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OZET

Malignant Mezotelyoma (MM), mezotel hicrelerinin karsinogenezi sonucu
olusan ve genellikle plevrada goriilen bir tiimor ¢esididir. Cevresel ya da mesleki
olarak asbestosa maruz kalinmasi bu hastalifin olusumuna neden olmaktadir.
Hastaligin diger nedenleri arasinda genetik yatkinlik, SV40 virusi enfeksiyonu,
radyoterapi, karbon nanotipleri, erionit ve diger baz1 mineral fiberleri sayilmaktadir.
Bircok blytme faktori ve ilgili reseptorlerin asir1 ifade edilmesi hastaligin ortaya
¢ikisinda rol oynamaktadir. Calismamizda, tropik iklimlerde yetisen bitkilerden izole
edilen Betulinik asit (BA)'in hiicre proliferasyonuna etkisi ve MM’nin tedavisinde
kullanilabilirligi in vitro olarak arastirilmistir.

Tez c¢alismasinin ilk kisminda BA'nin mezotelyoma ve MM hicre
hatlarindaki proliferatif etkisi arastirilmistir. Proliferasyon deneyleri sonucunda
BA'nin SPC212 mezotelyoma kanser hiicre hatt1 iizerinde proliferasyonu doza ve
zamana bagli olarak azalttigi goriilmiistir. BA, kontrol Met5A hucreleri (izerinde
SPC212 hiicrelerinden daha az stotoksik bulunmustur. Takibinde SPC212
hlcrelerinde, proliferasyonla iliskili mekanizmada rol aldig1 diistiniilen Epidermal
Buyume faktori reseptori (EGFR), ckstraselliilar regiile edilmis kinaz/mitogen
aktive edilmis protein kinazlar (ERK/MAPKS), stresle aktive olan protein kinaz/c-jun
terminal kinazlar (SAPK/JNK), p38 MAPK'lar ve PI3K/Akt kinaz aktivasyonlar1 ve
total protein seviyeleri arastirilmistir. Protein analiz sonuglarina gére BA, doza ve
zamana bagl olarak, EGFR, ERK1/2 ve AKT aktivitesini baskilarken p38 ve JNK
aktivitelerini indiiklemistir. Ayrica EGFR, p38, JNK ve AKT ifadelerinde de yine
doza ve zamana bagli olarak azalma gozlenmistir. Yapilan RT PCR ¢alismalarinda
ise BA'nin JUN, STATI1, STAT3, STAT5a ve ELKI ifadelerini baskiladigi
goriilmiistiir. BA’nin hicre proliferasyonu inhibe ettigi ve normal hicrelerden cok
kanser hicrelerine segici etki gosterdigi yapilan bu g¢alismayla ve daha Onceki
caligmalarla gosterilmistir. Betulinik asit bilgilerimiz dogrultusunda MM hucre
hatlarinda ilk kez denenmistir. BA'nin genel etkisi de degerlendirildiginde EGFR
pozitif MM hiicrelerinin  tedavisinde potansiyel kullanimi  olabilecegi
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Betulinik Asit (BA), Malignant Mezotelyoma (MM),
Epidermal Buylume Faktori Reseptort (EGFR), SPC212, Met5A.



SUMMARY

Malignant Mesothelioma (MM) is the carcinogenesis of a mesothelium,
which generally occurs in the pleural cavities. Environmental and/or occupational
exposure to asbestos fibers play key role in the development of the disease. Among
the other causes of MM are genetic predisposition, SV40 virus infection,
radiotherapy, carbon nanotubes, erionite and some other fibrous minerals.
Overexpression of particular growth factors and associated receptors have a role in
the development of the disease. Late diagnosis, difficulty of surgery and limited
chemoterapic agent applications lead to search for alternative treatments or agents.
Combined use of pemetrexed and cisplatin is the common chemotherapeutic
treatment, however the existence of side effects requires further research for
harmless agents. In this study, the anti-proliferative effect of betulinic acid (BA) on
MM cells was investigated.

In the first part of this study, the cytotoxic effects of BA on Met5A
mesothelioma and SPC212 MM cell lines were analysed. BA inhibited the SPC212
cell proliferation in a dose- and time-dependent manner. BA also inhibited Met5A
cell proliferation, but only at high dose and late time periods. The effect of BA on the
proliferation of SPC212 cells was more potent than that of Met5A. Next, the
activation and the expression of the key molecular players involved in the signaling
pathways, (EGFR, ERK, JNK, p38, AKT) were analysed. BA, in a dose- and time-
dependent manner, inhibited the activation of EGFR, ERK1/2 and AKT, but induced
the activation of p38 and JNK. The total protein levels of EGFR, AKT, p38 and JNK,
but not ERK 1/2, were reduced after the BA treatment. In addition, RT-PCR results
showed that BA repressed JUN, STAT1, STAT3, STAT5a and ELK1 mRNA levels.
With this study, BA has been tested on MM cells for the first time. Our results
suggest that BA inhibits cell proliferation and is more cytotoxic in tumor cells than
normal cells. Thus, BA can be thought of as a promising chemotherapeutic agent
with potential future use in the treatment of EGFR positive MM.

Key Words: Betulinic Acid (BA), Malignant Mesothelioma (MM), Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR), SPC212, Met5A.
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1. GIRIS

Malignant mezotelyoma (MM), plevral ve peritonal bosluklarin mezotelyal
ylzeyinden ortaya ¢ikan agresif bir neoplazmadir. MM'nin %80'inden fazlasi plevra
kaynaklidir ve en biiyiik olusum nedeni asbeste maruz kalmaktir. Molekiiler diizeyde
asbestin MM'ya nasil sebebiyet verdigi heniiz tam olarak agikliga kavusmamakla
beraber, asbest’in DNA hasarina neden oldugu ve TNF-o yolag: iizerinden dolayli
sekilde NFk-f yolagini aktiflestirip mezotelyoma hiicrelerinin sag kalimini uyardigi
ve timOr olusturdugu belirlenmistir [1].

Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii (EGFR) hiicre dis1 ligand baglama,
transmembran ve tirozin kinaz aktivitesine sahip hiicre i¢i domainden olusan bir
reseptOr tirozin kinazdir. Bu reseptor 6zellikle hiicre proliferasyonu ve hiicre
sagkalimi gibi yolaklarin tetiklenmesinde rol alir. MM'li bireylerde EGFR’nin agir1
ifade edilmesi nedeniyle spesifik EGFR tirozin kinaz inhibitorleri (erlotinib ve
gefitinib) tedavi amacgh olarak kullanilmaktadir [2], [3]. Benzer sekilde MM’li
bireylerde asir1 ifade edildigi bilinen PDGFR, VEGFR, c-kit reseptorlerine 6zgu
inhibitorler ve/veya monoklonal antikorlar da kullanilmaktadir. Bunlara ilaveten,
histon deasetilaz inhibitorleri, gen terapi ve immin terapi yontemleri de
denenmektedir [4]. Diger kanser tedavileri ve MM tedavisinde de kullanilan baska
bir ajan Cisplatindir. Cisplatin DNA'ya hasar vererek apoptozu tetikler. Cisplatin
kullanimi1 ile MM hastalarinin yasama oranlarinda artis gozlenmistir. Cisplatin,
Carboplatin veya Pemetrexed gibi ilaglarla birlikte uygulandiginda ise hastalarin
yasama oranlarindaki artigin daha da fazla oldugu belirlenmistir. Tiim bu arastirma
ve uygulamalara ragmen MM tedavisinde tam etkin bir ajan ya da birlesim heniiz
bulunmamaktadir.

Betulinic asit (BA), Tryphyllum peltatum, Ancistrocladus heyneaus, Diospyros
leucomelas, Tetracera boliviana, Zizyphus joazeiro ve Syzygium formosanum gibi
tropik iklimlerde yetisen bitkilerden izole edilen pentasiklik triterpendir ve 6nemli
biyolojik aktivitelere sahiptir.

BA’nin antitiimor etkisi son yillarda ¢esitli kanser hiicreleri {izerinde
aragtirtlmistir. BA'nin melanoma, noroblastoma, glioblastoma, medulloblastoma,
bas-boyun, kolon, meme, hepatoseliiler, akciger, prostat, renal hiicre, ovaryum

kanserleri ve 16semiye karst antitimor etki gosterdigi belirlenmistir [5], [6]. Bunlara



ek olarak, BA'nin metastatik olmayan melanomalara kiyasla metastatik melanomaya
kars1 secici sitotoksisite gosterdigi [7], farkli orjinlere sahip transforme olmamig
hicrelere (6rn; fibroblastlar, melanositler, ndéronal hicreler ve periferal kan
lenfositleri) kanser hiicrelerine gére daha az sitotoksisite gosterdigi de belirlenmistir
[8].

BA'nin mitokondriyel yolak iizerinden apoptozu tetikleyerek etki gosterdigi
saptanmustir [9], [10], [11]. Hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin olusumu [12], bcl-2,
bax seviyelerinin [10] ve topoizomeraz o ve Ilo. modiilasyonu [13]. BA'nin diger
hiicresel aktiviteleri arasinda bulunmaktadir. Ayrica kesin olmamakla birlikte,
BA’nin G1/S gecisinde rol alan siklin-D1 geninin ekspresyonunu azalttigi [14] ve
Siklin-B1 proteinini inhibe ederek G2/M safhasinda hiicre dongiisiinii tutukladigi
[15] ifade edilmektedir.

Mitojenle Aktive olan Tirozin Kinazlar (MAPK) sitoplazmik ve nukleer
hedefleri fosforilleyen serin/treonin protein kinazlari igeren bir ailedir. MM'de
MAPK’lerin asir1 ifade edildigi belirlenmistir. MAPK proteinleri, ¢esitli hiicre dis
sinyallerle aktive olarak hiicre sagkalimi, proliferasyonu ve adaptasyonu gibi hiicre
ici strecleri duzenlerler. p38 ve JNK molekiilleri hiicresel stres karsisinda aktive olan
diger MAPK ailesi iiyeleridir. Sag kalim ve proliferasyonda ERK yolag: etkinken;
p38 ve INK yolaklar1 apoptozun uyarimiyla baglantilidir. BA'in bu proteinler izerine
etkisi metastatik melanoma hastalarindan izole edilen hiicrelerde incelenmis ve
melanoma hiicrelerinin  sagkaliminin p38 ve JNK iizerinden baskilandig
gosterilmistir [16].

AKT ailesi serin/treonin kinaz gorevi yapan ara sinyalizasyon molekilleridir.
AKT ailesi iiyeleri hiicre sagkalimi, proliferasyonu, invazyonunda ve glukoz
metabolizmasi ve anjiyogenezde rol alirlar. MM hiicrelerinde PTEN baskilandig1 igin
AKT siklikla aktive olmaktadir [17], [18]. Bu nedenle PI3K/AKT yolaginin

baskilanmast MM terapisinde dnemli bir stratejidir.



1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve icerigi

Bu tez calismasinda bazi kanser hiicrelerinde proliferasyonu ve hiicre siklusunu
durduran ve hiicreleri apoptoza ugratan BA’nin; EGFR ve bagimhi yolaklar iizerine
etkinliginin molekiiler seviyede arastirilmasi planlanmistir. Oncelikle in vitro
kosullarda BA’min MM hicre proliferasyonuna etkisi  belirlenerek BA
uygulanmasinin, EGFR ile EGFR alt yolaginda rol alabilecek JNK ve p38, ERK,
AKT molekillerinin fosforilasyonu ile total protein seviyelerine etkisinin doz ve
zaman bagimli olarak incelenmesi amaglanmistir . Ayrica BA uygulamasinin
takibinde bu yolaklarla baglantili transkripsiyon faktorlerinin gen ifade
diizeylerindeki degisimin analiz edilmistir.

