cinsiyette en sik 6liim nedeni oldugu
ve kanser oliimlerinin de %17,8'inden sorumlu oldugu bilinmektedir. Genel akciger
kanseri insidansi: erkeklerde kadinlardan daha yiiksekken 1980'lerden beri erkekler i¢in
diisiis gostermektedir. Ayrica akciger kanseri insidans1 2000'li yillarin ortalarindan beri

kadinlar igin diigiis gostermektedir (1980'lerden bu yana artan egilimin azaldig1



goriilmektedir). Akciger kanseri kotii prognoza sahiptir, bu da insidansin mortalite ile
¢ok yakin oldugu anlamina gelir. Ortalama olarak akciger kanseri bes yillik goreceli
hayatta kalma oran1 %16'dir. Akciger kanseri 6liimlerin yas gruplarina gore bolgelere
gore dagilimi Sekil 2.1°de gosterilmistir (Didkowska, vd., 2016; Groot ve Munden 2012;
Dela Cruz, vd., 2011).
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Sekil 2.1. Akciger kanseri 6liimlerin yas gruplarina gore bolgelere gore dagilimi (her iki
cinsiyeti de igermektedir) (Didkowska vd., 2016).

Ulkemizde yapilan calismalarda en sik saptanan histolojik tip epidermoid
kanserdir (Uysal ve Ozgiil, 2005). Akciger kanseri haritas1 projesinde en sik saptanan
histolojik tip %29,4 ile epidermoid karsinom iken, olgularin %71,9’u kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri olarak siniflandirilmistir.  Sigara igmeyenlerde ve pasif
igicilerde ise adenokarsinom en sik goriilen histolojik alt tiptir (Ozsu ve Ozlii, 2013).
Saglik Bakanligi Kanser Daire Bagkanligi’nin 2014 yili verilerine gore Tiirkiye’de
akciger kanserinin yasa standardize insidans hiz1 erkeklerde 100.000’de 52,5 kadinlarda

ise 100.000°de 8,7 olarak bildirilmektedir.

2.2.2 AKciger kanseri etiyolojisi

Tiitlin ve tiitlin Griinlerinin kullanimi1 akciger kanserinin en 6nemli nedenlerinden
biridir. Diger ¢evresel etkenlerin baginda pasif igicilik gelmektedir. Bunlarin yan1 sira
mesleksel veya c¢evresel radon, asbest, silika, polisiklikaromatik hidrokarbonlar ve

klorometil eterler, agir metal (kadmiyum, krom, nikel) maruziyeti, hava kirliligidir.



Bireysel faktorlerin de akciger kanseri gelisiminde rolii vardir. Karsinojen
metabolizmasinda rol oynayan sitokrom enzimleri ve DNA tamir mekanizmalarindaki
bozukluk ya da polimorfizmler de 6nemlidir (Esin ve Celik, 2013).

Tiitiin ve tiitiin iiriinleri: Tiitlin ve titlin trtinleri kullanim1 akciger kanserini
tetikleyen en onemli faktordir. Kronik sigara igimine tiiketiminin, akciger kanseri
olgularmin %90’mndan sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Sigara tiiketiminin siiresi ve
yogunlugu artmis akciger kanseri riski ile dogrudan iliskilidir. Sigara igen kisilerdeki
akciger kanseri riskinin sigara igmeyen kisilere oranla 20 ila 50 kat daha fazla oldugu
diisiiniilmektedir (Hoffman, vd., 2001; Malthora, vd., 2016). Sigarada yaklasik 40.000
tane kimyasal madde tanimlanmis ve bunlarin 60’tan fazlasi karsinojen madde olarak
tespit edilmistir. ~ Sigarada bulunan en giiglii karsinojenler, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar (PAH), N-nitrozaminler, aromatik aminler, piridin alkaloidleri ve
heterosiklikaminlerdir (Yiiksek, 2015). Bunlarin i¢inde, nikotinin nitrozasyonundan
olusan nitrozamin 4-(metil nitrozamin)-1-(3 piridil)-1-biitanon (NNK) en giiclii ve en
mutajen karsinojendir. Sigara dumani 6000 kadar kimyasal maddeden olusmaktadir ve
bunlardan 55 kadarinin karsinojen oldugu bilinmektedir. Sigaralardaki nikotin ve katran
oranlarinm diisiiriilmesine karsin kanser riski ¢ok az diismektedir (Ozbasoglu, 2013).

Pasif icicilik: Sigara dumanindan pasif etkilenim ile akciger kanseri riski
erkeklerde %37, kadinlarda %22 artis gostermektedir. Cevresel sigara dumanina
maruziyette (pasif igicilik) aktif sigara icenlere gore karsinojenlere maruziyetin
yogunlugu daha az olmasina ragmen maruziyet yasi1 genelde daha erken baslayip daha
uzun stirmektedir (Taban, 2017).

Cevresel etki ve mesleki maruziyet: Mesleki maruziyetler, akciger kanseri
etiyolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir ve bir dizi endiistride ve meslekte calisan
is¢ilerde akciger kanseri riski artmaktadir. En 6nemli mesleki akciger karsinojenlerinin
asbest, silika, radon, agir metaller ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar oldugu
bildirilmistir. Tiim farkli asbest tiirleri (krikoidolit, amosit ve tremolit dahil olmak {izere
krizotil ve amfiboller), insan akcigerinde karsinojenik etkiye sahiptir. I¢ hava kirliligi,
kotii havalandirilan evlerde komiir yakilmasi, odun ve diger kat1 yakitlarin yanmasindan
kaynaklanan dumanlari icerir. Ev ici hava kirliliginin akciger kanseri riskinde artisa
neden oldugu saptanmistir. Uluslararas1 Kanser Aragtirmalar1 Ajansi, hava kirliligini

risk faktorleri arasina dahil etmektedir (Taban, 2017).



2.2.2.1 Akciger kanserinde genetik risk faktorleri

Ailesinde akciger kanseri veya geng yasta akciger kanseri gelisme Oykiisii olan
kisilerde akciger kanser gelisme riskinde 2 kat artis vardir. Birinci derece yakinlarinda
akciger kanseri bulunan hig sigara igmemis kisilerde, akciger kanseri gelisme riski 2,7 kat
fazladir (Zhu, vd., 2014; Matakidou, 2004).

Aile oykiisii: Yiiksek riskli pedigrilerin bir baglant1 analizi, kromozom 6q23—-25'e
karst onemli bir duyarlilik lokusu tanimlamistir. Akciger kanseri riski de, tiimor
baskilayic1 gen P53'te germ hatti mutasyonu ile karakterize Li-Fraumeni sendromu
cergevesinde artmaktadir (Malhotra, vd., 2016).

Genetik polimorfizmler: Son zamanlardaki genom boyu iliski (GWA)
caligmalari, ortak genetik varyasyonlari tanimlamak igin bir milyon etiketleme tek
niikleotid polimorfizmini (SNP) kullanarak akciger kanseri riskinin altinda yatan ¢oklu
genetik polimorfizmleri tanimlayabilmistir. Belirlenen ii¢ ana duyarlilik lokusu, 15925,
5p15 ve 6p21 bolgelerinde bulunmaktadir, bunlarin disinda bir¢ok ortak varyant da
bildirilmistir. 15925 duyarlilik bélgesi, néronal ve diger dokularda nikotinik asetilkolin
reseptorlerini kodlayan {i¢ kolinerjik nikotin reseptdér genini (CHRNA3, CHRNAS ve
CHRNBA4) igeren alt1 tanimlanmis kodlama bdolgesi igerir. 150925 lokusundaki varyantlar
ayrica tiitiin bagimlilig1 ve sigara i¢cimi davranisinin artmasi ile birlikte giin basina icilen
sigara sayisini arttirmak da dahil olmak fiizere artmaktadir (Amos, vd.,2008;
Thorgeirsson, vd., 2008; Malhotra, vd., 2016). Akciger adenokarsinomlarinin 6nemli bir
fraksiyonunda yer alan yeni bir proto-onkogen, 14q13.3 amplifikasyon araliginda
bulunan ve bir soya spesifik transkripsiyon faktoriinii kodlayan NKX2-1 (NK2 homeobox
1, ayrica TITF1 olarak da adlandirilir) olarak tanimlanmistir (El-Telbany ve Ma, 2012).

Diger faktorler: Daha 6nceden gegirilmis hastaliklarin (astim, tiiberkiiloz, kronik
bronsit, amfizem ve obstriiktif akciger hastaliklar1 gibi) akciger kanseri riskini arttirdigini
gosteren calismalar vardir (Yiksek, 2015). Yiiksek doz radyasyona maruz kalmis
populasyonlarda yapilan epidemiyolojik ¢alismalar, akciger kanserinin iyonize
radyasyonla ortaya c¢ikan kanserlerden biri oldugunu géstermistir (Ozbasoglu, 2003).
Gegirilmis malignitelerin tedavisi i¢in toraksa radyoterapi alan hastalarda akciger kanseri

riskinin arttigi saptanmistir (Taban, 2017).



2.3 Akciger Kanserinin Histopatolojisi

Akciger kanseri genellikle mikroskop altinda bakildiginda etkilenen hiicrelerin
bliytikliigline bagl olarak kiictik hiicreli akciger kanseri ve kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanseri olmak {izere iki tipe ayrilir Kiiglik hiicreli akciger kanseri siklikla karaciger,
beyin, kemik ve adrenal bezlere (her bobregin iistiinde bulunan kiigliik hormon {ireten
bezler) siklikla metastaz yapar. Tanidan sonra, kii¢iik hiicreli akciger kanseri olan ¢ogu
insan yaklasik bir y1l hayatta kalir; ylizde yediden az1 bes yil hayatta kalir (Bakar, 2017).

Kanserin baslica hiicre tipleri kii¢iik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiiciik
hiicreli olmayan akciger kanseri (KHDAK) olup, ikinci kategori birkag histolojik alt tip
icerir, bunlarin baslicalar1 skuamo6z hiicre kanseri, adenokarsinom ve biiyiik hiicre
kanseridir.

Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri, {i¢ ana alt tipe ayrilir: adenokarsinom,
skuamdoz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli akciger karsinomu. Adenokarsinom,
akcigerler boyunca yer alan kii¢lik hava keselerini (alveol) tutan terminal bronsiyol epitel
hiicrelerinden koken alir.  Skuaméz hiicreli karsinom, nefes borusundan (trakea)
akcigerlere (bronslar) giden pasajlar1 hizalayan skuamdz hiicrelerden kaynaklanir. Biiyiik
hiicreli karsinom, akcigerleri hizalayan epitelyal hiicrelerden kaynaklanir. Biiyiik hiicreli
karsinom, adenokarsinom veya skuamdz hiicreli karsinom gibi goriinmeyen kiiciik
hiicreli olmayan akciger kanserlerini kapsar. (Ozercan ve Simsek, 2017)

Sigara igimi ile en gii¢lii iliskisi olan hiicre tipleri KHAK ve skuaméz hiicreli
akciger kanseridir. Son yillarda immiinohistokimyada yeni teknikler hiicre tipinin daha
dogru tanimlanmasimi saglamistir ve sigara i¢cmeyenlerin adenokarsinomlarinda
epidermal biiylime faktorii reseptoriic (EGFR) mutasyonlar1 gibi prognostik ve tedavi

etkileri olan spesifik genetik mutasyonlarin saptanmasi igin testler mevcuttur (Groot,
2012).

2.3.1 Kiiciik hiicreli akciger kanseri

Kiiciik hiicreli akciger tiim akciger kanseri olgularmin %14 kadarini
olusturmaktadir. Hemen tiim olgularda sigara ile iligkilidir. Tan1 aninda ¢ogu olgunun
ileri evre oldugu akciger kanseri tiirtidiir.

Akciger kanserlerinde KHAK ve KHDAK olmak iizere ayrim yapilmasinin
nedeni KHAK’lerin daha agresif seyretmeleri, tan1 aninda metastaz yapmalar1 ve

genellikle cerrahi sansin olmamasidir. Kiiciik hiicreli akciger karsinomlari, kii¢iik hiicreli



dis1 akciger karsinomlarindan ayiran belli morfolojik 6zellikler vardir fakat asil 6zellik;
hiicrelerin boyutu degil, kromatin yapisidir. Timor hiicreleri tipik olarak, hiicrelerin
kolay zedelenebilmesi nedeni ile olusan ezilme, c¢ekilme, yigilma artefakti olusturan,
yiiksek mitotik aktivite gOsteren ince graniiler kromatine sahip, niikleolii belirsiz,
yuvarlak ya da fuziform kiiciikk niikleuslu, dar sitoplazmalidir. Cogu olguda nekroz
goriilmektedir. Damar duvarlarinda tiimor hiicrelerinden ¢ikan artmis miktardaki
DNA’nin olusturdugu bazofilik goriinim Azzopardi etkisi olarak adlandirilan tipik bir
bulgudur (Taban, 2017; Yener ve Apa, 2017; Yiiksek, 2015)

2.3.2 Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri
Akciger kanserli olgunlarin yaklagik %85°1 kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri
tanist almistir.  Kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri skuamoz hiicreli karsinoma,

adenokarsinom ve biiyiik hiicreli karsinoma olarak siniflandirilir (Yener ve Apa, 2017).

2.3.2.1 Adenokarsinom

Olgularda en sik goriilen akciger kanseri tipi olarak degerlendirilmektedir. Sigara
icme aliskanliklarindaki degisiklikler nedeniyle, adenokarsinom son yillarda skuamoz
hiicreli karsinomu gecerek tiim akciger kanseri olgularinin yaklasik %50’sini
olusturmaktadir. Genelde sigara Oykiisii olmayan kisilerde, kimi zaman skar dokusu
zemininde gelisen bu tlimor, terminal bronsiyol epitelinden kdken alir. Tiimdr,
histopatolojik agidan incelendiginde ¢ogu kez kompleks heterojen bir yapiya sahiptir. Bu
yapi, lepidik, papiller, asiner, mikropapiller ve solid paternlerin bir ya da birkagindan
olugsmaktadir (Yener ve Apa, 2017; Taban, 2017)

2.3.2.2 Skuamoz hiicreli karsinoma

Brong epitelinde skuam6z metaplazi veya displazinin odaklariin ilerlemesiyle
gelisen, genelde ana brongslarda santral yerlesimli tiimorlerdir. Sigara ile iliskilidir.
Gilintimiizde adenokarsinomlardan sonra en sik rastlanan akciger kanseri ¢esididir. Gross
olarak perihiler yumusak dokular, akciger parankimi ve hiler lenf nodlarini infiltre
edebilir. Periferik yerlesimlilerde nodiiler bitylime, santral nekroz ve kavitasyon gozlenir.
Morfolojik olarak seffaf hiicreli, kii¢lik hiicreli, papiller, bazaloid varyantlar olmak iizere

4 varyanti vardir (Yener ve Apa, 2017).
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2.3.2.3 Biuvik hiicreli karsinom

Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri olgularinin %3-5’ini olusturur. Kiiciik
hiicreli karsinomun sitolojik 6zelliklerini tasimamaktadir ve sitolojik diferansiyasyon
gostermez. Cogunlukla periferal yerlesimli olup biiyiik hacimlidirler. Morfolojik olarak
skuamdz ya da glandiiler ayrimlasma gostermez. Iri ve poligonal niikleuslar1 vardir,
niikleolusu belirgin hiicrelerden olusan timdrdiir. Sigara ile iligkilidir. Alt tipleri; biiyiik
hiicreli noroendokrin karsinoma (kombine ya da saf), lenfoepitelyoma-benzeri
karsinoma, bazaloid karsinoma, seffaf hiicreli karsinoma, rabdoid fenotipli biiyiik hiicreli

karsinom, hi¢ ayrimlasmamis biiyiik hiicreli karsinomadir.

2.4  A549 Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri Hiicre Hatti

AS549 kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicreleri, adenokarsinomik insan
alveolar bazal epitelyal hiicreleridir. A549 hiicreleri ilk kez 1972 yilinda D.J. Giard vd.,
tarafindan elde edilmistir. Kanserli akciger doku kiiltiirii pulmoner adenokarsinomast
bulunan 58 yasindaki bir Kafkasyali erkekten alinmistir. Bu hiicreler tek tabakali,
yapigkan ve kiiltiir flasklarinda ¢ogaltilabilmektedir. A549 hiicreleri timor siipresor P53
geninin yabanil-tipine (wild-type) sahiptir. A549 hiicreleri %24 oraninda 66 kromozoma
sahip (%22 oraninda 64 kromozom) hipotriploid bir insan hiicre hattidir. Cogu hiicrede
iki X ve iki Y kromozomu vardir. Bununla birlikte, analiz edilen 50 hiicrenin %40'inda
bir veya her iki kromozom kaybolmustur. Kromozom N2 ve N6, hiicre basina tek
kopyaya sahiptir ve N12 ve N17 genellikle 4 kopyaya sahiptir. Sitogenetik bilgi hiicre
hattinin baslangi¢ stoguna dayanmaktadir (Lieber, vd., 1976).

Bunn, vd., (2001) A549 hiicre hattinin HER2 ekspresyon seviyesinin %72
oldugunu (SKBR3 hiicre hatt1 HER2 ekspresyon seviyesi i¢in referans hiicre hatt1 kabul
edilip %100 olarak kabul edildiginde); A549 hiicrelerinde rastlanan ortalama HER2 gen

sayisinin 3,7 oldugu, maksimum HER2 gen sayisinin ise 8 oldugunu bildirmislerdir.

2.5 Akciger Kanserinde Molekiiler Prognostik Faktorler

Son yillarda akciger kanseri genom analizinde goriilmemis gelismeler, hastaligin
daha derin bir molekiiler olcekte anlasilmasmi saglamustir. ik olarak, tiim gen
familyalarinin (6rn., protein kinome, lipit kinome ve tirozin fosfatome), akciger
kanserinde kanser genlerinin DNA mutasyonel profillemesinin bir parcasi olarak analizi,

hastaligin molekiiler yapis1 hakkinda hayati bilgiler agiklamistir. RAS / RAF / MEK /
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MAP kinaz sinyal yolunun protein mutasyonlari tiiriiniin biiyiik 6l¢ekli sisteminde ilk
olarak incelenmistir.

Kansere bagli mutasyonlarin kesfi, kanser genomunun sistematik olarak yeniden
diizenlenmesi ile gergeklestirilmistir. 188 insan akciger adenokarsinomu vakasinda yeni
somatik mutasyonlar1 kesfetmeyi amacglayan bir c¢alisma, bilinen veya siiphelenilen
kanserli aktiviteye sahip 623 genin DNA dizilemesinden sonra 1.000 somatik mutasyon
ortaya cikarmigtir. Muhtemel olarak yiiksek bir mutagenez hizina sahip 26 geni
tanimlanmustir, bunlar1 da muhtemelen tiimoér olusumuna neden oldugi ifade edilmistir.
Siklikla mutasyona ugramis diger genler arasinda EGFR homologu ERBB4 gibi tirozin
kinazlar ve EPHA3, VEGFR2 (KDR) ve NTKR gibi ¢oklu Ephrin reseptoér genleri
bulunur (Ding vd., 2008).

2.5.1 Epidermal biiyiime faktor reseptorii (EGFR)

EGFR, giinlimiizde diinya capinda klinik ortamda yaygim olarak kullanilan,
akciger kanserinde molekiiler hedefli tedavinin anahtar paradigmasidir. Mevcut EGFR'yi
hedefleyen mevcut ilaglar 2 kategoriye ayrilabilir: kiiglik molekiilli EGFR tirozin kinaz
inhibitorii (TKI) olan gefitinib ve erlotinib ve monoklonal anti-EGFR antikoru olan
setuksimab. EGFR'deki genomik kesifler ve sonugta ortaya ¢gikan hedefe yonelik tedavi,
akciger kanseri biyolojisi ve tedavisindeki yenilenmis anlayis i¢in yeni bir firsat penceresi
acmistir. Bu anlayisa esas olarak, akciger adenokarsinomunda spesifik bir EGFR gen
mutasyonu kiimesinin, EGFR kinaz inhibitorleri gefitinib ve erlotinibe karsi gelismis
duyarlilik ve klinik tepkiye neden oldugunu bildiren calismalarin bulgulari neden
olmustur (Lynch, vd., 2004; Paez, vd., 2004; Pao, vd., 2004). Tirozin kinaz domeininde
18 ila 21 arasindaki eksonlarin, mutasyonel sicak noktalar1 barindirdig

diistiniildiigiinden, en yogun dizilenen bolgedir (El-Telbany ve Ma, 2012).

2.5.2 Kirsten rat sarkoma viral onkogen homologu (KRAS)

KRAS, asag1 yonde biiyiime faktorii reseptor sinyallemesinin merkezi bir
aracisinin roliinii oynayan bir guanozin trifosfatazi sifreler ve bu nedenle hiicre
cogalmasi, hayatta kalma ve farklilasma i¢in kritik neme sahiptir. Yapisal olarak aktif
hale gelen KRAS gen {iriinii; GDP/GTP'ye son derece yiiksek afinite gostermesi, bilinen
allosterik baglanma bdlgelerinin yoklugu, proteinin genis transkripsiyon sonrasi

degisikliklere maruz kalmasi gibi cesitli nedenlerden dolayr onkolojide zor bir hedef
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olarak kalmigtir. KRAS gen mutasyonlar1 skuamoz hiicreli karsinomda nadirdir, ancak
akciger adenokarsinomlarinin yaklagsik %15 ila %25'inde mevcut olabilir (Aviel-Ronen,
vd., 2006). Mutasyonlar oncelikle ekzon 1'in 12. ve 13. kodonlarinda yanlis anlam
mutasyonlaridir. Vakalarin biiyiik ¢ogunlugunda, KRAS mutasyonlar1 EGFR wild-type
(yabanil-tip) tiimoérler bulunmustur; bu nedenle, EGFR ve KRAS mutasyonlari karsilikli
olarak smirlidir (Marchetti, vd., 2005; Toyooka, vd., 2006 a). EGFR'de oldugu gibi
KRAS mutasyon durumu, primer tiimor ve ilgili metastazlar arasinda da degismektedir
(Toyooka, vd., 2006 b). Su anda, in vitro ¢alismalarda ve klinik kullanimin erken
sathalarinda basarili olan ajanlarin bulunmasina ragmen, klinik kullanimda mutasyona
ugramis KRAS" hedefleyen etkili bir hedefe yonelik terapotik bulunmamaktadir (El-
Telbany ve Ma, 2012; Matikas, vd., 2017).

2.5.3 Hepatosit biiyiime faktorii reseptorii (MET)

MET (c-Met proto-onkogen, HGF reseptorii) onkogenik mutasyonlar,
amplifikasyon / asir1 ekspresyon ve alternatif splicingde gorevli bir proteindir. MET
proto-onkogeni, EGFR ve hepatosit biiytime faktorii (HGF) genlerinin de bulundugu
insan kromozomu 7 iizerinde bulunur. MET, dogal ligandina (HGF) baglanan ve ayrica
scatter faktorii (SF) olarak adlandirilan bir reseptor tirozin kinazi (RTK) kodlar (Ma, vd.,
2003).  Ligand-reseptor baglanmasi, reseptor fosforilasyonunu ve aktivasyonunu
kolaylastiran MET reseptoriinde bir konformasyon degisikligi baslatir. Malignite
baglaminda, MET-HGF / SF yolu, tiimor biiylimesi, hayatta kalma, dallanan morfogenez,
maotilite ve migrasyon, invazyon, timdr anjiyogenez ve metastaz gibi pleiotropik etkilerin
bir araci olarak giiglii bir sekilde rol oynamaktadir (Ma, vd., 2003; Wojta, vd., 1994;
Besser, vd., 1997). Rikova ve arkadaslarinin (2007) bir aragtirmasina goére, MET
reseptorii, RTK familyasinin iiyeleri arasinda KHDAK doku 6rneklerinde tirozinlenmis
fosfopeptidlerin sayisinda birinci sirada yer almistir ve boylece MET'nin akciger kanseri
onkogenik stirecinde 6nemli bir siirlicli RTK oldugu fikrini desteklemektedir. Ayrica,
akciger kanserinde MET ve EGFR sinyal yollari arasinda ¢apraz-konusma (cross-talk)
bulunmustur (El-Telbany ve Ma, 2012).

2.5.4 V-raf miirin sarkoma viral onkogen homologu (BRAF)
BRAF kinaz, ARAF, BRAF ve CRAF (RAF1) iceren bir serin-treonin protein

kinaz ailesine aittir. Mutant BRAF melanom, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri,
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yumurtalik kanseri, papiller tiroid kanseri ve kolorektal kanser dahil olmak iizere gesitli
kanserlerin patogenezinde rol oynamistir. Yaygin olarak tanimlanan BRAF mutasyonu,
melanomda BRAF mutasyonlarinin %901 olusturan V60O0E'dir.  Kii¢iik hiicreli
olmayan akciger kanserinde, BRAF gen mutasyonlar1 tiim Orneklerin %1-3'tinde
tamimlanmistir (EIl-Telbany ve Ma, 2012; Davies, vd., 2002; Brose, vd., 2002; Pratilas,
vd., 2008).

2.5.5 Fosfatidilinisitol-4,5-bifosfat 3-kinaz katalitik alt iinite alfa (PIK3CA)

PIK3CA geni, hiicre biiylimesi, proliferasyonu, farklilasmasi, motilitesi ve hayatta
kalmasi dahil olmak iizere bir¢ok hiicresel siirecte yer alan bir lipit kinaz ailesine ait olan
fosfatidilinositol 3-kinazlarin (PI3K) katalitik alt birimlerinden biri olan p110a'y1 kodlar.
PI3K, 2 altbirimden olusan bir heterodimerdir: bir 85-kDa regiilator alt birim (p85) ve bir
110-kDa katalitik alt birim. PI3K, hiicre zarinin i¢ boliimiinde PI (4,5) P2'yi PI (3,4,5)
P3'e donistiiriir. PI (3,4,5) P3, hiicre zarina AKT gibi 6nemli downstream sinyal
proteinlerini toplar; bu, proteinlerin artan aktivitesi ile sonuglanir. PIK3CA'nin
kolorektal kanserlerin  %30'undan fazlasinda mutasyona ugradigi bulunmustur.
PIK3CA'daki somatik mutasyonlar da tiim kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserlerinin
%1 - 3'inde bulunmustur (Samuels, vd., 2004; Kawano, vd., 2006). Ayrica skuamoz
hiicreli karsinomda daha sik gortiliirler. PIK3CA, kanser hedefli ilag terapisinde bir aday
olarak 6nemli bir potansiyel gostermektedir (El-Telbany ve Ma, 2012).

2.5.6 Anaplastik Lenfoma Reseptor Tirozin Kinaz (ALK)

ALK, cesitli malignitelerde anormal olan bir tirozin kinaz reseptédriidiir. Insan
kanserlerinde ALK'nin rolii uzun siiredir non-Hodgkin lenfomada NPM-ALK
fiizyonunda taninirken, EML4-ALK fiizyonu literatiirde Soda vd., (2007) tarafindan yeni
bir potansiyel onkojenik olarak kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde belgelenmistir.
Akciger tiimorlerinin yaklasik % 3-7'si ALK flizyonlarini barindirir (El-Telbany ve Ma,
2012).

2.5.7 RET proto-onkogeni

RET proto-onkogeni, glial hiicre dizisi tiiretilmis norotropik faktor ailesi
ligandlar1 igin bir reseptor tirozin kinaz kodlar; noral gelisim ve bakim i¢in RET sinyali
gereklidir. RET mutasyonlarinin tiroid kanserlerinde mevcut oldugu bilinmektedir.

Aslinda tiim sporadik papiller tiroid karsinomlarinin % 10 ila % 20'sinde RET fiizyonlari
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bulunur ve bunlarin %60 - 70'i RE1 fiizyonuna baglanir. Akciger kanserinde KIFSB-RET
fiizyonu kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hastalarinin kiigiik bir kohortunda tespit
edilmistir. RET pozitif hastalarda bilinen herhangi bir onkojenik mutasyon
saptanmamistir, bu da RET flizyonunun onkogenik siirecin ardindaki itici gii¢
olabilecegini diisiindiirmektedir. Kohno vd., akciger adenokarsinomu olan vakalarin %1-

2’sinde KIF5B-RET fiizyonu oldugunu bildirmislerdir (EI-Telbany ve Ma, 2012).

2.5.8 Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2

On yedinci kromozomun (KR 17) uzun kolunda yerlesen insan epidermal biiyiime
faktorii reseptorii 2 (HER2 / ErbB2) geni, intrinsik tirozin kinaz aktivitesiyle hiicre
bliylime ve cogalmasi, hiicre farklilasmasi, apopitoz, adhezyon, migrasyon benzeri
fonksiyonlarda rol oynayan transmembran reseptdr proteinini kodlar. ErbB2 geninin
insan malignitelerinde de Onemli bir roli vardir. HER2'min asir1 ekspresyonunun,
hastaligin kotii prognozu (agresif seyri), artmis mortalite ve daha yiiksek relaps orani ile
iligkili oldugu bulunmustur. ErBB tirozin reseptorii kinazlari, PI3K-AKT ve RAS-MAPK
yollar1 dahil olmak iizere ¢ogalma, goc¢, hayatta kalma ve hiicre biiyiimesi gibi bir¢ok
hiicre fonksiyonunu diizenleyen c¢esitli yollar1 aktive eder (Arman, vd., 2013).

HER?2 protein asir1 ekspresyonu ve gen amplifikasyonu, sirasiyla %6—35 ve %10-
20 oraninda kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanserinde (Rouquette, vd., 2012; Pellegrini,
vd., 2003) bulunurken HER2 mutasyonlari, yaklasik %?2-4 oraninda kii¢iik hiicreli
olmayan akciger kanserinde tanimlanmistir (Arcila, vd., 2012; Tomizawa, vd., 2011).
HER2 mutasyonlar1 HER2 protein asir1 ekspresyonu ve gen amplifikasyonundan daha
onemli olmasina ragmen, HER2 mutasyona ugramis kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanseri hastalarinin klinik seyri hakkinda ¢ok az veri bulunmaktadir (Arteaga, vd., 2012).

HER?2 ekson 20 insersiyonlari, kinaz domeninin bir kismini1 kodlayan ekson 20
icinde meydana gelir. Bu mutasyon, tiim kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserlerinin
yaklagik %2-4'liik bir sikliginda gergeklesir. EGFR / KRAS / ALK - negatif kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanserlerinin 6rneklerinin kohortlarinda, HER2 mutasyonlarinin
siklig1 %6'dir (Arcila ve ark. 2012).

HER?2 aktivasyonunda, reseptor homodimerizasyonu veya heterodimerizasyon,
HER2 aktivasyonu i¢in 6n kosul agamasidir. Daha sonra aktivasyonu, hiicre biiyiimesi,
proliferasyonu ve hayatta kalmasi dahil olmak iizere bircok etkiyi tesvik etmek i¢in genis

bir alt akis kaskadlar1 spektrumunu tetikler. PI3K / Akt, HER2 tarafindan aktive edilen



15

en iyi ¢alisilmig yollardan biridir. Aktive PI3K / Akt ayrica hiicre metabolizmasinin ana
pozitif diizenleyicisi olan mTOR'u tetikler. Ek olarak, HER2 aktivasyonu, kanser
hiicrelerinin biiylimesini ve gogiinii destekleyen Ras / Raf ve MEK yollarim1 aktive

edebilir (Diniz, vd, 2015). HER?2 aktivasyonu Sekil 2.2’de gosterilmistir.

HER1/3/4 HER2
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Sekil 2.2. HER?2 sinyalizasyonu (Vu ve Claret, 2012).

HER2'nin insan tiimoérlerinde oynadigi rol gergekten kayda degerdir. HERZ2,
spesifik olarak, meme kanserlerinin %20-30' unda asir1 ekspresyonu gosterir ve kotii hasta
sonuglari ile iligkili olmas1 muhtemeldir. Diger bir¢ok insan malignitelerinde de asir
ifade edilir. HER2'min asir1 ekspresyonu ayrica kanser hiicrelerinin metastatik
karakteristigini artirir. Kanserin 6zelliklerinden biri de apoptoza direngtir. HER2 asir1
ekspresyonu meme kanseri hiicrelerinde apoptozun baskilanmasina yol agar. Apoptozu
baskilamak i¢in, HER2'nin asir1 ekspresyonunun, farkli mekanizmalar yoluyla hem
intrinsik hem de dis kaynakli apoptotik yollar1 bozdugu gosterilmistir (Carpenter ve Lo,
2013). Ayni zamanda, apoptozun HER2 aracili baskilanmasi i¢in HER2 ekspresyonunu
korumak gerekir (Carpenter ve Lo, 2014). HER2, HER2 tarafindan apoptozun
bastirilmasinda 6nemli bir rol oynayan PI3K-AKT sinyallemesinin aktivasyonuna
aracilik eder. HER2 ayrica P53 fonksiyonunu da negatif olarak diizenler. HER2, her ikisi
de AKT'nin aract oldugu farkli dolayli mekanizmalarla P53'i bastirir. P53
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ekspresyonunun inhibisyonu, P53'in intrinsik apoptotik yolakta yer alan ¢esitli pro-
apoptotik genleri yukari regiile ettigi gosterildiginden apoptozu inhibe eder. Survivin,
HER2-aracili apoptoz baskilamada, hasta tiimoérlerinde HER2 ekspresyonu ile giiglii bir
iliski igerdiginden 6nemli bir rol oynar gibi goriinmektedir (Carpenter ve Lo, 2013).
HER2'nin demonte edilmesinin survivini siddetli bir sekilde azalttigi gosterilmistir.
Bunun tersi de dogrudur, ¢iinkiit HER2'nin zorla ifadesi survivin'i arttirir. Sonug olarak,
bu sonuglar agikca HER?2 ifadesinin, dolayli olarak azalmis apoptoza yol agan survivin
ekspresyonunu destekledigini gdstermektedir. HER2 ayrica hiicre sagkalimini
desteklemede Bcl-2'yi hedefler. HER2'nin asir1 ekspresyonu nedeniyle Bcl-2, Bel-xL,

Mcl-1 ve survivin upregiilasyonu vardir (Arman, vd., 2014).