Targeted terapi, immunterapi, gen terapi ve kemoterapi ile MM tedavisinde
olumlu sonuglar henliz alinamamistir. Bu nedenle yeni alternatif ajanlarin
arastirilmast gerekmektedir. BA’nin apoptozu tetiklemesi, proliferasyonu ise inhibe
etmesi gibi antikanser 6zellik sergilemesi ve bununla birlikte normal hicrelerden ¢ok
kanser hiicrelerine secici etki gostermesi kemoterapide kullanilabilecek potansiyel
bir ajan olabilecegini diisiindiirmektedir.

Literatiirde BA’nin EGFR've asag1 akisindaki molekiillere olan etkisi ile ilgili
heniliz ¢ok az veri bulunmaktadir. BA'nin etkisi malignant mezotelyomada heniiz
incelenmemistir. Tezimizde BA'min anti-kanser etki gosterdigi yolaklarda yer
alabilecek bazi1 molekiillerin gen ve protein seviyelerindeki degisimlerin belirlenmesi

hedeflenmektedir.



2. MEZOTELYOMA

Mezotelyoma plevral ve peritonal dokularin mezotelyal hiicrelerinden koken
alan bir malignansidir. Oldukca nadir goriilen bir tiimor ¢esididir. Mezotelyoma lokal
olarak istila etmeye meyillidir, ancak nadirde olsa metastaz yaptig1 bilinmektedir.
Hastalarin hayatta kalma siireleri ortalama olarak 12 aydir. Birgok hasta ilk belirtiler
gergeklestikten 10-17 ay igerisinde hayatlarin1 kaybetmektedir. Hastaligin tanisi
oldukca giictiir. Bunun i¢in ameliyat ile alinan bir kesit histolojik olarak
incelenmektedir. Fakat hastalarin biiyiik ¢ogunluguna (%80) hastalik seviyesi III/TV
iken teshis konulmaktadir. Bu agamaya gelmis hastalarin ameliyat ile tedavi edilmesi
mimkiin degildir. Bu yuzden bu seviyedeki hastalarin ¢ogu sistemik olarak tedavi
edilmektedir. Fakat yine de tedavi olasiligi ¢ok diisiiktiir ve hastaligin kemo- ve
radyoterapiye duyarliligi olduk¢a zayiftir [37]. Diger yandan mezotelyomanin
molekiiler biyolojisini net bir gsekilde anlamak hastaligin teshisi, tedavisi ve
Onlenebilmesi icin yeni tekniklerin (hedeflenmis terapi) gelistirilmesi bakimindan

onemlidir [27], [87].
2.1. Asbest ile iliskili Mezotelyoma

Mezotelyomaya neden olan faktorlerin basinda asbeste maruz kalinmasi
gelmektedir. Son yillarda ABD'de yapilan ¢alismalarda, ¢alisma ortamlarinda asbeste
kars1 alinan Onlemlerin artmasiyla birlikte mezotelyomanin goriilme sikliginin da
diistiigli anlasilmistir. Diger yandan asbest fiberlerinin fazlaca bulundugu is
ortamlarinda galisan kisilerde mezotelyoma olusumu ayni siklikta kalmistir [28].
Asbest bulunan ortamlarda calisan is¢ilerin sadece kendileri mezotelyoma riski
tasimamaktadir. Ayni1 zamanda aile bireyleri de ¢alisanin kiyafet vb. yollarla
beraberinde getirdigi asbest fiberlerinden dolay1 mezotelyoma olma riski altindadir.

Asbestin solunum sistemi ile iliskisi yillarca arastirilmistir. Bu konuda 1980
yilinda yapilan bir calisma ile asbest g¢alisanlarinin %8'inin solunum sisteminde
meydana gelen bozukluk sonucu hayatini kaybettigi anlasilmistir [39]. Bunun yani
sira asbest calisanlarinin  %10'unun mezotelyoma olma riski tasidiklar1 ve
mezotelyoma vakalarinin %70'inin asbeste maruz kalmadan kaynaklandigi tespit

edilmistir [28].



Solunum yoluyla alinan asbest fiberleri perital plevrada birikmeye baglar. Daha
sonra, plevrada biriken asbest fiberleri inflamasyona sebep olur. Kronik inflamasyon
siireci ve devaminda meydana gelen ve siirekli devam eden doku onarimi nedeniyle
bircok hiicre béliinmesi gerceklesir. Inflamasyon siirecinde asbest fiberleri
mezotelyal hucrelerde fagositozla pargalanir ve olusan asbest iiriinleri EGFR'a
baglanarak c-myc ve c-jun gibi onkojenik kaskatta yer alan proteinleri aktive ederler.
Bununla birlikte Bcl-xI gibi antiapoptotik proteinlerin uyarimi da gergeklesir [88].
Ayrica doku onarimi siirecinde meydana gelen sayisiz hiicre bdliinmesi esnasinda
mitozun S fazinda gergeklesen DNA sentezi isleminde kalitsal faktorlere bagli olarak
mutasyon birikimi olacaktir. Bu asamada bireylerin kansere yatkinliklar1 ne kadar
fazla ise mutasyon birikimi de o denli fazla olacaktir. Mezotelyoma vakalarinda
siklikla goriilen mutasyon, inflamasyonla iligkili bir traskripsiyon faktorii olan ve
antiapoptotik surecgte gorev alan Nf-kB'dir. Mezotelyomada goriilen diger genetik
degisimler ise kromozomal delesyonlardir (9q ve 22q). Bu degisimler asbest
fiberlerinin mitotik ig iplikleri ile etkilesime girmesi sonucu kromozom ayrilmasinin
saglikl gerceklesememesinden kaynaklanmaktadir. Meydana gelen delesyonlar NF2
ve INK4/ARF genleri ile iligkilidir. Bu gen iirlinleri hiicre dongiisiine girisin
dizenlenmesinde Onemlidir. Dolayisiyla bu genlerde meydana gelen mutasyonlar,
hiicre dongusunu duzenleyen pl6, p53 ve retinoblastoma (Rb) aktivitelerinde

degisime neden olmaktadir [43].
2.2. Asbest ile iliskili Olmayan Mezotelyoma

Biitiin mezotelyoma vakalar1 asbest ile iligkili degildir. Asbest disinda birtakim
ajanlarin da malignant mezotelyomaya neden oldugu goriilmiistiir. Bu ajanlar
arasinda en iyl bilineni erionit ve terapik radyasyondur. Bunun yaninda SV40
viriisiiniin ~ kanserojen veya kokanserojen olduguna dair gucli deneysel,
epidemiyolojik molekiiler kanitlar bulunmaktadir [45]. Ayrica erionit diginda
birtakim mineral fiberlerinin, insan yapimi karbon nanotiiplerin ve MC29 16kosis kus

viriistiniin mezotelyoma olusumuna neden oldugu bilinmektedir [45].



2.2.1. Erionit ve Diger Mineral Fiberleri

Tiirkiye'de Kapadokya'nin bazi koylerinde c¢evresel olarak veya bagka
yollardan asbeste maruz kalinmadig1 halde MM vakalar1 goriilmektedir. Bu bolgede
MM'nin asbest ile degil, volkanik taglarda bulunan ve bir zeolit olan erionit ile iligkili
oldugu belirlenmisir. Roma doéneminden beri bu bdlgede evler, yollar ve
kanalizasyon sistemleri erionit igeren taslardan yapilmaktadir. Bu nedenle
Kapadokya koylerinde erionit ile iliskili hastaliklar belkide yiizyillardir
gorilmektedir [45]. Yapilan deneysel bir ¢alismada Tiirkiye ve Oregon'dan alinan
erionit Ornekleri farelere soluk yolundan verilmis ve bunun sonucunda farelerde
yiikksek oranda MM olusumu gozlenmistir [46]. Diger bir ¢alismada ise erionit,
farelerin plevral ve peritonal bolgelerine enjekte edilmis (0,5 veya 1 mg) ve farelerin
%90 oraninda MM oldugu goriilmiistiir [57], [60]. Bu oranlar asbest fiberlerinde
goriilen oranlardan daha fazladir. Erionitin asbest fiberlerinden daha kanserojen
olmasmin temel nedeni, erionitin asbest fiberlerinden daha blyik i¢ yiizey alanina
sahip olmasidir [60].

Biancavilla ve dogu Sicilya bolgelerinde flora-adenit fiberlerinin malignant
mezotelyomaya neden oldugu goriilmiistiir [61]. Ayrica sekerkamisi calisanlarinda
bitki kokenli olan kristalin silika fiberlerinin MM'ye neden oldugu vakalar da

gorilmiistiir.

2.2.2. Karbon Nanotupleri

Son zamanlara kadar insan yapimi higbir mineral fiberinin mezotelyomaya
neden oldugu bir durum gézlenmemisti. Fakat nanoteknoloji biliminin gelismesiyle
birlikte silika, giimiis ve nikel gibi materyallerden elde edilen karbon nanotiiplerinin
(CNT) mezotelyoma igin yiuksek risk tasidiklari tespit edilmistir [64]. Yapilan
deneysel bir ¢alismada uzun CNT fiberleri farenin peritonal bosluguna nakledilmis
ve uzun asbest fiberlerinin neden olduguna benzer ya da ondan daha fazla
inflamasyon ve fibrozise neden olmustur. Kisa CNT ve asbest fiberleri bu agidan
onemli bir etkiye yol agmamustir [65].

Karbon nanotiipleri elektronik ve tip gibi alanlarda kullanilan nanoteknoloji

urinleri igin oldukca 6nemlidir. CNT lerin asbest fiberleri ile benzer sekil ve



biiyiikliikkte olmalar1 ve bunun yaninda DNA hasarina yol agmalari mezotelyomaya
neden olmalarinda baslica etkendir [45]. CNT fiberlerinin hayvanlarin peritonal
bosluklarinda mezotelyoma gelisimi iizerine etkisinin oldugu bilinmektedir. Fakat bu

etkinin insanlar lizerinde olup olmadigi ile ilgili heniiz bir bilgi bulunmamaktadir.

2.2.3. Radyoterapi

Iyonize radyasyonun hematolojik malignansi ve kati tiimérleri iceren farkli
tipte kanser igin bir risk faktorii oldugu bilinmektedir. Yapilan epidemiyolojik
arastirmalarin bir¢ogunda iyonize radyasyon ve mezotelyoma arasinda bir iliski
oldugu istatistiksel olarak kanitlanmistir. Insan ve hayvanlardan elde edilen veriler
de iyonize radyasyonun mezotelyoma olusumunda rol aldigin1 dogrular niteliktedir
[19].

Tedavi i¢in kullanilan ve toryum dioksit iceren Thorotrast uygulamasinin
sonrasinda plevra, periton ve perikardiyumda MM olusumu gézlenmistir [66], [78].
Toryum dioksit ¢oziiniir degildir ve bir kez vicuda alindiktan sonra geri atilmaz. Bu
nedenle ¢esitli dokularda kalir ve bozunmaya devam eder. Bunun sonucunda bir¢ok
o partikiilii emilimi gerceklesir. Danimarka, Isvicre, Japonya, Almanya ve ABD'de
kontrol ve mezotelyoma populasyonlar1 ilizerine yapilan deneylerde, Thorotrast'a

maruz kalmanin plevral ve peritonal MM riskini arttirdig1 agiklanmistir [67], [68].

2.2.4. Virusler

SV40 maymunlarda bulunan bir DNA virGsudur ve malignant plevral
mezotelyoma (MPM) ile iliskilidir [24], [25]. SV40'1n mezotelyoma patojenizindeki
rolii tartismalidir. Fakat buna ragmen 50 farkli laboratuvarda SV40 ile MPM
arasinda bir ilski oldugu rapor edilmistir. Digerlerinde ise hehangi bir iligki
gbézlenmemistir [26]. Hayvanlar {izerinde yapilan c¢alismalarda SV40 ile MPM
arasinda bir iliski oldugu acikca ortaya konulmustur. Hamsterlarin plevra ve kalp
icine SV40 enjekte edilmis ve 6 ay icerisinde MPM gelisimi gozlenmistir [27].

SV40, bluyik T antijeni (Tag) ve kiglik t antijeni (tag) olmak tzere iki
onkojenik protein Gretmektedir. Insandan alnan doku &rnekleri incelendiginde Tag

antijeninin p53 ve pRb'ya baglanip tiimor baskilayict 6zelliklerini inaktive ettigi



goriilmiistiir. Ayrica IGF-1 gen promotoriine baglanarak genin ifadesini ve IGF-I
sinyalini durdurarak hiicre ¢ogalmasini arttirdigi tespit edilmistir [40]. SV40 tag,
MAP-kinaz sinyalini ve AP-1 aktivitesini arttirmaktadir. Ayrica insan mezotelyal
hlcrelerinden ve MPM biopsi 6rneklerinden SV40'in HGF/Met reseptor aktivitesini,
telomeraz aktivitesini ve Notch-1 aktivitesini indiikledigi anlagilmistir [29], [31].
Yapilan birka¢ calismada asbest ve SV40 viriisiiniin gii¢lii kokanserojen etkisi
rapor edilmistir [32], [33]. Yapilan bir hayvan deneyinde asbest, SV40 varyanti olan
ve tag antijeninini ifade etmeyen, hayvanlarda MPM olusumuna neden olmayan
SV40 d1883 ile kombine halde uygulanmis ve hamsterlarin biiyiik bolimiinde MPM
gelisimi gozlenmistir. Buna karsin, SV40 d1883 tek basina uygulandiginda MPM'ye
neden olmamisken, asbest tek basina uygulandiginda hamsterlarin diisiik bir
yiizdesinde MPM go6zlenmistir [33]. Bu veriler gostermistir ki SV40 ile enfekte olan
bireylerde diisiik seviyedeki asbest dahi MPM olusumuna neden olabilmektedir.
Fakat SV40 asis1 ile agilanmis milyonlarca insan ig¢in guvenli bir asbest seviyesi

belirlenmis degildir.

2.3. Mezotelyoma Tedavisinde Hedeflenmis Terapi

2.3.1. EGFR inhibitorleri

MM hicrelerinin ¢ogalmasi ve yayilmast EGFR, PDGF, VEGF gibi buyume
faktorleri ve onlarin reseptorlerine iliskilendirilir [34], [35]. Yapilan bir dizi klinik
calismada bu reseptorleri hedef alan ajanlar uygulanmis ve mezotelyal hiicre
bliylimesi inhibe edilmistir. Bu reseptorler i¢erisinde mezotelyoma tedavisi i¢in en
ideal olan ise EGFR'dir. Cinklii EGFR MM'de yuksek oranda ifade edilmektedir
[35], [36]. Fakat yapilan bir Faz II calismasinda, gefitinib verilen 43 hastadan
(%97'sinde EGFR agsir1 ifadesi belirlenmis) sadece birinde diizelme ve bir hastada ise
kismi diizelme gozlenmistir [3]. Yapilan ikinci bir Faz II ¢alismasinda da, gefitinib
aktivitesinin sinirli oldugu dogrulanmistir [38]. Erlotinib ile yapilan Faz II
denemesinde de erlotinibin mezotelyomada yetersiz aktivite gosterdigi belirlenmistir
[2]. Yapilan diger bir ¢alismada erlotinib bevacizumab ile birlikte uygulandiginda
benzer sonuglar elde edilmistir [76]. Bu sonuglar sadece EGFR inhibitorlerinin MM

tedavisinde yeterli olmadig1 sonucunu isaret etmektedir [41].



2.3.2. Anjiyogenez Inhibitérleri

Mezotelyoma hastalarinda VEGF seviyesinin de yiksek olmasi nedeniyle,
spesifik VEGF inhibitoru (bevacizumab) kullanilmaktadir [42]. Randomize bir Faz 11
denemesinde cisplatin ve gemcitabine kombine olarak bevacizumabla ve
bevacizumab olmadan, daha 6nce kemoterapi almamis hastalara uygulanmis, fakat
tam etkinlik goriilmemistir [42]. Faz Il denemelerinde tek basina VEGF tirozin kinaz
inhibitorii kullanildiginda ¢ok az aktivite goriilebilmistir. Bunun yaninda hem VEGF
hem PDGF reseptorinl inhibe eden Vatalanib'in Faz 1I'de sinirli aktivite gosterdigi
bildirilmistir [44], [72]. Diger bir anjiyogenez inhibitorii olan Suitinib de MM
hastalariin tedavisinde diigiikk etki gostermistir [86]. Bevacizumab't da kapsayan
kombine c¢aligmalarda anti-anjiyogenik etki gdsteren ajanlarin MM tedavisinde
yeterli olmadig1 belirlenmistir [4].

Ozetle yapilan Faz II denemelerinde VEGF tirozin kinaz inhibitdrlerinden
aliman en iyi sonuglarda sadece diisiik bir aktivite goriilebilmistir [4]. Anti-
anjiyogenik ajanlar arasinda en eski ve en ¢ok calisilan Thalidominele yapilan Faz 11
denemelerinde 40 hastanin 11'inde (%27,5) hastaligi stabil hale getirmistir [47].
Thalidomine diginda bu agidan en iyi oran vatalanib ile yapilan Faz II denemesinde

alinabilmistir (%11) [48], [49].

2.3.3. Proteozom Modifikasyon Tedavileri

Preklinik ¢alismalar gostermistir ki NF-xB inhibitori olan bortezomib hastalara
uygulandiginda, cisplatin ve pemetraxed tedavisinin aktivitesini arttirmistir [50],
[51]. Klinik 6ncesi hala devam eden ¢alismalarda, proteozom inhibitérlerinin MPM
hastalarindaki etkisi arastirilmaktadir. Tek bortezomib, bortezomib/oxaliplatin  ve

bortezomib /cisplatin birlikte uygulanmaktadir [4].

2.3.4. Histon Deasetilaz inhibitorleri

Proteinlerin translasyon sonrasi modifikasyonlar1 gen transkripsiyonunda

o6nemli rol oynar. Histon deasetilaz (HDAC) enzimleri kromatin yapi ve



fonksiyonunun diizenlenmesinde rol alir. Histonlarin translasyon sonrasi
modifikasyonlar1 arasinda en ¢ok calisilan lizin asetilasyonudur. HDAC enzimleri
histon disinda, p53, tiibilin ve ¢esitli transkripsiyon faktorleri ve farkli proteinleri de
geri dontisimli olarak asetillemektedir [52], [53]. Preklinik veriler HDAC
enzimlerinin mezotelyomada malignant doniisiim ve hiicresel farklilasma
asamalarinda kritik rol oynadigimi gostermistir [54]. Ayrica HDAC inhibitoru
suberoylanilide hidroksi asit (SAHA)'In pemetrexed hedefi olan timidilat sentaz
enzimi genini baskiladigi disiiniilmektedir. Yapilan Faz [ calismasinda SAHA
(vorinostat) uygulanmig 130 ilerlemis kanser hastasindan ikisinde kismi cevap
almmistir [55]. Devam etmekte olan bir Faz Il denemesinde ise, daha Once
mezotelyoma tedavisi almig 660 hasta lizerinde vorinostat'in etkisi incelenmektedir.
Calismanin sonuclarinin pozitif ¢gikmasi halinde pemetrexed rejimi yapan hastalarda

yeni bir tedavi altenatifi ortaya gikacaktir [4].

2.3.5. Diger Hedeflenmis Ajanlar

Tirozin kinaz olan Src ailesi ve ligantlart MPM'de asir1 ifade edilmektedir.
Dasatinib SRC ailesi kinazlari, EphA2 ve PDGFR i¢in potansiyel bir inhibitordiir.
Fakat yapilan Faz II denemelerinde hem hastalar dasatinibe karsi diisiik tolerans
gostermis hem de herhangi bir dasatinib aktivitesi goézlenmemistir [56]. Benzer
sekildle PDGF ve c-Kit tirozin kinaz inhibitérii olan Imatinib'in tek olarak
uygulanmast MPM tedavisinde yetersiz bulunmustur [58], [141]. Devam eden
kombinasyon c¢alismalarinda Imatinib gemcitabine ve cisplatin/pemetrexed ile
birlikte uygulanmaktadir. Bdylece Imatinibin MPM de bir rolii olup olmadig
belirlenmek istenmektedir [59], [ 90].

Imatinib disinda, mTOR inhibitdrii olan Everolimus ve TGF'in memeli
hiicrelerindeki biitiin formlarina baglanabilen IgG4 « monoklonal antikorunun Faz Il
calismalar1 devam etmektedir [4]. Diger yandan, hiicre dongiisii G2 kontrol noktasini
durdurmak kanser tedavisinde etkili bir stratejidir. Cunki G2 kontrol noktasinda
durdurmak kanser hiicrelerini DNA hasarina yol agan antikanser ajanlara karsi
duyarh hale getirmektedir. Ayrica bu sekilde normal hiicrelerde olusabilecek yan
etkilerin de 6nune gecilebilmektedir. Bu amacla MAPKAP-K2, C-Takl ve CHK1

aktivitesine karst CPP501 peptidi iizerinde durulmaktadir [92]. Devam etmekte olan
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Faz /Il ¢aligmalarinda CBP501 ve full doz cisplatin ve pemetrexed ile kombine
halde denenmektedir [4].

2.4. Mezotelyomada Sinyal Iletimi

Kanser, kompleks, multifonksiyonel ve 6ldurtict bir hastaliktir. Son yillarda
yapilan bir¢ok arastirmada, reseptor ve biiyiime faktorlerinin asir1 ekspresyonunun,
onkojen aktivasyonu ve tiimor baskilayici gen inaktivasyonunun agresif ve tedaviye
direncli kanser fenotiplerinin temel nedeni oldugu gosterilmistir. Ayrica hiicre igi
sinyal yolaklarmin fonksiyon bozuklugu da kanser gelisimi ve ilerlemesinde rol
almaktadir. Bu nedenle, neoplastik donilisiim esnasinda degisen sinyal yolaklarinin
fonksiyonunu anlamak kanser tedavisinde yeni stratejilerin gelistirilebilmesi igin

onemli ipuclar1 vermektedir.
24.1. EGFR

Reseptor tirozin kinazlarin (RTK) ailesine ait olan Epidermal biiylime faktorii
reseptorleri (EGFRS), biiylime, farklilasma, adezyon, gé¢ ve sagkalim gibi sinyal
yolaklarinda gorev alirlar. EGFR ve aile iiyelerinin bu sekilde ¢ok yonlii sinyal
yolaklarinda yer almas1 ve bu sinyal yolaklarinda meydana gelen degisimlerin kanser
gelisiminde 6nemli rol oynamasi, EGFR ile aile Uyelerini kanser terapisi i¢in etkin
bir aday yapmaktadir [Web 1, 2012], [62].