2.5.9 ROS proto-onkogeni

ROSI, insiilin reseptor ailesinin bir reseptdr tirozin kinazidir. Genin baglangicta
glioblastomalarda bitisik FIG genine kaynastirildigi bulunmustur. Daha sonra, ROS1
fiizyonlari, yaklasik %2 oraninda kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde tanimlanmis
ve potansiyel bir siirlicii mutasyonu olarak kabul edilmistir. Bu fiizyonlar, ROS1 fiizyonu
tarafindan iletilen asagi akim sinyallemesinin ayrintilart heniiz tam olarak anlasilmamis

olsa da, reseptor tirozin kinaz aktivasyonu ile sonuglanmistir (EI-Telbany ve Ma, 2012).

2.6 Hiicre Dongiisii

Hiicreler i¢in en temel 6zelliklerden birisi kontrollii gogalmasi yani bdliinmesidir.
Biitiin hiicreler, mitoz bdliinme dongiisiiniin tamamlanmasi ile identik iki yavru hiicre
olusturmaktadir.  Hiicre boliinmesi, yavru hiicrelerin dogru ve eksiksiz genomu
icermelerini saglamak i¢in DNA replikasyonu ve hiicre dongiisii kontrol altindadir.
Hiicrenin boliinme dongiistinde gergeklesen hiicre boliinmesi, DNA replikasyonu,
genetik materyalin yavru hiicrelere esit aktarilmasi ve hiicrenin ikiye boliinmesi siiregleri
birbiri ile eszamanli olarak ger¢eklesmektedir (Liileyap, 2008).

Hiicre dongiisii interfaz ve mitoz yani dinlenme ve boliinme evreleri olarak iki
kisimda incelenmektedir. Dinlenme evresi, hiicrenin sorumlu oldugu islevleri yerine
getirdigi ve yasamsal faaliyetlerinin devam ettigi evredir. Bu evreye Go fazi da
denilmektedir. Boliinme evresi ile mitoz i¢in hiicrenin hazirliklarini tamamladigi G, S
ve G fazlari ile mitoz boliinmenin gergeklestigi M fazindan olugmaktadir (Liileyap,

2008). Hiicre dongiisiiniin fazlar1 Sekil 2.3 te gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Hiicre dongiisiiniin sematik gosterimi.

G1 faz1 boyunca hiicre metabolik olarak aktiftir ve DNA replikasyonu i¢in gerekli
olan RNA ve proteinlerin sentezi gerceklestirilir.

S fazinda DNA replikasyonu tamamlanir.

G2 evresinde hiicre biiylimesi devam eder, mitoza hazirlik i¢in protein ve organel
sentezi gerceklesmektedir.

M fazinda ise bir hiicreden iki yavru hiicre olusur, niikleus boliinmesi ve onu takip

eden sitokinez ile mitoz boliinme tamamlanmaktadir (Liileyap, 2008).

Okaryotik hiicrelerde, hiicre dongiisii siireci korunmus bir seri protein kinaz

tarafindan regiile edilir. Bu protein kinazlara siklinler denir ve siklin bagimli kinazlarla

(CDKs) birlikte islev gormektedirler (Liileyap, 2008).

Siklin D erken Gy evresinde sentezlenir, CDK4 ve CDK6’ya baglanir.

Siklin E ge¢ Gi1 evresinde sentezlenir ve CDK2’ye baglanir. Bu ii¢ kompleks,
diger aracilarla birlikte hiicrenin S evresine girmesini ve hiicrenin S evresinde
ilerlemesini saglar.

Siklin A, CDK2 ve CDK1 e baglanir. Bu kompleksler, hiicrenin S fazin1 terk edip
G2 evresine girmesini saglarken Siklin B nin olusumunu indiikler.

Siklin B, CDK1’e baglanir ve bu kompleks hiicrenin G2 fazini terk edip M
evresine girmesine izin verir.

Siklinler, islevlerini gergeklestirdikten sonra, ubikitin-proteazom yolu ile
proteolitik olarak yikilmaktadir (Kastan ve Bartek, 2004).
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2.7 Apoptoz

Apoptoz hiicrelerin programlanmis 6liimii olarak bilinen ve farkli morfolojik
degisikliklerle karakterize olan (plazma membrani kabarmasi, hiicre biiziilmesi,
kromatinin yogunlasmasi / par¢alanmasi ve hiicrenin apoptotik cisimlere pargcalanmasi)
hiicresel bir siirectir (Nicholson, 1999). Apoptoz, embriyonun gelisiminde anahtar rol
oynarken erigkinlerde ise hiicre proliferasyonunun dengede olmasi ve dokudaki hiicre
sayisinin sabit tutulmasi gibi gorevleri listenmektedir. Bunlara ek olarak apoptoz, DNA
hasarmin olustugu hiicreler ve kanser olusumunu indiikleyebilecek gen mutasyonlarini
tasiyan hiicrelerin de organizmadan eliminasyonunu saglar. Tiim bu &zellikler, hiicre
sinyal iletiminde, DNA onariminda veya DNA biitiinliigiiniin yapisal bakiminda,
proteinlerin secici proteolizinin, bir grup sistein-aspartat enzimi olan kaspazlar tarafindan
gerceklestirilmesidir (Viktorsson ve Lewensohn, 2007; Johnstone 2002). Apoptozun
diizenlenmesinde kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi gibi molekiiller, P53, kaspazlar,
sitokrom-c gibi proteinler ve mitokondriyonlar rol oynar. Apoptotik siire¢ boyunca hiicre
icine stirekli girisi olan kalsiyum iyonlari; endoniikleaz, proteaz ve transglutaminaz
aktivasyonunda, gen regiilasyonunda ve hiicre iskeleti organizasyonunda rol almaktadir

(Coskun ve Ozgiir, 2011).
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Sekil 2.4. Intrinsik ve ekstrinsik apoptotik sinyal iletim yolag1 (Domagoj, vd., 2011).
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Apoptozu tetikleyen hiicre i¢i sinyaller; DNA hasari, hiicre i¢i Ca++ diizeyi artist,
pH azalisi, metabolik bozukluklar, hiicre dongiisti bozukluklar1 ve hipoksidir. Hiicre dis1
sinyaller ise biiylime ve iireme faktorlerinin yetersizligi, 61iim reseptorlerinin aktivasyonu
(FAS — FAS ligand aracili apoptoz, TNF aracili apoptoz), sitotoksik T lenfosit ve dis
etkenlerdir (toksinler, ultraviyole 1sinlar, kemoterapétik ilaglar, radyasyon). Hiicre ici
sinyaller instrinsik apoptoz yolunu devreye sokarken, hiicre dis1 sinyaller ekstrinsik yol
ile apoptozu indiikler (Coskun ve Ozgiir, 2011; Danial ve Korsmeyer, 2004; Kroemer,
vd., 2007; Viktorsson ve Lewensohn, 2007). intrinsik ve ekstrinsik apoptotik sinyal
yolag1 Sekil 2.4°te gosterilmistir.

Intrinsik yolun baslatilmasi, hiicre stresine yanit olarak mitokondriyal
intermembran boslugundan mitokondriyal elektron tasima zincirinin bir bileseni olan
sitokrom ¢ salinmasi ile gergeklesir. Daha sonra kaspaz-9 aktivasyonuna neden olan pro-
kaspaz-9, sitokrom-c ve Apaf-1'den olusan apoptozom yap1 insasina, daha sonra kaspaz-
3't ve dolayisiyla DNA fragmantasyonunu tetikler. Dis mitokondriyal membran, dig
mitokondriyal membran permeabilizasyonu (MOMP) olarak adlandirilan bir siiregte
biitiinligiinii kaybeder ve apoptotik proteinlerin sitozole (sitokrom ¢ ve Smac / DIABLO)
salinmasina neden olur. Ayrica bu proteinler, apoptoz proteinlerinin inhibitorii (IAP'ler)

tarafindan kaspaz inhibisyonunu 6nleyerek kaspaz aktivitesini 6nemli 6l¢iide arttirir.
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Sekil 2.5. Kaspazlarin yapisi. (A.Kaspazlar ii¢ biiyiik gruba ayrilirlar. Grup I:
Inflamatuvar kaspazlar, Grup II: Baslatici kaspazlar, Grup III: Efektor kaspazlar. B.
Pro-kaspaz aktivasyon semasi. (Lavrik, vd., 2005)).

Kaspazlar; inflamatuvar kaspazlar, (kaspaz-1, -4, -5, -11, -12, -13), baslatic1
kaspazlar (insan hiicreleri iginde kaspaz-2, -8, -9 ve -10), ve efektor kaspazlar (esas

olarak insan hiicrelerinde kaspaz-3, -6 ve -7) olarak 3 ana grupta siniflandirilir (Sekil 2.5).
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Bagslatic1 kaspazlar ikinci grubun kesiminden ve etkinlestirilmesinden sorumlu iken
efektor kaspazlar segici proteolizden sorumludur.

Kaspazlar ya 6lim reseptorii (DR) aktivasyonu (ekstrinsik) ya da apoptotik
proteinlerin  (6rnegin  sitokrom ¢, smac/DIABLO ve HtrA2/0Omi) (intrinsik)
mitokondriyal salmimi yoluyla aktive edilir. intirnsik yol tarafindan yayilan sinyaller,
hiicre c¢ekirdeginde veya lizozomlarda veya endoplazmatik retikulum iginde de
tretilebilir (Kroemer, vd., 2005; Norbury, vd., 2004; Orrenius, vd., 2003) .

Ekstrinsik kaspaz aktivasyon yolunda, TNF siiper ailesi ligandlar1 DR'lere
baglanir, bu da DR'lerin oligomerizasyonuna ve adaptor proteinlerinin bir 6liim domaini
yoluyla toplanmasina neden olur. Buna karsilik, adaptor proteinleri pro-kaspaz-8'i, pro-
kaspaz-8'in aktive edilmesine izin veren bir 6liim efektor alan1 (DED) yoluyla baglar, bu
da pro-kaspaz-8'deki adaptor alim alanina kritik bir sekilde baglidir (Pop, vd., 2006).
Aktif kaspaz-8 daha sonra ya pro-kaspaz-3'i dogrudan aktive eder ya da Bid-kesimi
yoluyla sinyali ¢ogaltir. InTrinsik yolda apoptotik sinyaller mitokondriyal dis zar
gecirgenligini (MOMP) arttirir, ardindan mitokondriyal inter-membran boslugundan
sitozole (6rn., Sitokrom ¢, Smac / DIABLO ve HtrA2 / omi) kaspaz aktivasyonunu tesvik
eden apoptotik proteinlerin selektif salinimi izler (Garrido, vd., 2006). Sitozolik sitokrom
C, apoptoz proteaz aktive edici faktor 1 (Apaf-1) ve dATP (yani apoptozom) ile bir
kompleks olusturur, burada pro-kaspaz-9'un dimerizasyonu gergeklesir ve kaspaz-9
aktivasyonu saglanir. Bunu pro-kaspaz-3 aktivasyonu takip eder (Pop, vd., 2006). Bunun
apoptotik ilerleme ile verimli bir sekilde sonuglanmasi i¢in, apoptoz proteinlerin
inhibitoriiniin (IAPS) kaspaz-bloke edici etkisinin es zamanli olarak ortadan kaldirilmasi
gereklidir. Bu nedenle, her ikisi de IAP'leri bloke eden ve her ikisi de artmis MOMPnin
bir sonucu olan Smac / DIABLO ve HtrA2 /omi'nin salinmasi, artmis kaspaz-3
aktivitesine yol agar (Garrido, vd., 2006). Kismen, MOMP, Bcl-2 aile proteinleri
tarafindan kontrol edilir ve anti-apoptotik iiyeler olan Bcl-xL ve Bcl-2’nin her ikisi de
MOMP'yi inhibe eder. Buna gore, her ikisi de “BH3-only” proteinler (Bid, Bim, Bad,
PUMA ve NOXA) tarafindan aktive edilen, Bak veya Bax gibi pro-apoptotik iiyeler,
MOMP'yi destekleyebilir (Puthalakath ve Strasser, 2002; Viktorsson ve Lewensohn,
2007; Fennel, 2005).

Mitokondri aracili sinyal iletiminin 6nemli bir regiilatorii, P53 timor siipresor

proteinidir. Boylece P53, pro-apoptotik proteinlerin (6rnegin Bax, PUMA, Apaf-1)
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ekspresyonunu indiikleyebilir ve/veya DNA hasari karsisinda Bcl-2 dahil anti-apoptotik
proteinleri inhibe edebilir (Vousden ve Lu, 2002). Ayrica, P53 sitozolii tekrar lokalize
edebilir ve “BH3-only” proteinler Bak ve/veya Bax aktivasyonunu tetikleyebilir (Chipuk,
vd., 2004; Leu, vd., 2004). Apoptotik sinyal iletim yolag1 Sekil 2.6’de gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Apoptotik sinyal iletim yollari. Kaspazlar ekstrinsik veya intrinsik yol sinyal
yolag ile aktive edilir. Oliim ligandlari reseptéorlerine (Fas-L ve Fas-R) baglanir ve 6liim
domaini adaptor proteinleri (FADD) ile baglanir. Bir oliim efektor alani (DED) yoluyla,
adaptor protein aktif hale gelen pro-kaspaz-8'i alir. Kaspaz-8, bundan sonra, yapisal
proteinleri ve kaspaz ile aktive edilmis DNaz inhibitériinii (ICAD) aywran pro-kaspaz-3'i
dogrudan aktive eder ve niikleer DNA'nin par¢alanmasina neden olan serbest kaspaz ile
aktive edilmis DNaz (CAD) ile sonuglanwr. Sinyali amplifiye etmek icin, kaspaz-8,
mitokondri aracili sinyallemeyi bagslatabilen Bid'i t-Bid'e bolebilir. Mitokondri aracili
yolak artmis mitokondriyal dis zar gegirgenligine ve apoptotik proteinlerin sitozole
(sitokrom ¢ ve Smac/DIABLO) salinmasina neden olur. Bcl-2, Bel-XL, Bak, Bax, Bad ve
Bid proteinleri MOMP'ta kismi kontrol gérevindedir. Sitozol icinde sitokrom c, pro-
kaspaz-9'un aktive edildigi apoptozom ile Apaf-1 ile birlikte bir kompleks olusturur. Aktif
kaspaz-9, pro-kaspaz-3 aktivasyonunu tetikler. Cesitli seviyelerde kaspaz iglenmesi ve
aktivitesi, apoptoz proteinlerinin inhibizori veya HSP tarafindan inhibe edilebilir.
IAP'ler Smac/DIABLO tarafindan antagonize edilir. Apoptotik sinyalleme, 14-3-3
proteinlerine baglanmay: indiikleyerek Bad islevi engelleyen biiyiime faktorii reseptor
sinyallemesinden de etkilenir. Apoptotik sinyaller, hiicre icindeki baska yerlerde de
baslatilabilir, burada P53, PUMA, NOXA ve kaspaz-2, DNA hasart iizerinde aktif hale
gelir ve pro-apoptotik sinyalleri mitokondriye iletir (Viktorsson ve Lewensohn, 2007).
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Kaspaz aktivitesi, apoptoz proteinlerinin (IAPs) inhibitdri, 1s1 soku proteinleri
(HSP'ler) veya protein kinaz sinyal iletimindeki degisiklikler ile kisitlanabilir. Kisaca,
IAP'lar (clAP-1, -2, XIAP ve survivin), kaspazlarin substrat baglayan cebi i¢inde yapisal
bir engele neden olur; bu durum substrat baglanmasimi engeller ve proteozomal
degradasyon i¢in bagli kaspazlar1 hedefler (Schimmer, 2004). HSP'ler (HSP90, HSP70,
HSP60 ve HSP27), sitokrom c'nin sekestrasyonu, Bid yeniden dagiliminin inhibisyonu,
Akt defosforilasyonu veya Apaf-1 aracili pro-kaspaz-9 veya pro-kaspaz-3
aktivasyonunun bloke edilmesi yoluyla kaspaz aktivitesini bloke edebilir (Parcellier, vd.,
2003).