EGFR, ErbB reseptor tirozin kinaz ailesine aittir. ErbB ailesinin bilinen doért
uyesi vardir. Bunlar EGFR/ErbB1/HER, ErbB2/HER2, ErbB3/HER3, ErbB4/HER4
reseptorleridir. ErbB ailesi tiyeleri, agirliklar1 170 ile 185 KDa arasinda degisen
transmembran gilikoproteinlerdir [94]. Yapisal olarak ErbB ailesi iiyeleri (1)
sisteince zengin hiicre dist N-Terminal ligand baglanma domaini ve dimerizasyon
kolu, (2) hidrofobik transmembran domain ve (3) hicre ici, iyi korunmus, birkag
fosforilasyon bolgesi  bulunduran c-Terminal tirozin kinaz domaininden
olusmaktadir. C-Terminal tirozin kinaz domaini olduk¢a korunmus olmasina karsin
N-Terminal ligand baglanma domamini farkli ligandlarin baglanabilecegi bir
yapidadir. Ilaveten EGFR'nin hiicre disinda kalan bdlgesi 4 domaine béliinmiistiir (,

I, 11 and V) (Sekil 2.1) , [91], [95], [97].
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EGFR, HER3 ve HERA4 reseptorlerinin kristal yap1 analizleri sonucu (1) kapali
inaktif konformasyon ve (2) acik aktif konformasyon olmak {iizere iki ayri
konformasyonda bulunduklar1 anlagilmistir. Kapali konformasyonda domain II ve
domain IV birbirleri ile etkilesim halindedir. Béylece domain I ve IIT'iin ligandlari ile
etkilesimi Onlenmis olur [69], [98]. Ac¢ik konformasyonda ise domain II ve IV
birbirinden ayrilir ve bdylece domain I ve II'nin ligand baglanma domainleri agik
hale geldigi i¢in ilgili ligandlara baglanabilirler. Son olarak domain II'de bulunan
dimerizasyon kolu homodimer olusturmak {izere bagka bir reseptoriin ayni
dimerizasyon koluna baglanir [91], [95]. Saglikli bir hiicrede ligand yoklugunda
kapali konformasyon goriilmektedir. Ligand baglanmasi durumunda kapali
konformasyon bozulur ve a¢ik konformasyon stabil hale gelir. Beraberinde aktif
homodimerler bir araya gelerek aktif reseptor sinyali strdaraltr [70], [71]. EGFR
diger HER ailesi {iyeleriyle heterodimerizasyon yapabilir. Bu yilizden EGFR
homodimerizasyon ile veya diger HER ailesi {iyeleri ile heterodimerizayon yaparak
hiicresel sinyal kaskadini baslatabilir. Daha 6nceden ¢esitli ligantlarin spesifik olarak
heterodimerizasyonu uyardig1 gosterilmistir. Ornegin EGF, EGFR ile HER2, HER3
veya HERA4'lin heterodimerizasyonunu uyarabilir. Benzer sekilde NRG4, HER4 ile
HER1 veya HER2 ile HER3 heterodimerizasyonunu uyarir [103]. Bu nedenle EGF
reseptoriiniin  homo ve heterodimerizasyonu kompleks sinyal kaskadlarini

kolaylastirir.
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Sekil 2.1: EGFR reseptorii yapis1 ve domainleri.

12



HER ailesi iiyeleri 13 bilinen ligand ile aktive olabilirler. Bunlardan bazilart
EGF, transforming biyime faktorl alfa (TGF-a), amphiregulin (AR), betacellulin
(BTC), heparin baglayan EGF-benzeri blylime faktéri (HB-EGF), epiregulin (EPR),
epigen (EPG) ve neuregulinler 1-6 (NRG)'dir [73], [103]. Bunlar arasinda EGF,
TGF-0, AR, BTC ve EPR spesifik olarak EFGR'ye baglanmaktadir (Sekil 2.2), [97].

Sekil 2.2: HER ailesi tiyeleri ve spesifik ligandlari.

EGFR sinyalinin aktivasyonu ligand ile uyarilmis reseptor dimerizasyonu ile
tetiklenir. Dimerizasyon sonrasi hiicre igindeki C-terminal domainleri karsilikli
olarak birbirlerini fosforiller ve efektdor proteinler icin baglanma bolgeleri
olustururlar [74], [75]. Baglanma, efektor proteinlerin tasidigi src homoloji 2 (SH2)
ve fosfotirozin baglanma (PTB) domainleri sayesinde gergeklesir. Efektor proteinler
aktive olduktan sonra ilgili sinyal kaskadini uyarirlar. Bu yolaklar arasinda
RAS/MAPK vyolagi, fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K)/AKT, fosfolipaz C y protein
yolagi ve STAT sinyal yolagi bulunmaktadir. Bu yolaklar hiicre proliferasyonuna,
anjiyogeneze, hiicre gogiine, adezyona ve sag kalima neden olmaktadir (Sekil 2.3),
[75], [101], [103]. Malignant hiicrelerde bu yolaklarda yer alan g¢esitli genlerde

mutasyonlar biriktigi i¢in yolaklarin yer aldig: hiicresel siiregler deregiile haldedir.
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Sekil 2.3: EGFR reseptoriiniin yer aldig1 molekiiler sinyal yolaklar
ve etkilesime girdigi molekiiller.

EGFR'nin “down-regulasyonu” internalizasyon, ubikitinasyon ve reseptor-
ligand kompleksinin degredasyonu ile saglanir [73]. Sinyal sonlandiktan sonra
reseptor-ligand kompleksi (EGF-EGFR) hiicre membranindan internalize olarak
klatrin kapli oyuk (CCP) igerisine alinir. CCP'ler daha sonra endosit keseciklerini
olusturmak iizere membrandan ayrilir ve erken endozom (EE)'larla kaynasirlar.
Boylece reseptor kompleksi EE igerisinde ayrilmis olur. EE igerisine alindiktan sonra
reseptorler iki ayr siire¢ gecirebilir: (1) tekrardan hiicre yilizeyine lokalize olabilir
veya (2) intraluminal vezikiil (ILV) olusumu baslar ve lizozomal degredasyon ile
yikimi gergeklesir. EE igerisinde EGFR Kklatrin bagli AP-2 proteini ile etkilesir [77],
[138]. Fakat AP-2 ve EGFR'nin dogrudan etkilesimi EGFR'nin internalizasyonu igin
gerekli degildir [155]. Bu ylUzden EGFR'nin plazma membran mikrodomainlerine
kolaylikla tasnif olabilmesi icin baska etkilesim partnerleri gereklidir. Ayrica EGFR
kinaz aktivitesi CCP sorting mekanizmasi i¢in 6nemlidir [79]. Bu ylizden c¢esitli
etkilesim partnerlerinin EGFR'nin aktif halinde bulunan modifikasyonlara (6rnegin

fosforile ya da ubikitinli rezidiiler) baglanmasi1 gerekmektedir (Sekil 2.4), [81], [97].
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Sekil 2.4: EFGR reseptoriiniin internalizasyonu, ubikitinasyonu ve yeniden
hiicre yuzeyinde ifade edilmesi.

C-Terminal efektér baglanma bolgeleri iki dimerize reseptoriin birbirini
karsilikli fosforillemesi sonucu olusur ve Grb2, Casitas B-nesil lenfoma proto-
onkogeni (Cbl) gibi adaptor proteinler bu fosforile bolgelere baglanarak sinyali asagi
akimdaki proteinlere iletir. Cbl, EGFR'ye mono veya poli ubikitin ekleyerek
EGFR'nin ubikitinlenmesini arttirir [80].

EE'deki aktif reseptor-ligand kompleksinin stabilitesi ¢evrenin pH'1 (zayif asit)
ile kontrol edilmektedir. Aktif homodimerler karsilikli olarak stabildir ve Cbl baglh
haldedir. Cbl sonradan resept0r degredasyonu i¢in lizozoma endositik sortinge neden
olur. Buna karsin heterodimerler (EGFR-HER2 gibi) EE icerisinde daha az stabildir
ve dimerizasyonun bozulmasi ile Cbl, reseptor-ligand kompleksinden ayrilir ve
reseptOr tekrardan hiicre yiizeyine lokalize olur [82]. Ayrica endozomal trafikte farkl
EGFR ligandlar: farkli reseptér akibetine neden olur. Ornegin EGF-EGFR kompleksi
degredasyon ile sonuclanirken TGF-a reseptor kompleksi geridoniisiim yolagim
etkin kilar [83]. Ligand-reseptor kompleksinin stabilizasyonundaki farkliik ve
liganda bagli olarak degredasyon/geridoniisiim yolaklarinin se¢imi biiyiikk oranda

endozom icerisindeki diisiikk pH'a baghidir [84].
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ErbB ailesi {liyeleri sinyali hiicre membranindan baslatir ve sitoplazmik
aracilarin yardimiyla c¢ekirdege iletir [85]. VEGFR, FGFR ve NGFR gibi bazi
reseptOr tirozin kinazlar veya onlarin fragmentlerinin gesitli mekanizmalar ile hiicre
membraninda niikleusa giris yaptig1 ve niikleusta transkripsiyon faktorii olarak veya
kinaz olarak rol aldig: bilinmektedir. Cesitli organlarin kanser drneklerinde HER2,
rat P185neu, HER3, C-Terminali kesilmis HER4 ve EGFR resptorleri cekirdekte
tespit edilmistir [89], [136], [137], [142], [188]. Baz1 kantlar reseptor
internalizasyonunun niikleer translokasyon i¢in ilk adim oldugunu 6ne siirmektedir
(Sekil 2.5), [96], [102], [137]. EGFR ve HERS3 nukleusa btiinuyle transloke olan
ErbB Uyeleridir. HER ailesi Uyelerinin nikleusa transloke olabilmeleri nikleer
lokalizasyon sinyali (NLS) bulundurmalarina baglanmaktadir (HER3,4'Un C-
Terminal bolgesinde ve EGFR'nin varsayilan “juxtamembrane” bélgesinde).

Son zamanlarda yayinlanan raporlarda, EGFR reseptorlerinin DNA baglanma
bolgesi igermedigi goriilmektedir. Bu nedenle EGFR reseptorlerinin niikleusa
girmesi sonucu DNA'ya baglanan transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girdigi
farzedilmektedir (Ornegin STAT3, STAT5A, E2F1, DNA-PK ve PCNA) [99], [133].
Ayrica EGFR'nin niikleusa girisi ile AT'ce zengin dizilere baglanarak gen
ekspresyonunu diizenledigi ongoriilmektedir [85], [93]. Bunun yaninda RNA helikaz
A (RHA)nin EGFR'nin DNA baglanma partneri oldugu ve kanser hiicrelerinin
nlikleusunda hedef genlerin transkripsiyonunun diizenlenmesinde gorev aldigi

belirtilmektedir [100].
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Sekil 2.5: EGFR reseptoriiniin niikleer lokalizasyonunun molekiiler mekanizmasi.