Fosfatidilinositol 3-kinaz (P13-K) / Akt'e bagli yolak ve Ras-aktive mitojen-aktive
protein kinaz (MAPK) yollarmin her ikisi de apoptotik egilimi etkiler. Akt ve MAPK /
ERK esas olarak biiyiime faktorleri tarafindan aktive edilmesine ve pro-apoptotik sinyal
iletimini inhibe etmesine ragmen, MAPKIar, P38 ve JNK hiicresel strese (6rn., DNA
hasarl1 tedaviler) yanit olarak aktive edilebilir ve uyaranlara, siireye ve hiicre tipine bagh
olarak hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik olabilir (Davis, 2000). Hem Akt hem de
ERK, Bad veya kaspaz-9'u inhibe edebilir veya Bim'i antagonize edebilir (Puthalakath ve
Strasser, 2002; Pike, 2006; Greer ve Tournier, 2005). JNK'nin, kismen Bax/Bak
aktivasyonunu veya kompleks olusumunu tesvik ederek veya Bcl-2/Bcl-xL'yi inhibe
ederek sitokrom c salinimini diizenledigi bilinmektedir. (Lei ve Davis, 2003; Ihrlund, vd.,
2006; Donovan, vs., 2002). JNK ayrica Bak, Bax ve Bim'in ekspresyonlarina da
desteklemektedir. Benzer sekilde, P38 Bcl-2 aile proteinlerini antagonize ederek veya
tesvik ederek apoptotik sinyallemeyi kontrol eder (Cai, vd., 2006; Choi, vd., 2006;
Viktorsson ve Lewensohn, 2007).

Programlanmis hiicre 6liimii haricinde, patolojik durumlarda gerceklesen nekroz
da hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Apoptozun aksine nekrozda siire¢ genler tarafindan
regiile edilmez ve diizenli bir siire¢ degildir. Hiicrenin nekroza gitmesi bir¢ok sebebe
baghidir. Bunlar; hipoksik ortam, agir metaller, inflamasyon, yanik, oksidatif stres ve
toksik maddelerdir. Nekrozun karakteristik 6zelligi hiicre 6liimiinii takiben hiicre
iceriginin hiicreler arasi bosluga salimmasi ile inflamasyon olusumu ve makrofaj ile
nétrofillerin nekrotik dokuya migrasyonudur (Coskun ve Ozgiir, 2011; Goldstein ve
Kroemer, 2007; Viktorsson ve Lewensohn, 2007). Apoptoz ve nekrozun karsilagtirmasi

Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1.: Apoptoz ve nekrozun cesitli 6zelliklerinin karsilastirilmast (Coskun ve
Ozgiir, 2011‘den degistirilerek alinmistir.).

Ozellik Apoptoz Nekroz
Nedenler Biiyiime  faktorii  eksikligi, | Hipoksik ortam, oksidatif stres, agir
hiicre yaslanmasi, apoptotik | metaller, toksik maddeler,
yolak aktivasyonu, sitotoksik | inflamasyon.
etki, radyasyon.
Morfolojik Hiicre membrani saglamdir. Hiicre membran biitiinligi
N bozulmustur.
ozellikler Organeller saglamdir.
.| Organeller parcalanmistir.
Hiicre Kkiigiilir ve apoptotik
cisimler olusur. Hiicre siser ve hiicre lizisi
gergeklesir
Biyokimyasal | ATP gerektirir. ATP gerektirmez.
ozellikler DNA fragmentleri jel | DNA fragmentleri jel
elektroforezinde merdiven | elektroforezinde rastgele (smear
seklini alir. seklinde) yiiriir.
Diger Hiicreler tek basia veya grup | Hiicreler grup halinde oliir
halinde oliir. 3
Patolojik nedenlerden kaynaklanan
Fizyolojik sartlar dolayistyla | bir 6limdiir.
gerceklesebilir. . . ]
Lizozomal enzimlerin sekresyonu
Makrofajlar tarafindan fagosite | gerceklesir.
edilir. .
Inflamasyona neden olur.

2.7.1 Akciger kanserinde apoptotik sinyal iletiminde degisiklikler

Pro-kaspaz-8, FasL veya DRs ekspresyonlarinin kaybi (6rn., FAS veya TRAIL-

reseptorii 1) kiigiik hiicreli akciger kanserinde rapor edilmistir (Hopkins-Donaldson, vd.,

2003). Ayrica, kiigiik hiicreli akciger kanserinde kaspaz-8'in boliinemeyen bir homologu

olan c-FLIP'nin artan ekspresyon seviyesi gozlenmistir (Shivapurkar, vd., 2002). Normal

akciger ile karsilagtirildiginda kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri tiimorlerinde Apc-

l'in azalmis ekspresyonu bildirilmisken, pro-kaspaz-9 ve pro-kaspaz-3 yukari regiile

edilmistir (Krepela, vd., 2006). Pro-kaspaz-3'in artmis ekspresyonu, rezekte edilmis

kiiglik hiicreli olmayan akciger kanserinde kotii prognoz ile iliskiliyken, artmis kaspaz-3

ekspresyonu ve/veya aktivitesi, baska bir calismada artmis sagkalim ile iligkili
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bulunmusgtur. Apaf-1'in niikleusa lokalizasyonunun da erken evre kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanserli hastalarda sagkalimi 6ngordiigii bildirilmistir (Takata, vd., 2001; Besse,
vd., 2004; Viktorsson ve Lewensohn, 2007).

Bcl-2 aile proteinleri ile ilgili olarak, radyo-direngli kii¢iik hiicreli olmayan
akciger kanser hiicrelerinin radiosensitif kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanser veya
kiigiik hiicreli akciger kanserine kiyasla hi¢ aktivasyon gostermedikleri veya ¢ok az Bak
veya Bax aktivasyonu gosterdiklerini bildirilmistir (Viktorsson, vd., 2003). Akciger
kanseri olan hastalarda sagkalim ve / veya kemo veya radyoterapi yanitlari i¢in Bcl-2'nin
prognostik degeri yakin zamanda gézden gegirilmistir. Artan Bcl-2 ekspresyonu, bazi
kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri alt tiplerinde bulunmustur ve hafif prognostik
degere sahip oldugu onerilmistir (Zhu, vd., 2006).

Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserindeki IAP'lerin ve HSP'lerin ekspresyonu
ve prognostik degeri de gozden gegirilmistir. Kisaca, c-IAP-1, XIAP ve survivin'in,
tiimdr olmayan tipte bagimli bir sekilde bir kiigiik hiicreli akciper kanseri hiicre hatt1 ve
kiigiik hiicreli olmayan akciger kanser hiicre hatt1 panelinde farkli olarak ifade edildigi
bildirilmistir. ~ Aksine, c-l1AP-2, kiiciik hiicreli akciger kanseri hiicre hatlar1 ile
karsilastirildiginda kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hatlarinda 6nemli 6lgiide
daha yiiksek bir seviyede ifade edilmistir. Bununla birlikte, klinik akciger kanseri
materyalinde, c-IAP-1, -2 ve XIAP'in, klinik olarak iliskili prognostik faktorler (or.,
timor boyutu, evre, histoloji ve derece) veya timor kemoterapotik yanit ile iliskili
olmadigi rapor edilmistir (Ferreira, vd., 2001). Buna karsilik, yiiksek bir survivin
ekspresyonunun, radyoterapi sonrast kotli prognoz ve lokal kontrol ile korele oldugu
bildirilmistir (Choi, vd., 2001). Sekil 2.8’de kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde
IAP proteinleri ve kaspazlarin ekspresyon degisimleri gosterilmistir.

Kaspazlar; inflamatuvar kaspazlar, (kaspaz-1, -4, -5, -11, -12, -13), baslatici
kaspazlar (insan hiicreleri iginde kaspaz-2, -8, -9 ve -10), ve efektor kaspazlar (esas
olarak insan hiicrelerinde kaspaz-3, -6 ve -7) olarak 3 ana grupta siniflandirilir (Sekil 2.5).
Bagslatic1 kaspazlar ikinci grubun kesiminden ve etkinlestirilmesinden sorumlu iken
efektor kaspazlar segici proteolizden sorumludur.

Insan kiiciik hiicreli olmayan akciger kanser ve kiigiik hiicreli akciger kanseri
hiicre hatlarinda HSP72 ve HSP27'nin analizi, hiicre hatt1 panelindeki radiosensitivite ile

herhangi bir korelasyon gostermemistir. Kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri Klinik
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orneklerinde HSP27 ve HSP70 incelendiginde, vakalarin %60'inda ekspresyon saptanmis
ve HSP70 ekspresyonu histopatolojik farklilagsma, klinik evreler, sigara igme dykiisii veya

lenf nodu metastazi ile iliskili bulunmustur (Ekedahl, vd., 2003; Huang, vd., 2005).
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Sekil 2.7. Kiiglik hiicreli olmayan akciger kanserinde IAP proteinleri ve kaspazlarin
ekspresyon degisimleri. (IAP'lerin up-regiilasyonu survivin, XIAP ve cIAP1/2 apoptozom
aktivasyonuna diren¢ kazandwrabilir. Survivin XIAP't baglar ve dengeler. COX2,
KHDAK'de up-regiile edilmistir ve survivini stabilize etmektedir. Apoptozun
baskilanmasi, apikal izoform kaspaz 9b'nin ekspresyonu (gemsitabin ile RNA isleme
seviyesinde bastirilmig olan) ile saglanabilir. Cas9 ve Cas7 asiri eksprese edilmez

(Fennel, 2005))

Akciger kanserinin, 6zellikle de kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinin, artmig
biiyiime faktorii sinyallemesi ile yonlendirildigi iyi bilinmektedir. Dolayistyla, IGF-1R,
EGF-R (erbB1) veya KRAS'in tiimii, cogu zaman, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
ve kiigiik hiicreli akciger kanserinde fazla sentezlenmis veya yapisal olarak aktiftir ve
artmig anti-apoptotik sinyallemeye neden olabilir.  Ayrica, JNK ve/veya P38 gibi
MAPK'larin aktivasyonundaki eksikligin de, radyasyona bagli apoptotik tepkilerin
bozulmasina katkida bulunabilecegini gosterilmistir. Engellenen JNK aktivitesi, kii¢iik
hiicreli olmayan akciger kanser hiicreleri i¢inde fosfataz MKP1/CL100 ekspresyonunun
artmasindan kaynaklanabilir (Arteaga, vd., 2006; Viktorsson ve Lewensohn, 2007).
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2.8 Akciger Kanseri Tedavisi

Mevcut standart tedavilere ragmen akciger kanseri hastalarinin genel hayatta
kalma oran1 zayif kalmaktadir. Mutasyon analizi ve molekiiler hedefli tedavi
alanlarindaki son gelismeler, erlotinib ve gefitinib gibi (epidermal biiyiime faktorii
reseptoriine [EGFR] karsi) yeni reseptor kinaz inhibitérlerinin ve crizotinib (yeniden
diizenlenmis anaplastik lenfoma kinaz [ALK]) ve cetuximab (EGFR'ye karsi) ve
bevacizumab (vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriine [VEGF] kars1) gibi antikorlarin
gelistirilmesini miimkiin kilmistir. Bu kesifler tedaviye daha iyi yanit oranlar1 vermistir
ve hedefe yonelik akciger kanserinde kisisellestirilmis tedavide yeni bir ¢aga isaret
etmektedir. Ustelik son yillarda, akciger kanserinin molekiiler profillemesi, yiiksek ¢iktil1
genomik analiz platformlari ile yapilan kanser genom arastirmalarinda son derece hizli

bilimsel ve teknolojik ilerlemeyle biiyiik dl¢iide kortiklenmistir. (Telbany ve Ma, 2012)

2.8.1 Trastuzumab

Trastuzumab HER2'nin ekstraseliiler domain IV'e karsi yonlendirilen
rekombinant insanlastirilmis bir monoklonal antikor olarak gelistirilmistir (Carter vd.,
1992). Meme kanserinde hedefe yonelik tedavide basarili bir sekilde dikkat ¢ekici bir
ornek teskil etmistir.  Klinik ¢alismalar, trastuzumabin standart kemoterapi ile
kombinasyonunun tek basina kemoterapiden ¢ok daha iyi yanit oranlari sagladigini
gostermistir (Slamon vd., 2001; Vogel vd., 2002; Vu ve Claret, 2012).

Genel olarak, trastuzumab, HER2'nin hiicre dis1 alanina baglanarak, hem
dogrudan hem de dolayli olarak kanser hiicrelerinin biiylimesini, cogalmasini ve hayatta
kalmasin1 gii¢lii bir sekilde baskilayabilir (Junttila vd., 2009; Vu ve Claret, 2012).
Trastuzumabin etki mekanizmasi Sekil 2.9°da gosterilmistir.

HER2 Degredasyonu: Trastuzumabmn E3 ubikuitin protein kinaz c-Cbl
aktivitesini tesvik ederek HER2 internalizasyonunu ve degredasyonunu tetiklemesi
onerilmistir (Klapper vd., 2000). Trastuzumabin HER2'ye baglanmasmin c-Cbl'yi
kenetlenme yerine soktugu, Tyr1112'nin c-Cbl'in HERZ2'yi ubikitine ederek degredasyona
yol agtigi gozlenmistir.  c-Cbl’nin, trastuzumab'm HER2'ye baglanmasini nasil

indiikledigi ve c-CblI'nin HER2 degredasyonuna nasil aracilik ettigi belirsiz kalmaktadir.
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Sekil 2.8. Trastuzumabin etki mekanizmasinin sematik gosterimi. (A)Trastuzumab
antikorunun genel yapisi. (B)YHER2'nin ekstraseliiler domaininin kesimi sinyal
transdiiksiyon yollarini aktive edebilen membrana bagl fosforile P95 olusturur. (C)
Trastuzumab, gosterildigi gibi homodimerizasyonu veya heterodimerizasyonu fiziksel
olarak inhibe ederek HER2 sinyalini azaltabilir. (D)Trastuzumab, Fc-yetkili bagisiklik
efektor hiicrelerini ve antikor bagiml hiicre aracili sitotoksisitenin diger bilesenlerini,
tiimor hiicresi oliimiine yol agabilir. (E) Endositoz yoluyla reseptor asagi regiilasyonu
gibi ek mekanizmalar da one siiriilmiigtiir (Hudis, 2007).

Antikor bagiml hiicresel sitotoksisite: Bir antikor olarak, trastuzumabin ana
mekanizmalarindan biri, antikorlari, antikor bagimli hiicresel sitotoksisite (ADCC) olarak
adlandirilan bir mekanizma ile HER2'yi asir1 eksprese eden tiimor sitelerine ¢gekmektir.
Arnould vd., (2006) tiimér 6rneklerini trastuzumab ve dosetaksel ile tedavi edildikten
sonra, timor infiltratlarinda dogal 61diirticii hiicrelerin ve sitotoksik proteinlerin sayisinda
bir artis gdzlemlemistir. Bu bulgular, trastuzumabin bir etki mekanizmasi olarak antikor
bagimli hiicresel sitotoksisite mekanizmasi i¢in gii¢lii bir destek saglar ve yliksek HER2
ekspresyonuna sahip kanser hiicrelerinin nigin ilaca daha duyarli oldugunu agiklamaya
yardimec1 olur.

MAPK ve PI3K / Akt interferansi: Trastuzumabin en bilinen etkisi MAPK ve
PI3K / Akt yolaklarinin inhibisyonudur. Bu hiicre dongiisii arrestine ve hiicre biiyiimesi
ve ¢cogalmasinin baskilanmasina yol acar. HER2'nin dimerizasyonuna miidahale ederek,
trastuzumab'in HER2 aktivasyonunu inhibe ettigi ve Akt fosforilasyonunu baskiladigi

yaygin bir sekilde kabul edilmektedir (Junttila vd., 2009).
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2.8.2 5-Fluorourasil
Fluorourasil (5-fluorourasil) yaygin olarak kullanilan kemoterapi ilaglarindan
birisidir. Meme kanseri, kolon kanseri, rektum kanseri, pankreas kanseri ve mide kanseri
gibi solid doku tiimoérlerinin tedavisinde siklikla kullanilir (Jee Hyun Haa, vd., 2011).
5-fluorourasil, C-5 pozisyonunda hidrojen yerine flor igeren bir urasil analogudur.
5-fluorourasil intraseliiler olarak birgok aktif metabolite doniistiiriiliir: fluorodeoksitiridin
monofosfat (FAUMP), fluorodeoksiiiridin trifosfat (FAUTP), fluoroiiridin trifosfat

(FUTP). Bu aktif metabolitler ise RNA sentezini ve timidilat sentaz enzim aktivitesinin

bozulmasina yol agmaktadir.

@K-@» — E&D—E

Sekil 2.9. 5-fluorourasilin etki mekanizmasinin sematik gosterimi.

Timidilat sentaz (TS) enzimi, deoksitimidin monofosfattan (dTMP) deoksitiridin
monofosfat ({UMP) doniisiimiinii katalize etmektedir. 5-fluorourasilin aktif metaboliti
olan fluorodeoksiiiridin monofosfat (FAUMP) timidilat sentazin niikleotid baglanma
bolgesine baglanir ve kararli bir kompleks olusur, niikleotid baglanma bolgesinin dUMP
erisimi bloke olur ve dTMP sentezi inhibe edilir. Bu olay deoksiniikleotid (dNTP)
havuzunun dengesizligi ve deoksiiiridin trifosfat seviyesinin yiikselmesi ile sonuglanir.

Her iki olay da DNA hasarma yol agar. dUTP’nin neden oldugu DNA hasarinin dl¢iisii
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pirofosfataz, dUTPaz ve urasil-DNA-glikozilaz (UDG) seviyelerine baghdir (Longley
vd., 2003). dTMP, timidin kinaz (TK) etkisi araciligiyla timidinden temin edilebilir. Bu
temin etme yolag1 S5-fluorourasilin potansiyel direng mekanizmasini temsil etmektedir. 5-
fluorourasilin etki mekanizmasi Sekil 2.10’da gosterilmistir.

[lacin metabolizmas1 ve 5-fluorourasil deaktivasyonu igin ¢ok onemli olan
dihidropirimidin dehidrogenaz (DPD) enzimi aktivitesi hastalarin yaklasik %3-8’inde
genetik bir varyasyon nedeniyle azalir. Bu varyasyona sahip hastalarda gézlenen siddetli

toksik reaksiyonlar, diisiik dozda dahi ilk 5-fluorourasil uygulamasi sonrasinda dliimciil

olabilir. (Amstutz, vd., 2011).



3 MATERYAL VE METODLAR

3.1 Kullamlan Malzemeler

3.1.1 Kullanilan cihazlar

Buz Makinas1 (Hoshizaki)

Buzdolabi (+4 °C) (Regal)

Buzdolabi (-80 °C) (Panasonic)

CO2’li Inkiibatér (New Brunswick - Galaxy 170 R, Memmert)
Derin Dondurucu (Bosch)

Dikey Elektroforez Sistemi (Cleaver)

Hassas Terazi (Ohaus)

Invert Mikroskop (Nikon eclipse TS100)

Jel Goriintiileme Sistemi (Syngene — G-box)

Laminar Flow (Scanlaf - Mars Safety Classe 2)
Mikrodalga Firin (Kenwood)

Mikroplaka Okuyucu (Thermo Scientific - Multiscan Go)
Otoklav Cihazi (Niive Steamart-OT 90L)

Pasteur Firin1 (Jeio Tech-ON-12)

pH Metre (Inolab-PH 7110)

Pipet Seti (Thermo Scientific, Eppendorf)

Rotator (Biosan — Multi Bio RS24)

Sogutmali Santrifiij Cihazi (Thermo Scientific - Micro CL 21R)
Su Banyosu (Niive-NF 800)

Transfer Sistemi (iBlot 2)

Yatay ¢alkalayic1 (Lab Companion — SK300)

3.1.2 Sarf malzemeler

1,5 ml toplama tiipii (Isolab)

2 ml toplama tiipi (Isolab)

25 ve 75 cm? hiicre kiiltiir kaplar (SPL Life Sciences)
6 kuyucuklu plaka (Sarstedt)

96 kuyucuklu plaka (Sarstedt)

Beher (S&H Labware)
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Cam Sise (Isolab)

Cryo Tiip (2 ml) (Isolab)
Enjektor (20 ml) (Ayset)
Erlen (S&H Labware)
Falkon tiip (Isolab)
Filtre (0,22 pM) (TPP)
iBlot Stack (Invitrogen)
Meziir (S&H Labware)
Pipet Ucu (Isolab)

3.1.3 Kullanilan kimyasallar

2X Laemmli 6rnek tamponu (Sigma)

5-Fluorourasil (Deva)

Agaroz (Applichem)

Akrilamid / Bisakrilamid (Sigma)

Amonyum persiilfat (Sigma)

Asetik Asit (Merck Millipore)

Bradford Reaktifi (Sigma)

Kaspaz-3 primer antikor (Cell Signaling Technology)
Kaspaz-7 primer antikor (Cell Signaling Technology)
Kaspaz-9 primer antikor (Cell Signaling Technology)
DMSO (Merck Millipore)

ECL (Thermo Scientific)

Fetal Bovine Serum (Capricorn Scientific)

GAPDH primer antikor (Cell Signaling Technology)
Hidroklorik asit (Merck Millipore)

Izopropil alkol (Merck Millipore)

KH2PO4 (Merck Millipore)

Kristal Viyole (Merck Millipore)

Metanol (Sigma)

MTT Reaktifi (Glentham Life Sciences)

Na,HPO4 (Merck Millipore)

Penisilin/Streptomisin (Gibco)
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PMSF (Cell SignalingTechnology)

Potasyum Kloriir (Merck Millipore)

Protein Marker 11-250 kDA (Cell SignalingTechnology)
RIPA Tamponu (Cell SignalingTechnology)

RPMI 1640 (Gibco)

Si1gir Serum Albumini (BSA)

Sekonder antikor — Fare (Cell SignalingTechnology)
Sekondder antikor — Tavsan (Cell SignalingTechnology)
Sodyum Dodesil Siilfat (Sigma)

Sodyum Kloriir (CalbioChem)

TEMED (Tokya Chemical Industry)

Trastuzumab (Roche)

Tripsin-EDTA (Sigma)

Tris-baz (Sigma)

Trypan Blue Soliisyonu (%0,4) (Amresco)

3.1.4 Kullanilan c¢ozeltiler
3.1.4.1 1XPBS tamponu

Cizelge 3.1°de verilen kimyasallar 800 ml dH20’da ¢ozdiiriilmistiir. Daha sonra

pH 7,4’e ayarlanip toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanmistir. Otoklav ile steril edilen
tampon +4 °C’de saklanmustir.

Cizelge 3.1. 1X PBS tampon igerigi.

Icerik Miktar
NacCl 8¢
KCI 029

Na;HPO, | 1,44 ¢

KH2PO4 0,249

3.1.4.2 Hiicre dondurma ortami

9 ml 0,22pum boyutundaki filtreden gegirilmis fetal sigir serumu (FBS) ve 1 ml
dimetilsiilfoksit (DMSO) karistirilarak hazirlanmistir.
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3.1.4.3 1XRIPA tamponu
Cell Signaling Technology marka 10X RIPA tampondan 100 pl alinip, 900 pl

distile su ile 1000 pl’ye tamamlanir. Iml RIPA igerisine 5 ul PMSF eklenir.

3.14.4 %10 APS

100 mg amonyum persiilfat 1000 ml distile su ile ¢oziilerek hazirlanir.

3.145 %10 SDS
10 g SDS 800 ml distile su ile ¢oziiliir, hacmi 1000 ml’ye tamamlanir.

3.1.46 1.5M Tris-HCI

27,23 g Tris 80 ml distile su ile ¢oziiliir, pH 8,8 e ayarlandiktan sonra hacmi 150

ml’ye tamamlanir.

3.1.47 0,5M Tris-HCI

6 g Tris 80 ml distile su ile ¢oziiliir, pH 6,8 e ayarlandiktan sonra hacmi 100 ml’ye

tamamlanir.

3.1.4.8 1X Tris-Glisin-SDS viiriitme tampon

Cell Signaling Technology marka 10X Tris-Glisin-SDS yiiriitme tamponundan
200 ml alinip, 1800 ml distile su ile 2000 ml’ye tamamlanir.

3.1.49 10X TBS tamponu
86,6 g NaCl ve 12,11 g Tris-Baz tartilir. Tartim1 yapilan kimyasallar 800 ml distile

su ile ¢oziildiikten sonra pH 8,8 e ayarlandiktan sonra hacmi 1000 ml’ye tamamlanur.

3.1.4.10 1X TBS tamponu
10X TBS tamponundan 100 ml alinip, 900 ml distile su ile 1000 ml’ye

tamamlanuir.

3.1.4.11 1X TBS-Tween 20 tamponu
Cell Signaling Technology marka 10X TBS-Tween 20 tampondan 100 ml alinip,

900 ml distile su ile 1000 ml’ye tamamlanur.

3.1.4.12 %S5 Siit
Cell Signaling Technology marka non-fat dry milk kullanilarak hazirlanmistir. 5

g yagsiz siit tozu 100 ml TBS-Tween 20 tamponu ile ¢oziilmiistiir
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3.1.4.13 SDS poliakrilamid jel

Cizelge 3.2°de verilen bilesenlerden belirtilen miktarlarda tartilmistir.  Toplam

hacim 100 ml olacak sekilde hazirlanmustir.

Cizelge 3.2. %12’1lik SDS poliakrilamid jel igerigi.

Icerik Miktar Miktar
Yiikleme jeli Ayirma Jeli
dH20 3,075 ml 3,4 ml
Tris-HCI 1,25 ml (0,5 M pH: 6,8) | 2,5 ml (1,5M pH:8,8)
Akrilamid/bisakrilamid (%30, | 0,67 ml 4 ml
%0,8 w/v)
%10 SDS 0,05 mi 0,1 ml
APS 40 pl 100 pl
TEMED 4l 10 pl

3.1.4.14 Transfer tamponu

Cell Signaling Technology marka 10X Tris-Glisin-SDS yiiriitme tamponundan

10 ml alinip iizerine 30 ml metanol eklenir ve 100 ml’ye tamamlanir.

3.2 Yontemler
3.2.1 Hiicre kiiltiirii

A549 kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hattt Anadolu Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Bolimii dgretim {iyesi Prof. Dr. Hatice Mehtap KUTLU’dan temin
edilmistir. A549 hiicreleri tek tabakali, yapiskan ozelliktedir ve kiiltiir flasklarinda
cogaltilabilmektedir. AS549 hiicreleri tiimor siipresdr P53 geninin yabanil-tipine (wild-
type) sahiptir. A549 hiicreleri %24 oraninda 66 kromozoma sahip (%22 oraninda 64
kromozom) hipotriploid bir insan hiicre hattidir.

A549 hiicrelerinin kiltiiriinde kullanilan besiyerinin temel icerigi RPMI 1640
olmakla birlikte %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin icermektedir.

Hiicre kiiltiirii steril olarak hazirlanmis medya igeren T25 ve T75 flasklar icerisinde %5
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CO2 ve 37°C sicaklik sartlarin1 saglayan karbondioksitli inkiibatorde steril sartlarda
inkiibe edilerek yapilmistir.

Cogaltilmakta olan hiicreler, kiiltlir flaskinin yaklagik %80’ini kaplayan
yogunluga ulastiklarinda pasajlama islemleri gergeklestirilmistir. Pasajlama sirasinda
hiicre kiiltiir flaskinin igerisindeki tiim besiyeri uzaklagtirilmistir. Hiicrelerin iizerine 2
ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) eklenmis, yikama islemi gerceklestirilip PBS
ortamdan uzaklastirilmistir. Flaska 2 ml 1Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenip 5 dk siireyle
inkiibatorde bekletilmistir. Inkiibatorden ¢ikarilan hiicreler iizerine tripsini inaktive
etmesi amaciyla 2 ml besiyeri eklenmistir. Hiicreler falkon tiipe toplanmistir. 1500
rpm’de 5 dk santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Silipernatant uzaklagtirilmistir ve pelet 1
ml taze besiyeri eklenip siispanse hale getirilmistir. Siispanse hale gelen hiicrelerin
hemositometre laminda sayimi gergeklestirilmistir. Sayimi1 yapilan hiicrelerin yapilmasi
planlanan deneye 6zgii petri kaplarina ya da hiicre kiiltiirii flasklarina yeniden ekimi
yapilarak pasaj islemi gergeklestirilmistir. Siispanse haldeki hiicreler, 1500 rpm’de 5 dk
santrifiij isleminden sonra 1 ml hiicre dondurma ortami eklenerek -80°C ‘de

saklanmaktadir.

3.2.2 Kullanilan kemotrapétik ajanlarin hazirlanmasi
Trastuzumab (Roche) ve 5-fluorourasil (Deva) etken maddeleri tiretici firmalarin
talimatlar1 dogrultusunda steril bidistile su ile ¢oziilmiistiir. Deneyler sirasindaki

kullanimlar1 i¢in diliisyon islemleri RPMI 1640 ile yapilmistir.

3.2.3 Hiicre canliligimin belirlenmesi

Hiicre canliligt MTT testi ile belirlenmistir. MTT nin canli hiicreler igerisine
girmesiyle boyanin indirgenmesi sonucu mor renkli formazan tuzlar1 meydana gelir ve
bu sayede kolorimetrik dl¢timlerle bagil hiicre canlilig1 belirlenmektedir.

Metabolik aktivitenin Olglimiine dayali hiicre proliferasyon testlerinde yaygin
olarak Metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) gibi tetrazolyum tuzlar1 kullanilmaktadir.
Temel olarak proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan siiksinat dehidrojenaz enzim
aktivitesi ile tetrazolyumu kullanarak formazan (mor) boya iiretmesi sonucu goriilen renk
degisiminin absorbans olarak ELISA okuyucu ya da spektrofotometre ile dlgiilmesine

dayalidir.
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Bu amagla, 96 kuyucuklu plakaya sayimi yapildiktan sonra kuyu basina 10,000
hiicre ve 100 pl medya olacak sekilde ekim yapilmistir ve hiicrelerin yapismasi
beklenmistir. Ekimi yapilan hiicreler %5 CO2 ve 37°C sicaklik sartlarinda inkiibe
edilmistir. Her kuyucuk i¢in uygun konsantrasyonlar halinde hazirlanan ilag ve medya
karigimlar1 toplam hacimleri 100 pl olacak sekilde dagitilmistir hiicreler 24 ve 48 saat
inkiibe edilmistir. Kuyucuklarda bulunun ilag ve medya karigiminin izerine 10 ul MTT
reagent uygulamasi yapilmistir ve 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin
ardindan kuyucuklarin i¢gindeki tiim medya pipet ile uzaklastirilip, her kuyucuga 100 ul
DMSO eklenerek 5 dakika karanlikta bekletilmistir. 96 kuyucuklu plaka ELISA okuyucu
ile 570 ve 655 nm dalga boyunda okutulmustur. Deneyler en az ti¢ tekrarl olacak sekilde
yapilmistir.

3.2.4 Hiicre sagkalim tayini

Uygulanan ilaglarin hiicreler tizerindeki sitotoksik etkilerinin zamana bagl olarak
belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla tripan mavisi ile hiicreler boyanarak hiicre
sagkalim deneyleri gerceklestirilmistir. Her kuyucukta 500ul besiyeri igerisinde 2x10*
hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu plakalara A549 hiicrelerinin ekimi yapilmistir ve
hiicrelerin yapismast beklenmistir.  MTT testi ile belirlenen [1Cso degerlerinde
trastuzumab (70 uM) , 5-fluorourasil (75 uM) ve kombinasyon (20-40 pM)
uygulanmigtir. Hiicreler 24., 48., 72., 96., 120. ve 144. saatlerde sayimlari yapilacak
sekilde inkiibe edilmistir. Belirlenen saatlerde hiicreler tripsin-EDTA yardimiyla
kaldirilarak tiiplere toplanmistir. 1500 rpm’de 5 dk santrifiij yapilmis ve siipernatant
uzaklastirilmistir. Pelet lizerine 50 ul besiyeri ve 50 ul tripan boyasi eklenmistir. Hiicreler
homojen hale getirilmis ve bu karisimdan 10 pl 6rnek alinarak hemositometrede sayimlari

gerceklestirilmistir. Deneyler en az li¢ tekrarli olacak sekilde yapilmistir.