EGFR MPM dahil bir¢ok insan malignansisinde asir1 eksprese olmaktadir ve
hastalarin prognozu ile iliski gostermektedir [105], [183]. Son zamanlarda preklinik
caligmalarda ve hayvan deneylerinde olumlu sonuglarin alindigi EGFR monoklonal
antikorlar1 (cetuximab) ve tirozin kinaz inhibitorleri (gefitinib, erlotinib)
gelistirilmistir (Sekil 2.6), [106], [118]. EGFR tirozin kinaz inhibitorleri (TKIs)
(gefitinib ve PD153035) ile mezotelyoma hiicre hatlart muamele edilmis ve dnemli
Olcide blylmenin inhibe edildigi gorilmistir [107], [108], [109]. Akciger
kanserinde EGFR'in tirozin kinaz domaininde bulunan somatik mutasyonlarin TKI
hassaslig ile iliskili oldugu saptanmistir. Daha Onceki ¢aligmalar gostermistir ki
EGFR mutasyonlar1 EGF cevabina kars1 TK aktivitesini ve TKI'ya kars1 duyarliligi
arttirmaktadir. [110], [111].

17



EGF ligands
Monoclonal

Antibodies

Cell proliferation

Cell survival Invasion and metastasis

Sekil 2.6: EGFR igin gelistirilen monoklonak antikorlar ve tirozin kinaz inhibitorleri.

Protein diizeyinde yapilan calismalarda EGFR, neoplastik olmayan/reaktif
plevral mozotelyum hiicrelerde ve MPM'nin 6nemli bir yizdesinde imminreaktivite
gostermistir [112], [113], [114], [115], [116]. Fakat EGFR asir1 ekspresyonu MPM
hastalarinin sagkalimi icin ~ bagimsiz bir prognostik faktor olarak goriilmemektedir
[113], [114]. Yapilan son ¢alismalarla, EGFR'nin MPM hastaliginin  biyolojisi ve

agresifliginde 6nemli rol oynuyor olabilecegi onerilmistir [117].

2.4.2. MAPK Yolag

Mitojen-aktive protein tirozin kinazlar (MAPKSs) hiicre dist sinyali hiicre igi
cevaba doniistiiren, evrimsel acidan olduk¢a korunmus Onemli sinyalizasyon
bilesenleridir. ERK1 ve ERK2 MAPK'ler mitojenle aktive olur ve insan timérlerinde
upregiile halde bulunurlar. Bu durum kanser tedavisi i¢in bu yolagi inhibe eden
ajanlarin gelistirilmesi fikrini ortaya c¢ikarmistir [157]. Diger iki énemli MAPK
yolagi jun N-terminal kinaz (JNK) ve p38 MAPK yolaklaridir. Bu yolaklar cevresel
ve genetik  stres karsisinda aktive olan protein kinaz yolaklar1 olarak da
bilinmektedir. Ayrica her iki yolagin spesifik hiicre tipleri proliferasyonunu,
farklilagsmasini, sagkalimini ve migrasyonunu da kontrol ettigi belirtilmistir [134],
[135], [187] . MAPK iiyelerinin aktivasyonlar: Korunmus Thr-X-Thr motifinden ¢iftli
fosforilasyonla olmaktadir ve MAP2K kinaz tarafindan katalizlenir (Sekil 2.7),

[139]. Aktivasyon sonrasinda MAPK'ler diger protein kinazlar1 ve transkripsiyon
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faktorlerini de iceren hedef proteinlerin serin ve treonin rezidilerini fosforiller.
MAPK'lerin deaktivasyonu fosfatazlar ve u¢ 6nemli memeli MAPK yolagia 6zgi
iskele proteinleri tarafindan diizenlenmektedir [140], [181], [182].

JNK ve p38'in kanser gelisimindeki rolii karmasiktir. Cok sayida hiicresel
yanitin diizenlenmesinde rol almaktadir. Baz1 saglikli hiicreler bu yolaklar1 hiicre
proliferasyonunu ve morfolojik transformasyonu antagonize etmekte kullanirlar.
Oysa kanser hiicreleri proliferasyonu, sagkalimi ve migrasyonu kolaylastirmak i¢in
bu yolaklar1 yikabilmektedir [139]. JNK ve p38 MAPK ailesi (yelerinin ve
izoformlarinin (hem onkojenler hem tiimor baskilayicilar) nasil galistigi net olarak
bilinmemektedir. Dahasi bu sinyal yolaklar1 arasindaki ¢apraz etkilesim ve fizyolojik
implikasyonlar ¢ok az anlasilabilmistir. JNK ve p38 MAPK yolaklarinin nasil,

nerede ve ne zaman hedefleneceginin anlasilmasi kanser tedavisinde etkili bir strateji
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Sekil 2.7: INK ve p38 MAPK yolagi molekiiler mekanizmas.
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24.2.1. ERK

ERK, yaralanma, sagkalim, farklilagma, hiicre iskeleti dinamigi ve onkojen ve
biiyiime faktorii cevabi gibi temel birtakim hiicre stireglerinde yer almaktadir (Sekil
2.8), [Web 1, 2012], [120], [121]. ERK ailesi en az 8 iiyeden olusur ve ERK1 ve
ERK2 memelilerde en yaygin goriilen aile GOyeleridir. Yapilan bir¢ok calismada
ERK1 ve ERK2'nin (st yolakta bulunan mitojen-aktive protein kinaz kinaz (MEK
1/2) ve substrat gesitliligi i¢in yaris halinde olduklart ongérillmiistir [122]. ERK1/2
fosforilasyonu (aktivasyonu)'nun artist malignant mezotelyomada [123] ve cesitli
kanser tirlerinde gortlmektedir. Kemirgen mezotelyal hicreleri in vitro olarak
kanserojen asbest fiberlerine maruz birakildiktan sonra ERK1/2 aktivasyonunun
devamli olarak arttig1 fakat kimyasal olarak benzer, patojenik olmayan partikiillere
maruz birakildiktan sonra ERK aktivitesinde bir degisim olmadigi gorilmiistiir
[124]. ERK1/2 fosforilasyonu ayrica fibrogenezin miirin modellerinde krisotil asbest
fiberlerinin solunmasi sonucu da gergeklesmektedir [125]. Bu ve benzeri yapilan
caligmalar [126], ERK1/2 aktivasyonu asbest ile uyarilmis inflamasyonun gelisimi
ile iligkili olabildigini diisiindiirmiistiir. Bazi tiimor tiplerinde ERK aktivasyonu
potensiyel sagkalim yolagi olarak tanimlanmistir. Ayrica son zamanda yapilan
caligmalarda, ERK'lerin kemoterapik ilag kullanimi sonucu [127] veya mTOR
inhibitorlerinin kullanimi [128] sonucu aktive olabilecegi ongoriilmektedir. ERK1 ve
ERK2 hiicre dongiisii tutuklanmasinda [129] ve replikasyonda [130], [131] her ne
kadar farkli fonksiyonlara sahip olsa da MM gelisiminde kritik rol oynamaktadirlar.
Hem ERK1 hem ERK2 MM hucrelerinin proliferasyonununa katki yapmaktadir
[132]. Fakat ERK2, soft agarda MM hiicrelerinin artmig migrasyon, invasyon ve
otonom bilyiimesinde tek basina gorevlidir. Bu hiicre hatlari ile yapilan microarray
ve qRTPCR c¢alismalarinda ERK2 inhibisyonunun proliferasyon, sagkalim ve
anjiyogenez ile iliskili genlerin mRNA seviyelerindeki azalmayla baglantili oldugu,
bunun yaninda apoptoz ile iliskili genlerin ekspresyonunda artisindan sorumlu
oldugu ongorilmektedir. SCID fareler tizerinde yapilan bir ¢alismada ERK'in MM
proliferasyonu i¢in 6nemli oldugu goriilmiistiir. Burdan yola ¢ikarak arastirmacilar
ERK1/2'nin MM veya asbest ile iligkili diger hastaliklarin tedavisinde targeted terapi
icin uygun bir hedef olabilecegini belirtmektedir [132].
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Sekil 2.8: ERK MAPK sinyal yolagi molekiiler mekanizmasi.

2.4.2.2. INK

JNK proteinleri, JNK1'i kodlayan MAPKS8, JNK2'yi kodlayan MAPK9'u ve
JNK3'U kodlayan MAPK10 genleri ile en az on splice izoformu kullanan (¢ gen
tarafindan kodlanmaktadir [143]. JNK1 ve JNK2 hemen her hiicrede eksprese
edilmektedir. JNK3 ise temel olarak beyinde bulunmaktadir [30], [144]. JNK'ler
MKK4 ve MKK7 kinazlara aktive edilebilmektedir (Sekil 3.7), [139]. JNK'lerin
baslica substrati, Fos ve Jun aile iiyelerinden olusan AP1 transkripsiyon faktoriidiir
[146]. INK'ler hem onkojenik hem tiimor baskilayici fonksiyon gdsteren
molekdllerdir. JNK'lerin onkojenik aktivitesi temelde Jun'u fosforilleyerek APL'i
aktive etmesindendir. Tumor baskilama 6zellikleri ise pro-apoptotik aktiviteleri ile
ilgilidir. JNK/Jun yolagt AP1 baglanma bolgesi iceren genleri hedef almaktadir. Bu
genler arasinda; hiicre dongilisii kontrol genleri, sagkalim ve apoptoz genleri,
metaloproteinaz ve nlkleer hormon reseptor genleri bulunmaktadir [147]. Bunun
yaninda sinyal yogunlugu ve farkli JNK izoformlar1 arasindaki crostalk gibi
faktorler, JNK aktivitesinin timor gelisimi iizerindeki etkisi i¢in 6nemlidir [136],
[30], [186].

Insan tiimérlerinde yapilan sekans analizleri sonucu JNK1, JNK2 ve kinaz

MKKT7'yi aktive eden JNK yolaginda somatik mutasyonlar bulunmustur [148], [149].

21



Bir c¢ok insan kanserinde JNK onkojenik veya tiimdr baskilayic1 6zellik
sergileyebilmektedir. Ornegin insan hepatoseliiler kanserinde (HCC) JNK, onkojenik
aktivite gostermektedir. JNK'nin kinaz aktivitesinin artmasi ile timor artisi
baglantilidir (Tablo 2.1), [139], [150]. Dahas: siirekli JNK aktivitesi HCC'lerde
histon H3 metilasyonundaki degisim ile iligkilidir [151]. Fakat ilging bir sekilde
JNK3 fonksiyon kaybi mutasyonlar1 timér olusumunu arttirmaktadir. Ornegin 19
insan beyin tumorinin 10'unda JNK3 kodlayan MAPK10 geninde mutasyon
gozlenmistir [152].

Timor baskilayict olan PTEN genindeki mutasyonlar, insan kanserlerindeki
tiimdr baskilayici gen mutasyonlar1 arasinda ikinci sirada gelmektedir. Cesitli insan
kanser hiicre hatlarinda PTEN kayb1 AKT aktivasyonuna ve JNK aktivitesinde artisa
neden olmaktadir [153]. PTEN eksikligi hiicreleri JNK inhibisyonuna karsi
hassaslagtirmakta ve bu yiizden JNK'ler hem PTEN-PI3K yolaginin 6nemli bir
bileseni hem de potansiyel bir terapatik ajan olarak gorilmektedir.

Tablo 2.1: Cesitli kanser tiirlerindeki JNK ve p38 MAPK ekspresyon profilleri.