3.2.5 Yara iyilesmesi deneyi

Uygulanan ilaclarin lateral hiicre gocli ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin {izerine
etkileri yara iyilesmesi (wound-healing) deneyi ile incelenmistir. A549 hiicrelerinin her
kuyucukta 25x10* hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu petrilere ekimleri yapilmistir ve
hiicrelerin yapigsmas: beklenmistir. Yapisan hiicreler diiz bir hatta olacak sekilde her
kuyucuk birbirine paralel 3 ¢izgi ve bu cizgilere dik olarak birbirine paralel 3 ¢izgi
olusturacak sekilde 200 pl’lik pipet ucu yardimiyla kazinmistir. Hiicre artiklarini
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temizlemek amaciyla 1x PBS ile yikama islemi yapilmigtir. Yikama sonrasi belirlenen
ICs0 degerlerinde trastuzumab (70 puM), 5-fluorourasil (75 uM) ve trastuzumab 5-
fluorourasil kombinasyonu (20 - 40 uM) uygulanmistir. 24, 48, 72 ve 96. saatlerde

hiicreler invert mikroskop ile izlenmistir ve goriintiileri kayit edilmistir.

3.2.6 Soft-agar koloni olusum deneyi

Soft-agar koloni olusum deneyi, hiicrelerin yiizeye yapismasiin engellendigi
(ankraj bagimsiz) ortamda hiicrelerin malign transformasyon yetenegini tespit etmek i¢in
kullanilmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda oncelikle 6 kuyucuklu petriler 1:1 oraninda
%20 FBS igeren RPMI ve %0,6 agaroz ile kaplanmistir ve donmas1 beklenmistir. Her
kuyucukta 5x103 hiicre olacak sekilde yine 1:1 oraninda karistirilmis %20 FBS iceren
RPMI ve %0.3’lik agaroz karigsimi, hazirlanan petrilerin tizerine ekilmistir ve donmasi
beklenmistir. 20 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Her iki giinde bir iist besiyeri
taze besiyeri ile degistirilmistir. 20 giin sonunda kuyucuklar %0,005’lik kristal viyole ile
muamele edilmistir ve 20 dk bekletilmistir. Boyama sonrasinda olusan koloniler

mikroskop yardimiyla incelenmistir.

3.2.7 Koloni olusum deneyi

Uygulanan ilaglarin, hiicreler lizerindeki metastatik etkisinin ve hiicreler tek
basina birakildigindaki davranislarini belirlemek icin koloni olusum deneyi yapilmistir.
Her kuyucukta 1000 ul besiyeri icerisinde 5x10? hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu
plakalara A549 hiicrelerinin ekimi yapilmistir ve hiicrelerin yapismast beklenmistir.
MTT testi ile belirlenen I1Cso degerlerinde trastuzumab (70 uM), 5-fluorourasil (75 uM)
ve kombinasyon (20 - 40 puM) uygulanmstir. Hiicreler ilagli besiyeri ile 48, 72 ve 96 saat
inkiibe edildikten sonra ilagsiz besiyeri ile degistirilerek hiicrelerin biiylimesi takip
edilmistir. 14 giin sonunda hiicreler metanol astetik asit fiksatifi (3:1) ile 5 dakika siireyle
fikse edilmistir. Hiicreler %0,5°lik kristal viyole ile 20 dakika muamele edildikten sonra
yikanmistir ve morfolojik goriintiileri elde edilmistir.

Koloniler tarafindan absorbe edilen kristal viyole miktarmin spektrofotometrik
Olclimiiniin yapilabilmesi i¢in oda sicakliginda 3 saat boyunda 2 ml metanol ile muamele
edilmistir. Elde edilen metanol-kristal viyole karigimlarinin spektrofotometre ile 570

nm’de Ol¢limleri yapilmstir.
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3.2.8 Protein izolasyonu ve tayini

Hiicre hattindan proteinleri izole ederken; T75 flasklara ekilmis hiicrelerin tim
gruplarinin iist fazlar1 toplanip 2 ml’lik toplama tiiplerine alinarak 2 dakika 13 200 g’de
santrifiijii yapilmistir. Flask yiizeyine yap i¢in hiicre miktarina uygun olarak 3 ml PBS
ile yikamas1 gerceklestirilerek scraper yardimi ile flask ylizeyleri kazinarak hiicreler
toplanmigtir. 2 ml hacimli toplama tiiplerine alinan hiicrelere 13 200 g’de 2 dk santrifiij
yapilmustir.  Santrifiijden sonra hiicrelerin siipernatantlar1 atilirken PBS ile yikanmis
hiicreler tekrar 2 dakika 13 200 g’de santrifiij edilmistir. Yikama islemi tamamlandiktan
sonra siipernatanat atilmistir ve PMSF eklenmis RIPA tamponundada proteinler
¢ozdiiriilmiistiir. Ornekler 6nce 5 dakika buzda sonra 15 dakika shakerda oda sicakliginda
bekletilir. 13 200 g’de 2 dk santrifiij yapilmistir. Santrifiijden sonra siipernatant
kullanilmak iizere ayr1 bir ependorfa almmistir. Izole edilen proteinler -80°C’de
muhafaza edilir.

Bradford analizi, elde edilen proteinlerin miktarin1 belirlemek amaciyla
yapilmaktadir. Protein konsantrasyonu ve absorbansini bilinen BSA (Bovine Serum
Albumine) degerleri referans alinarak, izole edilen proteinin miktar1 belirlenebilmektedir.
96-kuyucuklu plakada, 3 tekrar olacak sekilde 1, 2, 3, 4, 5’er ul BSA ve iizerlerine 200ul
Bradford reaktifi eklenir. izole edilen 6rneklerden, 3 tekrar olacak sekilde 1 ul 6rnekten
eklenerek tizerlerine 200 ul bradford reaktifi eklenir. 5 dakika oda sicakliginda karanlikta
bekletildikten sonra ELISA okuyucuda 595nm’de dl¢timii yapilir. BSA ile olusturulan
standart grafige gore protein miktarlari belirlenir. Elektroforez i¢in gerekli miktarda
protein 6rnegi ile 2X Laemli 6rnek tamponu 1:1 oranda karistirilarak su banyosunda

95°C’de 5 dakika inkiibe edilerek ornekler hazirlanir.

3.2.9 SDS-PAGE elekroforezi

Cizelge 3.2°de belirtilen miktarlara gore %12’lik SDS jel hazirlanir. %12’lik
ayirma jeli dikey elektroforez sistemine dokiiliir, yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in lizerine 1
ml izopropil alkol eklenir. Ayirma jeli donduktan sonra izopropil alkol kokusu ¢ikana
dek dH20 ile yikama islemi yapilir. Yiikleme jeli dokiiliir. Yiirlitme tamponu iginde
taraklar ¢ikarildiktan sonra esit miktarda protein 6rnegi (50pg) yiiklenerek Tris — Glisin
— SDS yiiriitme tamponu ile SDS jel elektroforezi yapilir. Gii¢ kaynagi ile baglantilari
yapilan elektroforez sisteminde 6rnekler SDS jelde istenilen konuma gelene dek 90 V’da

yurtilir.
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3.2.10 Western blotlama analizi

SDS-PAGE jel elektroforezinde yiiriitiilen jel dikkatlice nitro sellilloz membran
lizerine alinmistir.  Top-bottom stack paketi acilip ilizerine SDS-PAGE’ten alinan
membran yerlestirilmistir. Uzerine dH20 ve transfer buffer ile yikanmis filtre kagidi
lizerinden arada hava boslugu kalmayacak sekilde rulo iizerinden gecilmistir. Hemen
lizerine top stack ve onunda lizerine absorbans pad eklenerek cihaz kapatilmistir. Transfer
islemi 20V’da 7 dakika siireyle gerceklestirilmistir.  Transfer isleminden sonra
membranlar %5°lik yagsiz siit icerisinde 1 Saat siireyle shaker ile ¢alkalanarak inkiibe
edilmistir. Bir saatlik inkiibasyonun sonunda primer antikorlar 1:1000 oraninda %5’lik
yagsiz slit ile hazirlanarak rotatorde 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonra membranlar
IX TBST ile 3 kez 5’er dakika yikanmigtir. Sekonder antikorlar 1:5000 oraninda %5’lik
yagsiz siit ile hazirlanmistir. 24 saatin sonunda membranlar 3 kez 10 dakika siireyle 1X
TBS-T ile yikanmistir. 4.yitkama 1X TBS ile yapilmigtir. Membran giiglendirilmis
kemiliiminesans (ECL) igerisine alinmis, birka¢ dakika bekletildikten sonra ve
goriintilleme cihazina alinmigtir. Elde edilen goriintiilerdeki bant kalinliklart Imagel

programi ile sayisal verilere ¢evrilmistir.

3.2.11 Istatistiksel analiz

Yapilan biitiin deneyler en az ii¢ tekrarli olacak sekilde gercgeklestirilmistir.
Wesrern blot yontemi ile elde edilen goriintiilerdeki bant kalinliklar1 ImageJ programi ile
sayisal verilere ¢evrilmistir. Yapilan deneylerin ortalamalar1 alinarak Graph Pad 4.04
istatistik programu ile istatistiksel analizleri gergeklestirilmistir. Analizlerde bagimsiz t-
testi kullanilmustir.

Olasilik degerleri;

p>0,05 anlaml diizeyde farklilik yoktur,

p<0,05 6nemli diizeyde farklilik,

p<0,01 ¢ok 6nemli diizeyde farklilik,

P<0,001 ileri diizeyde farklilik, olarak degerlendirilmistir.
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4 BULGULAR

4.1 A549 Hiicre Hattinda Trastuzumab, 5-Fluorourasil ve Trastuzumab - 5-
Fluorourasil Kombinasyonunun Hiicre Canhiigi Uzerine Etkileri

A549 kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hattinda trastuzumab, 5-
fluorourasil ve trastuzumab - 5-fluorourasil kombinasyonunun hiicre canlilig1 tizerinde
doza bagl etkilerinin incelenebilmesi amaciyla MTT deneyi yapilmistir. Bu amagla
Ab549 hiicrelerine artan konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat boyunca trastuzumab (0-140
uM) ve 5-fluorourasil uygulamasi yapilmistir. Elde edilen sonuglar1 takiben A549
hiicrelerine artan dozlarda trastuzumab - 5-fluorourasil kombinasyonu uygulamasi 24 ve

48 saat parametreleri ile yapilmistir.

Elde edilen sonuglar neticesinde kullanilan ilaglarin artan dozlari ile birlikte A549
hiicrelerinde bagil hiicre canliliginin azaldig1 gozlenmistir. Hiicrelerin %50°sinin 61digi

deger olan ICso degeri 48. saatte trastuzumab i¢in 70 uM olarak belirlenmistir (Sekil 4.1).

Trastuzumab
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Sekil 4.1. Trastuzumabimn farkh dozlarmin (0-110 pM) A549 hiicre hattinda 48 saatte
hiicre canliligi Tlzerine etkisi (lla¢ wuygulamasi yapilmayan kontrol grubu ile
karsilastirildiginda ICso degeri 70 uM olarak belirlenmistir).

5-fluorourasil i¢in 48. saatte ICso degeri 75 uM olarak belirlenmistir (Sekil 4.2).
Trastuzumab ve 5-fluorourasil kombinasyonu igin 48. saatte 1Cso degeri 30-30 uM olarak
belirlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.2. 5-Fluorourasilin farkli dozlarinin (0-165 pM) A549 hiicre hattinda 48 saatte
hiicre canliligi iizerine etkisi (lla¢ wuygulamast yapilmayan kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda I1Cxso degeri 75 uM olarak belirlenmistir).
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Sekil 4.3. Trastuzumab - 5-fluorourasil kombinasyonunun farkli dozlarinin (0-35 pM)
A549 hiicre hattinda 48 saatte hiicre canliligi lizerine etkisi (Ila¢ uygulamast yapilmayan
kontrol grubu ile karsilastirildiginda IC50 degeri 30-30 uM olarak belirlenmistir).

A549 kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hattinda MTT deneyi
sonucunda belirlenen 1Cso degerinde uygulanan trastuzumab, 5-fluorourasil ve
trastuzumab 5-fluorourasil kombinasyonunun zamana bagl etkilerinin incelenebilmesi
i¢in sagkalim deneyi yapilmistir. Ilag uygulanan hiicrelere 24, 48, 72, 96, 120 ve 144,
saatlerde tripan mavisi ile boyama yapilmistir ve hemositometre ile canli ve 6l hiicre
sayimmlart gerceklestirilmistir. Yapilan sayimlar sonucunda 6lii ve canli hiicre oranlari
hesaplanmigtir.  Kontrol grubu ile karsilasgtirlldiginda 24. saatte trastuzumab, 5-
fluorourasil ve trastuzumab - 5-fluorourasil kombinasyonunun hiicre biiyiimesi tizerinde

benzer etkiye sahipken, 48 saat ve sonrasinda trastuzumab - 5-fluorourasil kombinasyonu
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uygulamasinin hiicre canliliginda anlamli bir sekilde azalmaya neden oldugu

gozlenmektedir (Sekil 4.4).

—o— Kontrol Trastuzumab 5-Fluorourasil Kombine
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Sekil 4.4. Yara A549 kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hattinda trastuzumab,
5-fluorourasil ve trastuzumab 5-fluorourasil kombinasyonunun hiicre proliferasyonu
tizerine etkileri (A549 hiicrelerine trastuzumab, 5-fluorourasil ve trastuzumab - 5-
fluorourasil kombinasyonu wuygulamas: yapilmistir ve zamana baglh (24-144 Saat)
etkileri incelenmigtir. Her 24 saatte bir kaldirilan hiicreler tripan mavisi ile boyanarak
sayimlari gergeklestirilmigtir).

Trastuzumab, 5-fluorourasil ve trastuzumab - 5-fluorourasil kombinasyonunun
lateral hiicre gocii ve hiicre-hiicre etkilesimleri tizerindeki etkilerinin incelenmesi
amaciyla yara iyilesmesi deneyi yapilmistir. Yiizeye yapisik halde olan A549 hiicrelerine
pipet ucu ile yara agilarak trastuzumab, 5-fluorourasil ve trastuzumab - 5-fluorourasil
kombinasyonu uygulamasi sonrasinda yara genisliginde meydana gelen degisiklikler her
24 saatte bir 6l¢iim yapilarak kontrol grubu ile karsilastirilmistir.

Yapilan analizler sonucunda kontrol grubunda giinden giline yaranin kapandigi
gozlenirken; trastuzumab, 5-fluorourasil ve trastuzumab - 5-fluorourasil kombinasyonu

uygulamasinin hiicre go¢ilinii ve proliferasyonu engelledigi gézlenmistir (Sekil 4.5).



43

0. saat 24. saat 48. saat 72. saat 96. saat

Sekil 4.5. Trastuzumab, 5-fluorourasil ve trastuzumab 5-fluorourasil kombinasyonun
hiicre gogli ve proliferasyonu iizerine etkileri (Yara alani isik mikroskobu altinda
incelenmigtir (4X)).

Kontrol

Trastuzumab

S-Fluorourasil

fluorourasil kombinasyonu

Trastuzumab ve 5-

Yara iyilesmesi deneyinde yara kapanmasi1 24 saatlik araliklarla incelenmistir.
Yara genislikleri ol¢iildiigiinde kontrol grubunda 0. saatte 600 um olan yara boyutunun
96 saat sonunda 94 um’ye diistiigii gézlenmistir. Trastuzumab uygulanan hiicrelerde 0.
saatte 592 um olan yara boyutunun 96 saat sonunda 484 um’ye diistiigii gdzlenmistir. 5-
Fluorourasil uygulanan hiicrelerde 0. saatte 589 um olan yara boyutunun 96 saat sonunda
327 um’ye diistiigii gézlenmistir. Trastuzumab - 5-fluorourasil kombinasyonu uygulanan
hiicrelerde 0. saatte 606 um olan yara boyutunun 96 saat sonunda 532 um’ye diistiigii
gozlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda trastuzumab - 5-fluorourasil kombinasyonu

uygulamasinin yara iyilesmesini engelledigi gézlenmektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Yara iyilesmesi deneyi yara genisligi 6l¢timleri. (Gruplar karsilastirildiginda
kombinasyon uygulamasinin hiicre proliferasyonun azalttigi ve hiicre go¢iinii engelledigi
gozlenmigtir).

Hiicreler kat1 bir yiizeyden bagimsiz bir sekilde ve birbiri lizerinde biiyiiyemezler.
Yiizeyden bagimsiz bir sekilde biiyiiyebilme yetenegi kazanabilmek i¢in transformasyon
gecirirler. Bu amagla soft-agar koloni olusum deneyi yapilmistir. Soft-agar deneyi ile

elde edilen goriintiiler Sekil 4.7°de sunulmustur.