Human Cancer: MAPK implication:

Liver cancer (hepatocellular carcinoma) | JNK1 highly activated

p38a activity downlegulated

Brain tumors JNK3 loss-of-functions

Prostate cancer JNK1 upregulated

Lymphoma, glioma, lung, thyroid, || p38a activity upregulated
breast, head and neck sguamous cell

carcinomas

2.4.2.3. P38

P38 MAPK'leri kodlayan dort gen bulunmaktadir: p38a kodlayan MAPK14,
p38p kodlayan MAPK11, p38y kodlayan MAPKI12, p385 kodlayan MAPKI13.
Ayrica MAPK 14'lin iki alternatif splice formu bulunmaktadir [154], [185]. p38a ve
p38p yakindan iliskili proteinlerdir ve ortak fonksiyonlara sahiplerdir. Buna karsin
p38a bir¢ok hiicre tipinde yaygin olarak bulunurken p383 cok diisiik seviyede
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eksprese edilmektedir ve p38 MAPK yolagindaki rolii pek bilinmemektedir. p38y ve
p386 smirlt ekspresyon paternine sahiptir ve muhtemelen 6zellesmis fonksiyon
gostermektedirler. Biitiin bunlarin yaninda p38 MAPK!'ler iizerinde yayinlanan
yayinlarin ¢ogu p38a tizerinedir [156], [194].

p38 MAPK'ler MKK3, MKK6 ve bazen MKK4 tarafindan aktive edilirler
(Sekil  2.7), [139]. Bunun disinda otofosforilasyon p38 aktivitesine katki
yapabilmektedir [158], [194]. p38 MAPK aracilikli fosforilasyon tarafindan
diizenlenen baslica iki protein grubu; transkripsiyon faktorleri (p53, ATF2, ELKI,
MEF2 ve C/EBPp) ve protein kinazlar ( MAPK2, MSK1, MNK1 ve MNK2)'dir
(Sekil 2.7), [139], [154], [185]. p38a'nin tiimdr baskilayict fonksiyonuna dair birgok
kanit bulunmaktadir ve bu fonksiyon biiyiikk oranda hiicre déngusiniin negatif
diizenlenmesi ve apoptozun uyarilmasi iizerinedir [158], [159], [160]. Fakat p38a
nin ayni zamanda invazyon, inflamasyon ve anjiyogenez gibi kanser siireglerinde
kilit rol oynayan onkojenik aktiviteye sahip olabilecegi de diisiiniilmektedir [139].

Yapilan sekans analizleri sonucu az sayida insan tiimoriinde p38 MAPK
yolaginda somatik mutasyon goriilmiistiir [152], fakat bulunan mutasyonlarin énemi
heniiz arastirilmaktadir. Ilging bir sekilde, HCC gibi baz1 insan tiimérlerinde P38
MAPK ve MKKG6 aktivitesi timorigenik dokulardakinden daha diisiik seviyededir
(Tablo2.1), [139], [162]. Artmis seviyedeki p38a ¢esitli kanserlerde malignansi ile
iliskilendirilmektedir (Tablo 2.1), [139]. Yapilan bu goézlemler p38 MAPK
yolagindaki mutasyonlarin kanser hiicrelerinde avantaj sagladig fikri ile tutarlilik
gostermektedir.

Ozet olarak ERK, JNK ve p38 MAPK yolaklarinin aktivitesi (onkojenik veya
tiimor baskilayic1) hiicre tipine gore degisiklik gostermektedir. Bu nedenle bu
yolaklarin hedef alinmasina yonelik tedavi ¢aligmalar1 hiicre tipi goz oniine alinarak
yapilmalidir. Ayrica hiicre igerigi ve tiimoriin hangi agsamada oldugu da hedeflenmis

terapide dikkate alinmasi gereken parametreler arasinda yer almaktadir.

24.2.4. AKT

AKT ailesi serin/treonin kinaz gorevi yapan ara sinyalizasyon molekilleridir.
AKT ailesi tiyeleri hiicre sagkalimi, proliferasyonu, invazyonunda ve glukoz

metabolizmasi ve anjiyogenezde rol alirlar. Literatiirde AKT'nin solid tumorlerde ve
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I6semilerde asir1 aktivite gozterdigi iizerine ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir [164].
Ayrica fareler iizerinde yapilan genetiksel denemelerde AKT'nin tek basina veya
diger genetik degisimlerle birlikte tiimor gelisiminde oOnemli roli oldugu
gosterilmistir [165], [166]. AKT sinyalizasyon yolagi tiimor gelisiminde, hastaligin
agresifliginde ve ila¢ direncinde 6nemli oldugu i¢in, bu yolag: hedef alan bilesiklerin
gelistirilmesi sonraki yillarda 6nemli bir odak noktas1 olacaktir. AKT bilindigi lizere
sinyal yolaginda merkezde bulunan bir molekiildiir. Ust yolaginda PI3K ve PTEN,
alt yolaginda ise TSC2, FOXO ve elF4E molekiilleri gorev yapmaktadir (Sekil 2.9),
[167]. Bu molekiillerden bazilar1 onkojenik aktivite gosterirken (AKT, PI3K
pl10akatalitik alt tinitesi ve eIF4E) bazilar1 tiimdr baskilayici aktivite gdstermektedir
(PTEN, FOXO, LKB1,TSC1/2, NF1 ve VHL). Aktif AKT kanserde iyi yapilanmis
bir sagkalim faktoriidiir. AKT apoptozu diizenleyen bazi proteinleri fosforilleyerek
aktivite gostermektedir. Ornegin AKT, proapoptotik protein olan BAD'1 ve
prokaspaz 9'u fosforilleyerek inaktive eder [168]. Dahas1 AKT, FOXO
transkripsiyon faktoriiniin fosforilleyerek inaktive eder ve bdylece FOXO'nun
proapoptotik genlerin ekspresyonunu aktive etmesini engellemis olur. AKT ayrica
NF-kB negatif dizenleyicisi olan kB kinaz (IKK)'1 aktive ederek antiapoptotik
genlerin transkripsiyonunu indiikleyebilmektedir [169]. Bunun yaninda AKT, p53
negatif dizenleyicisi olan Mdmz2'yi fosforilleyerek niikleusa translokasyonuna ve
boylece p53'degredasyonuna neden olur [170], [171]. Alternatif olarak AKT,
PHF20/TZP transkripsiyon faktoriini fosforilleyerek p53 mRNA'sinin negatif
regulasyonuna sebep olur. Fosforillenen PHF20/TZP transkripsiyon faktori
cekirdekten sitoplazmaya gecer ve bdylece p53 geninin trans aktivasyonu azalir
[172].

AKT  siklin D1 fosforilasyonunundan ve devaminda degredasyonundan
sorumlu olan glikojen sentaz kinaz 3'U inhibe ederek hiicre dongusu surecinde pozitif
diizenleyici olarak rol almaktadir. Ayrica AKT hiicre dongiisii inhibitorleri olan p21
ve p27 proteinlerini fosforilleyerek stoplazmada tutulmalarina neden olur.
Sitoplazmada tutuklanan p21 ve p27 proteinleri  siklin D1/CDK kompleksine
baglanamadigi i¢in kompleksin inhibisyonu da ger¢eklesememektedir [164], [173].
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Sekil 2.9: AKT sinyal yolag1 molekiiler mekanizmasi.

Reseptor tirozin kinazlarin aktivasyonu (EGFR), MAPK yolaginin ve AKT
sinyalizasyonunun kaskadinin deregiilasyonu birgok MM hiicresinde goriilmiistiir
[174]. Tirozin kinaz inhibitorleri kullanilarak yapilan molekiiler analizlerde 6zellikle
EGFR aracilikli AKT fosforilasyonunun inhibe edildigi gorilmistiir [175], [176].
Baska bir ¢alismada serumsuz besiyerinde birakilan 21 MM hiicresi incelenmis ve 13
(%62)'tinde AKT aktivitesi gézlenmistir [177]. Ayrica PI3K inhibisyonu sonucu MM
hiicrelerinde, hiicre dongusini tutuklandigt ve proliferasyonun baskilandigi
gozlenmistir [178]. Elde edilen butiin bu sonuglar AKT'nin MM hicrelerinde siklikla
aktive edildigini gostermektedir. Bu nedenle AKT sinyalizasyon yolagi MM

tedavisinde potansiyel hedefler arasinda yer almaktadir.
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3. BETULINIK ASIT

Dogal iiriinler organik molekiillerdir ve yiliksek yapili bitkiler, mantarlar,
mikroblar, denizel canlilar ve hayvanlar gibi yasayan dokulardan elde edilirler. Bu
molekdller olduk¢a genis kimyasal ¢esitlilik ve biyolojik 6zellik gdsterir ve uzun
zaman suresince hastaliklarin tedavisinde ilag olarak kullanilmistir. Son yillarda
yapilan ¢aligsmalarla dogal iirtinlerin molekiiler etki mekanizmalar1 aydinlatilmaya
calisilmaktadir. Dogal olarak bulunan bilesikler yeni ilaglarin bulunmasi ve
gelistirilmesinde giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Son yillarda gelistirilen
antikanser ve antienfeksiyoz ilaglarin ¢ogunlugu dogal iiriinlerden elde edilmistir
[179].

Betulinik asit (BA) dogal olarak bulunan ve antitimor aktivite gosteren
pentasiklik triterpendir (Sekil 3.1), [180], [202]. BA (3, hidroksi-lup-20(29)-en-28-
oik asit), diinya genelinde bitkiler aleminde olduk¢a yaygin bulunmaktadir [202].
BA'nin indirgenmis tiirii olan betulin (3 B -lup-20(29)-en 3,28-diol), 1788 yilinda
bitkilerden izole edilen ilk dogal iirlindiir. Ayrica BA igerdigi bilinen beyaz hus agaci
kabugu, Betula alba, gegmiste Amerikan yerlileri tarafindan ilag olarak kullanilmistir

(Iv)

AcO

Sekil 3.1: Betulinik asitin kimyasal yapisi.

Son yillarda BA'nin antitiimor sitotoksisitesi kanser hiicre hatlarinda, birincil
timor Orneklerinde ve zenograf fare modellerinde genis ¢apta arastirilmaktadir
(Tablo 3.1), [203]. Yapilan ilk ¢aligmalarda BA'nin spesifik olarak melanoma hiicre
hatlarina sitotoksisite gosterdigi goriilmiistiir [5]. Sonraki ¢alismalar BA'nin

noroektodermal tlmorleri (noroblastoma, glioblastoma, medulloblastoma, Ewing
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tiimor) ve diger malignansileri (16semi, meme kanseri, kolon kanseri gibi) iceren
farkli tipteki insan kanserlerine karsi da antikanser aktivite gosterdigini ortaya
koymustur [184], [185], [186], [187]. BA sadece belirlenmis kanser hiicre hatlarina
kars1 degil, ayn1 zamanda farkli orjinlerden izole edilmis birincil kanser hiicrelerine
kars1 da sitotoksisite gostermektedir [184], [185], [186], [187]. Dahasi BA, birincil
ya da sonradan kazanilmis direng gosteren bazi tlimor drneklerinde de hiicre 6liimiine
neden olmaktadir [184], [185]. Ornegin noéroblastoma hiicreleri CD95- ve
doxorubicin aracilikli apopotoza direnclidir fakat BA uygulamasina kars1 duyarlilik
gostermektedir [185]. Birincil g¢ocukluk akut lenfoma Ornekleri ve niiksetmis
timorlerde yapilan in vitro etkinlik karsilastirmasinda BA, ticari olarak kullanilan
ilaglarin on tanesinin dokuzundan daha fazla etkinlik gostermistir [184]. Bu durum
BA ve ticari ilaglar arasinda capraz direng olmadigini gostermektedir. Bu nedenle
bazi ilaca direngli kanser hiicreleri BA uygulamasina kars1 duyarlilik gostermektedir.
Dahas1 BA'nin, metastatik melanoma hiicrelerine metastatik olmayanlardan daha
fazla sitotoksisite gosterdigi belirtilmektedir [7]. Bunun yaninda transforme olmayan
hiicreler BA sitotoksisitesine karsi kanser hiicrelerinden daha direnglidir [186], [187],
[189], [190]. Fakat neoplastik hiicrelerin BA'ya karsi daha duyarli olmasinin

molekiiler mekanizmasi heniiz aydinlatilmis degildir.