Kontrol
5-Fluorourasil

Trastuzumab ve
5-fluorourasil

Trastuzumab kombinasyonu

Sekil 4.7. Hiicrelerin ylizeye yapismasinin engellendigi soft-agar ortaminda trastuzumab,
5-fluorourasil ve trastuzumab - 5-fluorourasil kombinasyonun hiicre biiyiimesi tizerine
etkileri.
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Yapilan soft agar deneyinde ilag uygulanmayan kontrol grubunda ilag uygulamasi
yapilan diger tim gruplara kiyasla daha fazla sayida (766) koloni sayilmistir.
Trastuzumab uygulanan grupta 565, 5-fluorouasil uygulanan grupta 460 ve trastuzumab

- 5-fluorourasil kombinasyonu uygulanan grupta 433 koloni sayilmistir (Sekil 4.8).
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kontrol trastuzumab 5-fluorourasil kombine

Sekil 4.8. Soft-agar ortaminda trastuzumab, 5-fluorourasil ve trastuzumab - 5-fluorourasil
kombinasyonu uygulanan gruplarin koloni sayilari.

Soft agar deneyi sonucunda elde edilen Kkoloni sayilar1 bagil olarak
degerlendirildiginde kontrol grubuna kiyasla; trastuzumab uygulamasmin hiicre
bliyiimesi ve koloni olusumunu %26 oraninda inhibe ettigi, S-fluorourasil
uygulamasinin, kontrol grubuna kiyasla hiicre biiylimesi ve koloni olusumunu %39
oraninda inhibe ettigi gozlenmistir. Trastuzumab - 5-fluorourasil kombinasyonu
uygulamasinin, kontrol grubuna kiyasla hiicre bilylimesi ve koloni olusumunu %43,47

oraninda inhibe ettigi gézlenmistir (Sekil 4.9).
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kontrol trastuzumab 5-fluorourasil kombine

Bagil koloni sayisi

Sekil 4.9. Soft-agar ortaminda trastuzumab, 5-fluorourasil ve trastuzumab - 5-fluorourasil
kombinasyonu uygulanan gruplarin koloni sayilarinin bagil degerlendirmesi.
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Sonug olarak trastuzumab - 5-fluorourasil kombine uygulamasinin hiicrelerin
yiizeyden bagimsiz bir sekilde biiyiimelerini trastuzumabin ve 5-fluorourasilin tekli
uygulamalarina kiyasla daha fazla inhibe ettigi gézlenmistir.

Koloni olusum deneyi, hiicrelerin tek basina birakildiklarinda nasil
davrandiklarini belirlemeye yonelik metastatik etkiyi degerlendirmeye yardimci olan bir
tekniktir. Bu amagla trastuzumab, 5-fluorourasil ve trastuzumab - 5-fluorourasil
kombinasyonu uygulamasiin etkilerini belirlemek amaciyla koloni olusum deneyi
yapilmistir. Koloni olusum deneyi sonucunda elde edilen goriintiiler Sekil 4.10°da
goriilmektedir. Elde edilen goriintiiler dogrultusunda kontrol grubuna kiyasla trastuzmab,
5- fluorourasil ve trastuzumab - 5-fluorourasil kombinasyonu uygulamalarinin koloni

olusumunu inhibe ettigi goriilmektedir.

48 h 72 h 96 h

Kontrol

Trastuzumab

S5-Fluorourasil

Trastuzumab ve
S-fluorourasil
kombinasyonu

Sekil 4.10. Koloni olusum deneyi goriintiisii

Koloniler tarafindan absorbe edilen kristal viyole miktarlarinin spektrofotometrik
6l¢timii sonucunda elde edilen veriler Sekil 4.11°de gosterilmektedir. Bu veriler goz
oniinde bulunduruldugunda trastuzumab - 5-fluorourasil kombinasyonu uygulamasinin

koloni olusumunu 48. saatten itibaren inhibe ettigi goriilmektedir.
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Sekil 4.11. Koloniler tarafindan absorbe edilen kristal viyole miktarlarmin
spektrofotometrik 6l¢tiimii.

4.2 Trastuzumab, 5-Fluorourasil ve Trastuzumab -  5-Fluorourasil
Kombinasyonunun A549 Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkilerinin

Gosterilmesi

Trastuzumab, 5-fluorourasil ve trastuzumab - 5-fluorourasil kombinasyonu
uygulamasinin A549 kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hattinda apoptotik
mekanizmada gorevli proteinler olan kaspazlar tizerindeki etkilerinin arastirilmasi igin
western blot analizleri gerceklestirilmistir. Bu amagla trastuzumab, 5-fluorourasil ve
trastuzumab 5-fluorourasil kombinasyonu uygulamasi yapilan A549 hiicrelerinde kaspaz-
3, kaspaz-7 ve kaspaz-9 proteinlerinin western blot analizi yapilmistir. Analiz sonucunda
G-box goriintilleme cihaz1 kullanilarak elde edilen kaspaz-3, kaspaz-7, kaspaz-9 ve
GAPDH proteinine ait membran goriintiisii Sekil 4.12’de gosterilmektedir.

Western blot sonucunda elde edilen membranlarin goriintiileri, ImageJ programi
yardimiyla sayisal verilere doniistiiriilmiistiir (Sekil 4.16). Kontrol hiicreleriyle
karsilastirildiginda kaspaz-3, trastuzumab ve 5-fluorourasil uygulanan gruplarda artis
gosterirken, trastuzmab - 5-fluorourasil kombinasyonu uygulanan grupta azalma
gostermistir. Kaspaz-7 proteini kontrol, 5-fluorourasil ve trastuzumab - 5-fluorourasil
kombinasyonu uygulanan gruplarda yakin seviyede ekspresyon gosterirken, trastuzumab
uygulanan hiicrelerde seviyesi azalmistir. Kaspaz-9 proteininin seviyelerinde ciddi bir

farklilik gozlenmemistir.
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Sekil 4.12. Kaspaz-3, kaspaz-7, kaspaz-9 ve GAPDH proteinlerine ait membran
goruntiisii.
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Sekil 4.13. Western blot yontemi ile elde edilen bantlarin kalinlik dlgtimleri.
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5 TARTISMA

Akciger kanseri akciger dokularini olusturan hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal
cogalmasi ile olugan bir hastaliktir. Tiim kanser 6liimleri iginde, akciger kanserinin, her
iki cinste en sik 6liim nedeni oldugu ve kanser dliimlerinin de %17,8'inden sorumlu
oldugu bilinmektedir (Cruz, 2001).

Bu caligsmada; trastuzumab ve 5-fluorourasilin A549 kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri hiicre hattinda; hiicre canliligi iizerine etkileri ile birlikte hiicrede apoptoz
mekanizmasinda gorevli olan olan kaspaz-3 kaspaz-7 ve kaspaz-9 proteinleri tizerindeki
etkisinin arastirilmasi1 amaclanmastir.

Temmuz 2018 Pubmed verilerine gore trastuzumabin AS549 hiicre hattininda
kullanimi ile ilgili literatiirde sinirli sayida (9 makale) makale bulunmaktadir. Pubmed
Temmuz 2018 verilerine gdre A549 hiicre hattinda 5-fluorourasilin kullanimu ile ilgili son
5 yilda 110 yaymn bulunmaktadir. Yine Temmuz 2018 verilerine gore, A549 hiicre
hattinda trastuzumab ile 5-fluorourasilin kombine kullanimi veri tabanlarinda yer
almamaktadir. Literatiirdeki bu ac¢ikligin giderilmesi amaciyla bu arastirma
planlanmustir.

lleriye yonelik klinik denemeler icin bu tiir bir kombinasyon tedavisinin
degerlendirilmesi, 6zellikle ilag direnci gelistirme olasilig1 olan hastalar i¢in etkili tedavi

se¢eneklerinin sinirli olmasi agisindan gerekli oldugu diisiniilmektedir.

5.1 A549 Hiicre Hattinda Trastuzumab ile Tlgili Literatiir Bilgisi
Son zamanlarda, akciger kanserinin molekiiler biyolojisinin en 1yi sekilde

anlasilmasi, timoriin genotipine bagli olarak akciger kanserinin teshisinde ve tedavisinde
iyilesmeye yol agmistir. Ozellikle EGF aile reseptorlerinin (EGFR, HER2, HER3 ve
HER4), akciger kanseri hiicrelerinin proliferasyonu, invazyonu, gogili, sag kalimi,
adhezyonu ve farklilasmasinda rol oynadigr bilinmektedir (Arman, vd., 2013). Birgok
arastirmaci tarafindan EGFR ve HER2 gen-protein ekspresyonu ve gen amplifikasyonu
tizerindeki degisiklikleri incelenmistir. Akciger kanseri biyobelirtegleri arasinda diisiik
oranda gozlenmesi sebebiyle HER?2 zayif tarif edilen bir hedeftir. HER2 proteininin asir
ekspresyonunun veya gen amplifikasyonunun meme kanserinde HER2-hedefleyici
ilaglara duyarlilikla iligkili oldugu yaygin bir sekilde bilinmektedir, fakat HER2'nin

akciger kanserinde tutulumu fazla aragtinlmamistir (Arteaga, vd., 2012).
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Giliniimiizde, EGFR aile iiyelerinin eszamanli inaktivasyonu, epitelyal kanserlere
kars1 secici tedavilerin gelistirilmesi i¢in bir stratejiyi temsil etmektedir. EGFR ve HER2'
yi birlikte sentezleyen tlimdrler, tek basina reseptorii eksprese eden tiimorlere gore daha
az avantajli bir prognoz sergilerler ve bu da iki reseptoriin tiimor progresyonunda
isbirligini gosterir. ( Li, vd., 2005; Privitera, vd, 2016). Mevcut EGFR ve HER?2 tabanli
hedefe yonelik tedaviler, monoklonal antikorlarin ve kiigiik molekiillii inhibitorlerin
kullanimim1 igermektedir.  Trastuzumab, meme kanseri hastalarimin tedavisi igin
onaylanmis olan ve HER2'yi eksprese eden tiimorleri olan metastatik meme kanseri
hastalariin hayatta kalma siiresinin uzadigi bir monoklonal antikordur (Altundag, vd.,
2005).

Anti-HER?2 tedavisinin su anda HER?2 proteinini asir1 eksprese eden veya HER2
geni i¢in amplifiye edilmis meme, gastrik ve gastroozofagal kanserler igin onaylanmis
olmasina ragmen, HER2 aberasyonlar1 (gen amplifikasyonu, gen mutasyonlar1 ve protein
asir1 ekspresyonu) rapor edilmektedir. Mesane, serviks, kolon, endometriyum, germ
hiicre, glioblastoma, bas ve boyun, karaciger, akciger, yumurtalik, pankreas ve tiikiiriik
kanali tiimdrlerinin yaklagik %1 - 37' st HER2 aberasyonlarini barindirmaktadir (Yan,
vd., 2014). Gastroozofagal, mide kanseri gibi farkli kanser tiirleri igin farkli
kemoterapotik ajanlar ile birlikte kullanimlart mevcuttur.

Bunn, vd., (2001) ¢alismasinin sonuglari, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
hiicre hatlarimin (NCI-H322, NCI-H226, NCI-H441, NCI-H1703, NCI-H324, NCI-
H2122, NCI-H125, NCI-H1334, NCI-H1435, NCI-H157, NCI-H1264, NCI-H661, NCI-
H520, NCI-H460, NE-18, SW1573, A549, Calu-3, SKLU-1) sik sik hiicre yiizeyinde
HER?2 ifade ettigini, buna karsin kii¢iik hiicreli akciger kanseri hiicre hatlarinda (NCI-
H345, NCI-H209, NCI-H187, NCI-H69, NCI-H510, NCI-H146, NCI-H128, NCI-H82,
NCI-H196, NCI-N417, SHP-77) ifadesinin olmadigin1 géstermektedir. Calismada, farkli
akciger kanseri hiicre hatlarinin HER2 diizeyleri FACS ve immiinohistokimya yontemleri
ile belirlenmistir. A549 hiicre hattinin HER2 ekspresyon seviyesinin %72 oldugunu
(SKBR3 hiicre hattt HER2 ekspresyon seviyesi igin referans hiicre hatti kabul edilip
%100 olarak kabul edildiginde); A549 hiicrelerinde rastlanan ortalama HER2 gen
sayisinin 3,7 oldugu, maksimum HER2 gen sayisinin ise 8 oldugunu bildirmislerdir.
SKBR3 hiicre hattinda 0,1uM gibi diisiik dozlarda biiyiime inhibisyonu gézlenmistir.

Yiksek HER?2 ifadesine sahip kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hatt1 Calu-
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3’de biiylime, SKBR3 meme kanseri hiicre hatt1 ile benzer bir dereceye kadar inhibe
edilmistir. Aksine, orta diizeyde HER2 ifade eden kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri
hiicre hatlart NCI-H322 ve A549'u inhibe etmek i¢in daha yiiksek konsantrasyonlarda
trastuzumab gerekmistir. Her iki hiicre hattinda da sadece yiiksek konsantrasyonlarda (40
uM) kismi inhibisyon gozlenmistir, hiicre hatlar1 i¢in ICso degerleri belirtilmemis olup,
trastuzumabin hiicreler tizerindeki anti-proliferatif etkisinin HER2 ekspresyonu ile
korelasyon gosterdigi ifade edilmistir.

Calismamiz Bunn vd.’nin (2001) yaptig1 ¢alisma ile kiyaslandiginda ¢alismada
ICso degerleri belirtilmemis olsa da trastuzumabin yiiksek dozlar1 ile hiicre
proliferasyonunun inhibe edildigi her iki calismada da belirtilmektedir.

Nakamura, vd., (2005) kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinin
siklikla EGFR ve HER2'yi ifade etmesi nedeniyle, ZD1839 ve trastuzumab
kombinasyonunun bir additif veya sinerjik bir anti-tiimor etkiye sahip olup olmadigini
aragtirmiglardir. ZD1839, ¢esitli seviyelerde EGFR, HER2, HER3 ve HER4 ifade eden
dort kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hattinin (A549, NCI-H23, NCI-H727
ve NCI-H661) biiyiimesini inhibe etmistir. ZD1839, A549 hiicrelerinde trastuzumab ile
birlestirildiginde anlaml1 bir sitotoksik etki gdzlenmistir. Bazal biiylime kosullar1 altinda
hem ZD1839 hem de trastuzumab ile tedavi edilen A549 hiicreleri, Go/G1 fazinda artan
hiicre sayisi, artmis P27 ekspresyonu, siklin E'nin ve siklin D1'in ekspresyonunu
azaltmistir ve her iki ilact ile tedavi edilen hiicrelerle karsilagtirildiginda Rb
fosforilasyonunu azaltmistir. Kombinasyon tedavisi EGFR, HER2, ERK-1/2 ve Akt'n
fosforilasyonunu tek basina ajan ile tedavi ile karsilastirildiginda azaltmastir.

Calismamiz ile uyumlu bir sekilde A549 hiicre hattinda HER2’nin hedeflenerek
hiicre hatt1 tizerinde anti-proliferatif etki gosterdigini ifade etmislerdir.

Privitara, vd., (2016) calismalarinda anti-HER2 antikoru trastuzumab ve
insanlastiritlmis anti-EGFR antikor setuksimabin bir kombinasyonu ile tedavi edilen A549
insan akciger kanseri hiicrelerinde sinerjik bir biiylime inhibisyonunu gostermektedir.

Calismamiz Privitara vd.’nin yaptig1 calisma ile kiyaslandiginda trastuzumabin
hiicre proliferasyonundaki inhibisyon etkisi her iki ¢calismada da belirtilmektedir.

Ergiin, vd., (2014) HER2 pozitif SKBR3 meme kanseri hiicre hattinda
trastuzumab ile kombinasyon halinde miR-122-5p’nin apoptozu tetiklemesini

incelemislerdir.  Trastuzumab  uygulanan ~SKBR3  hiicrelerinde =~ miR-122-5p
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transfeksiyonu sonucu kaspaz-3 ve kaspaz-8 ifade diizeylerinin transfeksiyon yapilmayan
hiicrelere gore arttigini fakat kaspaz-9 ifade diizeyinin anlamli 6l¢iide degismedigini
tespit etmislerdir. Ayrica, kaspaz-3 ile beraber kaspaz-8’in ifade diizeyinin artmasi,
apoptozun ekstrinsik yolak araciligi ile gergeklestigini gostermektedir. Sonug olarak,
trastuzumab uygulamasi ile miR-122-5p kombinasyonunun apoptoz iizerindeki arttirici
etkisinin, HER2 pozitif meme kanseri vakalar1 igin yeni bir tedavi segenegi olarak
sunabilecegini ifade etmislerdir.