Tablo 3.1: BA'nin gesitli kanser tiirleri tizerinde yapilan ¢alismalardaki kullanilan

konsantrasyon miktart.

Cancer type EDS0 (pg/ml)
melanoma 1.1-4.8
neuroblastoma 2-10
medulloblastoma 3-15
glioblastoma 5-16
head & neck cancer 8
ovarian carcinoma 1.8-4.5
Cervix carcinomsa 1.8

lung carcinoma 1.5-4.2
leukemia 2-15
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BA'nin ¢esitli kanser hiicreleri iizerindeki in vitro antikanser aktivitesinin
yaninda hayvanlar iizerinde yapilan caligmalarda da tiimor gelisimini baskiladigi
tespit edilmistir. Nude farelerle yapilan bir ¢alismada BA, farenin karin igine enjekte
edilmis ve tlimor kitlesinde 6nemli azalma gozlenmistir [5]. Benzer olarak zenograft
fare modelinde ovaryum kanserine BA wuygulamasi sonucu farelerin yasam
stirelerinde artma gézlenmistir [189].

BA, vincristin gibi bagka bir kemoterapik ajanla birlikte uygulandiginda da in
vivo sitotoksik aktivite sergilemistir . Metastatik melanoma kanserinde yapilan in
vivo bir ¢aligmada vincristin uygulanmig farelere BA verildiginde melanoma
hiicrelerinin akciger metastazinda, tek basina vincristin uygulanmis farelere kiyasla
daha hizli baskilanma goriilmiistiir [180]. Bu sonuctan anlasilmaktadirki BA,
metastatik melanoma hiicreleri iizerinde vincristinin kemoterapik etkisini arttiran
tamamlayict bir 6zellige sahiptir. Buna ilaveten BA uygulanmis farelerde sistemik
sitotoksisite ve kilo kaybi goriilmemistir [5], [189]. Melanoma zenograft fare
modellerinde yapilan farmakokinetik c¢alismalar, BA'nin tiimor igerisine yiiksek
konsantrasyonlarda absorbe olabildigini ve dagildigini gostermistir [191], [192].

BA'nin antikanser ajan olarak 6zellikle radyoterapi ve ticari kemoterapiklerle
birlikte kullanim1 gelecek vaadeden etkin bir yontemdir. Ayrica BA, ilaca direngli
tiimorlerde direncin bypass edilmesi i¢in tek basina veya kombine halde kullanim
icin uygundur. Bunlara ilaveten BA neoplastik hiicrelere karsi segici sitotoksisite
gosterdigi icin insan kanserlerinin klinik uygulamarinda kullanilabilecek umut

vaadedici bir ajandir.
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4. MATERYAL ve METOD

4.1. MATERYAL

4.1.1. Kimyasal Maddeler

BA (Sigma, B8936), Fetal Bovine Serum (Lonza, DE14-802F; HyClone,
SV30180.03), 10X Tyrpsin (Lonza, BE17-160E), Penicillin-Streptomycin (HyClone,
SV30010), Yagsiz siit tozu (%5), Agarose (Sigma, A9539), Red Safe Nucleic Acid
Staining Solution (Intron, 21141), ECL (Thermo Scientific 32106; Thermo Scientific
Plus, 32132), RT-PCR (Qiagen RNeasy Mini Kit, 74104), DEPC (AppliChem
A0881,0100), RNaseZAP (Sigma R2020), DMSO (Sigma D5879), RPMI 1640
(Sigma Aldrich R6504), Page Ruler Prestained (Thermo Scientific 26616),
Akrilamit/bisakrilamit (MP BIAC3752, %40; Medium 199 (Sigma Aldrich M5017)
, BCA Protein Assay Kit (Thermo, 23227), EGF (Epidermal Growth Factor
Receptor), EGFR (Cell Signaling 4267), P-EGFR (Cell Signaling 3777), ERK1/2
(Santa Cruz sc-94), P-ERK (Santa Cruz sc7383), p38 (Cell Signaling 9212), p-p38
(Cell Signaling 4511), JNK (Santa Cruz sc-7345), P-JNK( Cell Signaling 4668),
AKT (Cell Signaling 4891), P-AKT (Cell Signaling 4060) ve p Aktin (Santa Cruz
sc47778) antikorlari, anti-rabbit (Cell Signaling 7075) ve anti mouse antikorlari
(Santa Cruz sc2005).

4.1.2. Cihaz ve Diger Malzemeler

CO; inkubatorii (ThermoForma), Laminar Akim Kabini (Hera Safe), Su
banyosu (Memmert), Plate Reader (Varioskan Flash), Isik Mikroskobu (Nikon
TMS), Floresans Mikroskobu (Nikon, Eclipse Ti-S), Dikey Elektroforez ve Transfer
Sistemi (BioRad Mini Protean), Sogutmali Mikrosantriftj (Beckman Coulter 22R),
Mikrosantrifuj, (Eppendorf Mini Spin), Santrifij (Beckman Coulter Allegra X-22,
Eppendorf Centrifuge 5810R), Sicaklik Inkiibatérlii Calkalayici (BioSan, ES-20),
Gergek Zamanli Termal Dongii Cihazi (Roche, LC480II), -80°C Dondurucu
(Symphany), Jel Goriintiileme Sistemi (BioRad, ChemiDoc XRS+), Sivi Azot Tanki
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(Arpege 140), Otoklav (Hirayama, HVE-50), Orbital Shaker (IKA, Yellow line),
Nano Drop (BioSpec- nano).

4.1.3. Kullanilan Soliisyonlar

M199; 500ml besiyeri i¢cin M5017 Sigma besiyerinden 4.75 gr tartilir 50 ml
suda ¢ozilar, 0.62 gr NaHCO3 50 ml suda ¢Oziiniir , 100 mI’lik karigim 0,22 pM’lik
filtreden gegirilir. Karisim otoklavlanmis 333 ml distile suya eklenir, 5 ml pen/strep,
50 ml FBS, 10 ml HEPES (20 mM), 2 ml L-glutathione (0,75 mM), EGF (10ul,
3.3nM), Hidrokortizon (1445 pl, 400nM)), insilin (250 pl, 870nM) eklenerek besi
yerinin pH’1 7.2-7.4 arasinda olacak sekilde ayarlanir.

RPMI; R6504 Sigma besiyerinden 5.2 g tartilir 50 ml suda c¢ozilir, 19
NaHCO3; 50 ml suda ¢Ozullr, her iki karisim 0,22 uM’lik filtreden gegirilir ve
otoklavlanmis 345 ml distile suya eklenir. 5 ml pen/strep ve 50 ml FBS eklenerek
besi yerinin pH’1 7.2-7.4 arasinda olacak sekilde ayarlanir.

EGF; (Sigma, E 9644) asetik asit ile ¢ozullr. 0,2 mg (toz) stok EGF’e 0,2 ml
(10mM ) asetik asit karistirilarak 1 mg/ml EGF stok hazirlanir. Deneylerde
kullanilan EGF serumsuz besiyeriyle 100 uM olacak sekilde seyreltilir.

10X PBS; 80 g NaCl, 2 g KCI, 14.4 g Na;HPO,.7H,0, 2.4 g KH,PO,4 son
hacim 1 L olacak sekilde distile su igerisinde ¢Ozullr ve 0,22 pM’lik filtreden
gegirilir. pH 7.4'¢c ayarlanir. Hiicre kiiltliri caligmalarinda 1:10 oraninda steril distile
su ile seyreltilerek 1X PBS olarak kullanilir.

1X Tripsin; Ticari olarak elde edilen 10X Tripsin, steril 1X Pack Saline ile
1:10 oraninda seyreltilerek (1X ) hiicre pasajlamada kullanilir.

1X Puck’s Saline A: 6 g NaCl, 0.4 g KCI, 10 g Glukoz (D- Glukoz), 0.0005 g
Fenol Red, 0.35 g NaHCO, ya da NaHCO3 100 ml suyun i¢inde ¢6zilip 0,22 uM’lik
filtreden gecirilir. pH 7.2’ye ayarlanir. Sonrasinda 1 1t’ye steril dH,O ile tamamlanir.

Hicre Dondurma/Stok Medyumu; FBS’e %5 (v/v) olacak sekilde DMSO
eklenip -20°C’de muhafaza edilir.

10X SDS-Yrutme Tamponu; 30.3 g Tris Base, 144.1 g Glisin ve 10 g SDS
tartilarak toplam hacim 1 L olacak sekilde distile su (dH,O) icerisinde ¢ozulir ve
SDS-PAGE i¢in kullanilacagi zaman distile su ile 1:10 seyreltilerek (1X) kullanilir.
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10X Transfer Tamponu; 30.3 g Tris Base, 144.1 g Glisin tartilarak distile su ile
1 L total hacim igerisinde ¢Ozuldr.

1X Transfer Tamponu; Hazirlanacak toplam hacmin %10°u 10X Transfer
tamponu, %20’si metanol igerecek sekilde soliisyonlar meziir ile 6lgulir ve hacmin
geri kalan1 dH,O ile tamamlanir. (1 L 1X Transfer Tamponu igin; 100 ml 10X
Transfer Tamponu + 200 ml metanol + 700 ml dH,0).

4X SDS Yiikleme (Laemmli) Boyasi; 0,134 ml Tris-HCI (0,2 M pH 6.8), 0.8 g
SDS (%40 SDS’ten 0,4 ml), %40 Gliserol (0,8 ml %100), %0.4 (w/v) Bromophenol
Blue (%3 ‘likkten 0,267 ml), %20 B-Mercaptoethanol(%100’lukten 0,4 ml), toplam
hacim 2 ml olacak sekilde dH,O eklenerek falkon tiipte birbirlerine iyice karigmasi
saglanir. Karistm homojen hale getirildikten sonra aliiminyum folyo ile sarilarak -
20°C’de muhafaza edilir.

10X TBS; 0,5 M Tris-HCI (250 ml %100 Tris-HCI’den, pH 7.4), 1,5 M NaCl
(187,5 ml ,4 M NaCl’den ) yaklasik 800-900 ml dH,O icerisinde ¢ozullr ve HCI ile
pH aralig1 7.4-7.6’ya ayarlanarak final hacim 1 litreye tamamlanir.

1X TBS-T; 10X TBS tamponu distile su ile 1:10 oraninda sulandirilarak 1X
TBS hazirlanir. Elde edilen 1X TBS igerisine ise %0.1 (v/v) olacak sekilde Tween 20
eklenir.

Membran Bloklama Solisyonu; %35 (w/v) olacak sekilde yagsiz siit tozu
tartilarak 1X TBS-T icerisinde ¢ozulir.

Tris-HCI Cozeltileri; SDS-Poliakrilamid jel i¢in iki ayr1 Tris-HCI ¢ozeltisi (1.5
M pH 8.8 ve 1 M pH 6.8) kullanilmaktadir. Istenilen hacim icin 1.5 M olacak sekilde
Tris tartilir ve bir miktar dH,O icerisinde ¢ozdurulir. Derisik (12.2 M) HCl ile pH’s1
8.8’¢ diger Tris ¢ozeltisinin pH’s1 6.8’¢ ayarlandiktan sonra dH,O ile son hacime
tamamlanir.