Buradan yola c¢ikarak HER2 pozitif hiicre hatlarinda trastuzumabin farkl
kombinasyonlarinin  hiicre  proliferayonu ve apoptoz iizerindeki etkilerinin
belirlenmesinin giincel bir arastirma konusu oldugu yorumu yapilabilmektedir.

Karaca, vd., (2014) HER2-pozitif insan meme kanseri hiicre hatlari, MDA-MB-
453 ve SKBR3'teki trastuzumab ile kombinasyon halinde AT-101'in olasi1 sinerjik
sitotoksik ve apoptotik etkilerini arastirmistir. Trastuzumab'm AT-101 ile
kombinasyonu, tek basina herhangi bir ajan ile karsilastirildiginda, 72 saatte meme
kanseri hiicrelerinde giiclii bir sinerjik sitotoksisite gdstermistir. Kombine tedavi ayrica
meme kanseri hiicrelerinde  DNA fragmantasyonu ve kaspaz 3/7 aktivasyonunu
indiiklemistir. PI3K inhibitori LY294002, meme kanseri hiicre hatlarinda kombinasyon
tedavisinin apoptotik etkisini inhibe etmistir, bu durumun; kombinasyon tedavsinin
apoptotik hiicre 6liimiine yol agan PI3K sinyal yolunu engelledigini gosterdigini ifade
etmislerdir.

Calismamizda 48 saat trastuzumab uygulamasi ile gozlenen kaspaz-3
seviyesindeki artis Karaca vd.’nin ¢aligmasi ile uyumlu goriilmektedir. Ancak kaspaz-
7’de gozlenen azalmayr agiklamaya yardimci degildir. Karaca vd.,’nin ¢alismasinda
kaspaz3/7 aktivitesi yalnizca enzimatik aktivite agisindan spektrofotometrik olarak
Olglilmiistiir. Bu nedenle artis gosteren kaspaz 3/7 aktivitesinin kaspaz 3 veya kazpaz 7

proteinlerinden hangisinin aktivasyonu ile gergeklestigi konusunda bilgi verici degildir.

5.2 A549 Hiicre Hattinda 5-Fluorourasil ile Tlgili Literatiir Bilgisi

5-fluorourasil, akciger kanseri dahil olmak {izere gesitli insan kanserlerinin
tedavisinde bir ilag¢ olarak etkin bir sekilde kullanilmaktadir. Antitiimor aktivitesinin
altinda yatan baslica mekanizma, 5-fluorourasilin DNA ve RNA sentezine miidahalesine
atfedilmistir. Gegtigimiz on yillarda, 5-FU ile apoptoz indiiksiyonu kanser terapisinde en

onemli faktor olmustur (Pan, vd., 2013).
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Pan, vd., (2013) A549 hiicre hattinda 5-fluorourasil uygulamasinin otofajiye
neden olabilecegini bildirmistir. Kaspazlarin aktivasyonunun intrinsik mitokondriyal
apoptotik yolla sitokrom-c tarafindan yonlendirilmesi nedeniyle, inhibe edilen otofajinin,
5-fluorourasil aracili sitokrom-c'nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasi tizerindeki
etkisi, hiicre fraksiyonasyonu kullanilarak arastirilmistir. S-fluorourasil ile tedavi edilen
hiicrelerde otofajinin inhibisyonunun, sitoplazmada sitokrom-c birikiminde énemli bir
artisa yol agtigini ortaya c¢ikarmistir. 5S-fluorourasil ile muamele edilmis hiicrelerde
otofajinin inhibisyonu, mitokondriyal membran potansiyelinde bariz bir diisiise neden
olmustur. Bu veriler, daha sonra kaspazlarin aktivasyonunu ve bdliinmesini tetikleyen ve
hiicre apoptozu ile sonuglanan 5-FU kombine 3-metiladeninin indiikli sitokrom-c
saliverilmesi i¢in mitokondriyal membran potansiyelinin gerekli olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu sonuglar, 5-FU ile tetiklenen otofajik yanitin, hiicre apoptozuna
kars1 koruyucu bir rol oynadigmi ve otofajinin inhibisyonunun, ROS olusumunun
uyartlmasi yoluyla 5-FU ile indiiklenen kaspaz bagimli apoptoza duyarli hale
getirebilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda 5-FU’nun hiicre proliferasyonunu azalttigi gosterilmistir. Ancak
hiicre 6liimiiniin apoptoz, nekroz veya otofaji mekanizmalarindan hangisinin araciligi ile
gergeklestigine dair bir veri mevcut degildir.

Tong, vd., 5-FU'nun apoptoz yoluyla oral kanser hiicresi 6liimiinii indiikledigini
gostermektedir (2000). Nita, vd., 1998 yilinda yaptig1 ¢aligmada insan kolon kanseri
hiicre hatlarinda Bcl-2 protein ailesinin bazi iiyelerinin 5-fluorourasil ile modiile
edildigini ve Bcl-XL'in Bax'a oranmin 5-FU'ya karst kemosensitivite ile iliskili
olabilecegini, P53 ve Bcl2 protein ailesi, kemoterapiyle indiiklenen apoptozda, ancak
hiicre tipine bagl bir sekilde yer aldigini ifade etmistir.

Mhaidat, vd., 2014 yilinda yaptig1 ¢alismada, 5-fluorourasilin kaspaz-9 bagiml
sekilde apoptozisi baslattigini ifade etmistir. Kesilmis kaspaz-9 HCT116 hiicrelerinde
16.saatte belirgin olarak gozlendigini bildirmislerdir. Bu bulgular, kaspaz-9'un 5-FU
kaynakl1 apoptozda baglatic1 kaspaz oldugunu gostermistir.

Calismamizda 48 saatlik 5-FU uygulamasinin ardindan yapilan kaspaz-9 proteinin
western blot analizinde kontrole kiyasla anlamli bir farklilik gozlenmemistir. Bu
durumda hiicrelerin 5-FU’ya maruz birakildigi siire ile kaspaz-9 seviyesinin iliskili

oldugu yorumu yapilabilir.
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Pegram vd.. (1999) SK-BR-3 insan meme kanseri modelinde 5-fluorourasil ve
trastuzumab kombinasyonunun etkisinin antagonistik oldugunu gdstermislerdir.
Trastuzumab ve 5-fluorourasil arasindaki in vitro antagonistik etkilesimin mekanizmasi
heniiz tam olarak acikliga kavusmamis olsa da, trastuzumab S fazinda SKBR-3
hiicrelerinin fraksiyonunu azaltabilmektedir ve bu trastuzumab ile tedavi edilen
hiicrelerin 5-fluorourasile karsi duyarliligin azalmasindan sorumlu olabilir. Bir in vitro
antiproliferasyon analizinde, trastuzumab ve 5-fluorourasil, KPL-4 ve BT-474 insan
meme kanseri hiicre hatlarinda, SKBR-3 insan meme kanseri hiicreleri ile yapilan
calismanin bildirilen antagonistik sonuglar1 aksine additif etkilesim gostermistir. Bir in
vitro antiproliferasyon analizinde, trastuzumab ve 5-fluorourasil, KPL-4 ve BT-474 insan
meme kanseri hiicrelerinde, SKBR-3 insan meme kanseri hiicreleri ile g¢alismanin
bildirilen sonugclari ile tutarli bir antagonistik etkilesim gostermistir. Trastuzumab ve 5°-
dFUrd kombinasyonu, KPL-4 hiicrelerinde in vitro olarak antagonistik bir etkilesim
gosterdigi halde, BT-474 hiicrelerinde additif etkilesim gostermistir. 5’-deoksi-5-
fluorouridin aktif metabolit 5-fluorourasile dontistiiriildiikten sonra antiproliferatif
aktivite sergilediginden, 5’-deoksi-5-fluorouridin ve 5- fluorourasilin trastuzumab ile
ayni mekanizma ile antagonist olarak etkilesmesi olasidir. BT-474 meme kanseri
modelinde kombinasyon halinde bulunan 5’-deoksi-5-fluorouridin ve 5- fluorourasil
arasindaki tutarsizliklarin nedeni agiklanamamistir. Diger taraftan, in vivo deneylerde,
trastuzumab ile kapesitabin veya 5’-deoksi-5-fluorouridin kombinasyonu KPL-4 ve BT-
474 hiicre hatlarinda additif antitiimor aktivite gostermistir. Kombinasyon tedavisi,
tiimor bliylimesi inhibisyonu ve tiimor biliylimesi gecikmesi agisindan tek bagina tek
ajanla tedaviden daha tistiindiir. Bu nedenle, bazi hiicre hatlar1 igin in vitro olarak rapor
edilen antagonistik etkilegim, in vivo olarak gézlenmemistir. Trastuzumabmn in vivo
antitimor aktivitesinin mekanizmasinin, incelenen tiimor modellerinde in vitro olandan
farkli olmas1 muhtemeldir. In vivo ve in vitro sonuglar arasindaki uyumsuzlugun nedeni
acikliga kavusturulmamistir (Fujimoto-Ouchi, vd., 2002).

Trastuzumab ve 5-fluorourasil kombinasyonunun antagonistik veya additif
etkisinin hiicre hatlarinin 6zelliklerine bagl olarak degistigi ifade edilebilir. Ancak bu
etkilesimin mekanizmasi detayli arastirmalara ihtiya¢c duymaktadir.

Othani, vd., (2000) calismasinda skuamoz hiicreli karsinom hiicre hatt1 olan NA

hiicreleri, kaspaz 1, 3 ve 8 inhibitorleri ile birlikte cisplatin veya 5-fluorourasile maruz
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birakilmigtir. DNA fragmantasyonunun analizi, kaspaz inhibitdrlerinin, 5-FU tarafindan
indiiklenen DNA fragmantasyonunu tutarlt bir sekilde inhibe ettigini ortaya ¢ikarmistir.
5-FU indiklii apoptoza, kaspaz 1, 3 ve 8'1 igeren bir kaspaz kaskadi aktivasyonu ile
aracilik ettigini ileri siirmiislerdir.

Calismamizda ifade edilen, 48 saat 5-fluorourasil uygulamasi ile gozlenen kaspaz-
3 seviyesindeki artis Othani vd. nin ¢aligmasi ile tutarli sonug¢ gostermektedir.

Al-Batran, vd.,’nin 2012’de yaptig1 calismada HER2 pozitif mide kanseri
hastalarinda trastuzumab ve tg¢li FLOT kemoterapi (5-Florourasil / Leucovorin,
Oxaliplatin ve Docetaxel) kombinasyonu tedavisi ile ilgili ilk raporu sunmustur.
Trastuzumab artt FLOT kemoterapinin bu klinik ortamda oldukga etkili ve giivenli bir
yaklagim olabilecegini bildirmislerdir. Trastuzumab ve taksanlarin meme kanserinde iyi
bilinen sinerjik etkilerinin, trastuzumabmn FLOT ile birlestirilmesi i¢in daha ileri bir
mantik saglayabilecigini fakat FLOT art1 trastuzumab'in etkinligini ve fizibilitesini
dogrulamak i¢in, HER2-pozitif, metastatik gastro6zofageal kanserde ileri Klinik
calismalar gerekliligini bildirmislerdir.

Yan, vd., (2014) ¢alismalarinda trastuzumab, HER2-pozitif gelismis mide veya
gastroozofageal kanserin birinci basamak tedavisi i¢in kemoterapi ile kombinasyon
halinde arastirmistir. Arastirmaya randomize olarak 594 hastadan (trastuzumab ve
kemoterapi, n = 298; tek basina kemoterapi (5-fluorourasil + cisplatin), n = 296), 584'i
birincil analize dahil edilmistir. Medyan takip siiresi trastuzumab + kemoterapi grubunda
18.6 ay ve tek basina kemoterapi grubunda 17.1 ay (9-25) idi. Medyan genel sag kalim
trastuzumab + kemoterapiye atananlarda 13.8 ay (% 95 Cl 12-16) iken, sadece
kemoterapiye atananlarda 11.1 ay (10-13) idi.

Trastuzumabin S-fluorourasil ile birlikte uygulandigi klinik denemelerde elde
edilen sag kalim siiresinin uzamasi bulgular1 bu kombinasyon tedavisinin farkli HER2

pozitif kanserlerde denenmesinin oniinii agmaktadir.
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6 SONUC VE ONERILER

Yapilan aragtirmalar neticesinde, literatiirde ilk kez trastuzumab ve 5-
fluorourasilin kombine kullaniminin trastuzumab ve 5-fluorourasilin tekli kullanimlarina
kiyasla A549 insan akciger kanseri hiicre hattinda; hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir.  ilaglarin tekli kullanimlar1 ile elde edilen verilerden gozlenen anti-
proliferatif etkinin literatiir ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Kombine ilag¢
uygulamasinin ilaglarin tekli uygulamalarina kiyasla hiicreler lizerinde daha kuvvetli bir
anti-proliferatif etki yarattigi belirlenmistir. Go6zlenen anti-proliferatif etkinin apoptoz,
nekroz veya otofaji mekanizmalarindan hangisinin araciligi ile gerceklestigine dair ileri
aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Kombine tedavi uygulamalarinin mekanizmalarinin
net bir sekilde aydinlatilabilmesi i¢in ileri arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu ¢alisma sonrasinda anti-proliferatif etkisi belirlenmis olan trastuzumab ve 5-
fluorourasil kombinasyonunun etkili oldugu hiicre 6liim mekanizmasinin belirlenemesi,
hiicresel 6liim siirecinde etkili olan proteinlerin, transkripsiyon faktdrlerinin tizerindeki
etkisinin incelenmesi, kombine ila¢ kullaniminin hiicre dongiisii iizerindeki etkisinin
incelenmesi bir sonraki basamak olarak diistiniilebilir.

Ayrica yapilan bu ¢aligmanin, bundan sonra yapilacak olan g¢alismalara 1s1kK

tutacagi kanaatindeyiz.
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Ek-1: Akciger Kanserinde TNM Evrelemesi

Primer Tiimor (T)

TX: Primer timdr degerlendirilemiyor.

TO: Primer tiimor bulgusu mevcut degildir.

Tis: Karsinoma in situ.

T1: En biiyiik ¢cap1 3 cm veya 7 cm’den daha kiigiik tiimor (Akciger veya viseral plevra
ile ¢evrili, lober brons proksimaline invazyonun bronkoskopik bulgusu olmayan timar).
T1la: En biiylik ¢ap1 2 cm veya daha kiiciik olan tiimor mevcuttur.

T1b: En biiyiik ¢ap1 2 cm’den biiyiik ancak 3 cm veya daha kiigiik olan tiimér.

T2: En biiylik ¢cap1 3 cm’den biiyiik ancak 7 cm veya daha kiigiik olan veya ana bronsu
tutan, distal karinaya 2 cm’den fazla uzaklikta bulunan, viseral plevraya invaze, hiler
bolgeye uzanan ancak tiim akcigeri icermeyen atelektazi veya obstriiktif pndmoni
Ozelliklerinden birine sahip tiimor mevcuttur.

T2a: En biiyiik ¢ap1 3 cm’den biiyiik ancak 5 cm veya daha kii¢iik olan timor mevcuttur.
T2b: En biiyiik ¢ap1 5 cm’den biiyiik ancak 7 cm veya daha kiiglik olan timor mevcuttur.
T3: En biiyiik capt 7em’den biiyiik olan ve pariyetal plevra, gogiis duvari, diyafram,
frenik sinir, mediastinal plevra ve pariyetal perikarddan herhangi birine invaze veya ana
brong tiimdrii (distal karinaya 2 cm’den daha yakin ancak invaze olmayan) veya tiim
akcigeri etkileyen atelektazi ya da obstriiktif pndmoni veya ayni lobta nodiil(ler)
mevcuttur.

T4: Herhangi bir biiyiikliikteki ve mediasten, kalp, biiyiik damarlar, trakea, rekiirren
laringeal sinir, 6zefagus, vertebra korpusu, karinadan herhangi birine invaze timdr veya

ipsilateral farkli lobta tiimor nodiilii mevcuttur.

Bolgesel Lenf Nodlar1 (N)

NX: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor.

NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok.

N1: Ipsilateral peribrongial ve/veya subkarinal lenf nodlarina metastaz veya
intrapulmoner nodlar, direkt ekstansiyon ile yayilim gosterir.

N2: Ipsilateral mediastinal ve/veya subkarinal lenf nodu metastazi1 bulunur.

N3: Kontralateral mediastinal, hiler, ipsilateral veya kontralateral skalen veya

supraklavikular lenf nodu metastazi bulunur.
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Metastaz (M)

MO: Uzak metastaz yok.

M1: Uzak metastaz var.

M1la: Kontralateral lobta ayr1 tiimoér nodiil(leri), timér ile birlikte plevral tiimoral
nodiiller, malign plevral veya perikardiyal efiizyon

M1b: Uzak metastaz var.
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