RNase’s1z Su; Ticari olarak alinan 1ml DEPC, koyu sise igerisinde 1 litre ¢ift
distile suya (ddH,O) eklenerek gece boyu kanstirihir ve 121°C’de 20 dk otoklav
edilir.

Liziz Tamponu; 150 mM NaCl (15 ml, 1 M NaCl’den), 1 mM MgCl, (0,1 ml,
1 M MgCl; “den), %10 gliserol (10 ml), 20 mM Tris (2 ml, 1 M Tris-HCI, pH 7,5-8),
%1 Triton X-100 (1 ml), 71,9 ml dH,0 karistirilarak ¢ozdiirtliir.
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4.2. METOD

4.2.1. Hiucre Kulturt ve Alt Kultirleme

Met5A hiicreleri (insan kaymakli transforme olmayan mezotelyal hiicre hatti)
ve SPC-212 hcreleri (asbeste maruz kalma sonucu olusan insan kaynakli mezotelyal
hiicre hatti) %10 (v/v) FBS ve %]1 Pen/Strep iceren sirasiyla M199 ve RPMI
besiyerlerinde 37°C’de ve %5 CO, kosullarinda inkiibatérde biiyiitiilmiistiir.
Hucrelerin besiyeri ortalama 2-3 giinde bir taze besiyeri ile degistirilirken, yeterli
yogunluga ulasan hiicreler ise pasajlanmistir.

Hiicrelerin yogunlugu (confluency), biiyiitiildiikleri flaskta yaklasik %90-100
oranma ulastifinda alt kiiltiirleri (pasaj) yapilmistir. Flasktaki besiyeri vakum
yardimiyla cekildikten sonra yaklasik 1-2 ml (25 cm®lik petri icin) 1X PBS ile
yikanan hiicrelere, hiicre-hlcre ve hiicre-yilizey baglantilarini ayirmak igin 1-1.5 ml
1X Tripsin eklenmistir. Oda sicakliginda 1000 rpm’de 5 dk santrifiijiin ardindan iist
sivi c¢ekilmis (tripsin ve besi yeri) ve belirlenen oranda (1:3) seyreltmek amaciyla
tiiptin dibinde olusan hiicre pelletinin {istiine taze besiyeri eklenmistir. Hucre
cokeltisi, homojen olarak dagitildiktan sonra taze besiyeri bulunan flasklara nazikce

ilave edilmis ve 37°C’de nemli, %5 CO, inkiibatériinde biiyiimesi saglanmustir.

4.2.2. Hucre Stoklama

1X tripsin ile flasktan kaldirilan hiicreler iizerlerine 5:1 oraninda besiyeri
eklenerek tripsinin etkinligi azaltilmigtir. Hiicreler 1000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilerek ¢okertildikten sonra iist kisimdaki sivi atilarak pellet 1 ml hiicre dondurma
soliisyonu ile siispanse edilmis ve kriyo tiiplere aktarilarak hizli bir sekilde buzda -

80°C’ye ve 24 saat sonra -196 °C'a kaldirilmistir.

4.2.3. MTS Huicre Proliferasyon Testi

Hiicre canliligini belirlemek amaciyla kullanilan MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H tetrazolium salt), canli

hicrelerin mitokondriyal aktiviteleri sonucu, tetrazolium tuzunun, renkli bir Grine
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doniistiiriilmesi temeline dayanir. Dehidrogenaz enzimlerinin iirettigi formazan
miktari, kiiltiirdeki canli hiicre sayisiyla ve mitokondriyel aktivite ile dogru
orantilidir ve spektral yontemler kullanilarak 490 nm’de formazan miktar
olculebilir.

SCP212 ve Met5A hiicre hatlar1, 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 96-kuyulu
plakalara ekilerek, FBS iceren besiyerinde 24 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda O-
100 uM’lik BA ile muamele edilen hiicreler farkli siirelerde (0-96 saatlerinde)
inkiibasyona birakilmistir. MTS deneyi igin CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell
Proliferasyon Assay kiti (Promega) kullanilmistir. 20 pul MTS bilesigi, 200 pl
besiyeri iceren her bir kuyuya eklendikten sonra, 37°C’de 1 saat inkiibasyona
birakilmig, bu slrenin sonunda plate 25°C’de 5 dakika bekletilerek reaksiyon
iceriginin oda sicakligina gelmesi saglanmistir. Mikroplate Reader (Thermo,
Varioskan Flash) kullanilarak 490 nm dalga boyunda fotometrik 6l¢iim yapilmistir.
Ortalamalar ve standart sapmalar Mikrosoft Excel programi kullanilarak, istatistiksel

hesaplamalar Annova ve Benforoni testleri ile SPSS programinda yapilmistir.
4.2.4. Protein izolasyonu

EGFR, ERK, JNK, p38 ve AKT proteinlerinin aktivasyonu ve toplam protein
seviyelerinde doza ve zamana bagli olarak meydana gelen degisimleri karsilastirmak
icin, SPC212 hiicrelerine 25, 50, 75 ve 100 pM BA uygulamasinin 6, 12 ve 24 saat
sonrasinda total protein izolasyonlart yapilmigtir. Hucreler petriye ekildikten 24 saat
sonra serum starvation yapilan hiicrelere BA uygulamasi yapilmis ve belirlenen
saatlerde izolasyon islemi gergeklestirilmistir. Her izolasyondan 15 dk 6nce petride
biuyatulen hicrelerre 100ng/ml EGF eklenmistir. 15 dk sonra hucreler inklbatorden
alinarak Uzerlerindeki besiyeri ¢ekilmis ve 2 ml 1X PBS ile hiicreler kazinmustir.
Kazinan hiicreler 15 ml’lik falkona alinmig, 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonras1 falkondaki PBS ¢ekilerek, hiicrelerin tGzerine 200 ul (%1 proteaz-
fosfataz inhibitori iceren) lizis buffer eklenmis ve hiicreler pipet yardimi ile 2 m1’lik
ependorf tiiplere alinmistir. TUp icerisindeki hiicreler 1 ml'lik siringa ile homojenize
edilmistir . Daha 6ncesinde +4 °C’ye ayarlanan santrifijde 14000 g’de 7 dakika

santrifiij edilen hicrelerde coktliirme islemi sonrasi supernatant yeni bir tiipe
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aktarilmigtir. Protein lizatindan 20 pul BCA assay icin ayrilmistir. Proteinler —20

°C’de muhafaza edilmistir.

4.2.5. Protein Miktar Tayini

izole edilen protein konsantrasyonlari Thermo BCA Protein Assay ile
belirlenmistir. Yontem, BCA (bicinchoninic acid) igeriginde bulunan Cu*?
iyonlarinmn, alkali ortamda protein ile tepkimeye girmesiyle Cu'’ya indirgenmesi
(Biuret tepkimesi) sonucu olusan mor-menekse renkli iirlinliin kolorimetrik olarak
6lctlmesi temeline dayanmaktadir. Olusan iiriin ise 562 nm’de maksimum absorbans
vermektedir. BCA’nin iki soliisyonu (Reagent A ve B) 50:1 oraninda karistirilarak
96-kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 200 pl eklenmistir. Elde edilen protein
lizatlarindan ve konsantrasyonlar1 bilinen protein standartlarindan her bir kuyucuga
iki tekrarli olacak sekilde 10’ar pl eklenerek BCA kimyasali ile iyice karigmasi
saglanmistir. Ayrica kuyucuklara liziz tamponu da kor kuyucuk (blank) olarak
eklenmistir. Olusan {(riiniin 1s1ktan etkilenmemesi ig¢in 96-kuyucuklu plaka
aliiminyum folyo ile sarilarak tepkimenin olusmasi i¢in 37°C’de 30 dk inkibe
edilmistir. 96-kuyucuklu plakanin oda sicaklifina sogumasi beklendikten sonra 562
nm’de absorbans degerleri Olciilmiistiir. Protein standartlarinin ve Orneklerin
absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak kor kuyucugun absorbans degeri bu
ortalamalardan ¢ikarilmistir. Standartlarin absorbans degeri kullanilarak standart
grafik ¢izilmis ve dogrusal grafigin formiilii ile R* degeri hesaplanmistir. Hesaplanan
formiilde ilgili yere absorbans degerleri yazilarak protein lizatlarinin

konsantrasyonlar1 pg/ml cinsinden hesaplanmistir.

4.2.6. SDS-PAGE ve Western Blotting

Protein seviyelerinde meydana gelen degisimleri karsilastirabilmek amaciyla
SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve Western blotting uygulamalari
yapilmigtir. 15 pg total protein lizat1 4X sample ylikleme tamponu ile karistirilmais,
proteinleri denatiire etmek amaciyla 95°C’de 5 dk inkiibe edildikten sonra 6rnekler
(15pg ornek 1/3 hacimde yiikleme boyasi) kuyulara yiikklenmis ve ayirma jelinde
(Tablo: 4.1) 20 dk 90 V, Paketleme jelinde (Tablo: 4.1) 1 saat 120 V'ta
yiriitiilmiistir. %10 SDS-PAGE ile ayristirilan proteinlerin jelden PVDF membrana
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aktarilmasi 1,5 saat 110 V elektrik akimi ile gerceklestirilmistir. Transfer verimliligi
ve proteinlerin yeri renkli marker kullanilarak belirlenmistir. Membran %5 (w/v)
yagsiz siit tozu igeren 1X TBS-T icerisinde, 80-100 rpm’de oda sicakliginda 1saat
calkalanarak bloklama islemi ger¢eklestirilmistir. Membran 1X TBS-T ile ¢ kez (5,
10 ve 5 dk siireyle) 240 rpm’de ¢alkalanarak yikanmistir. Membran, %5’lik yagsiz
st tozu icerisinde belirlenen oranlarda seyreltilerek hazirlanan primer (birincil)
antikor (Tablo 4.2) ile +4°C’de gece boyu (~16 saat) 80-100 rpm’de calkalanarak
inkiibe edilmistir. Birincil antikor ile inkiibasyonun ardindan membran 1X TBS-T ile
3 kez yikanmistir. Membran, %5°lik yagsiz siit tozu igerisinde belirlenen oranlarda
seyreltilerek hazirlanan HRP-konjuge sekonder (ikincil) antikor (Tablo 4.2) ile
+4°C’de 1,5 saat 80-100 rpm’de ¢alkalanarak inkiibe edilmistir. Ikincil antikor ile
inkiibasyonun ardindan 1X TBS-T ile 3 kez yikanan membran, ECL (enhanced
chemiluminescence) plus kit (Pierce) igerigindeki soliisyonlar kullanilarak {iretici
firmanin Onerdigi sekilde karanlik ortamda, oda sicakliginda 5 dk muamele
edilmistir. Membran aliiminyum folyo ile sarilarak ChemiDoc XRS+ (BioRad)
cihazi ile goriintiilenmistir. Elde edilen protein bantlarimin yogunlugu ve protein
miktarlar1 BioRad ImageLab programi ile analiz edilerek protein seviyelerindeki
degisimler karsilastirilmistir. Referans olarak (-aktin kullanilmis ve deney gruplarini
birbirlerine gore normalize etmek amaciyla, dlgiilen bant yogunluklart her bir deney
grubuna ait B-aktin bant yogunluklarina boliinerek elde edilen degerler analiz
edilmistir. Birincil antikor, inkiibasyonun ardindan bir falkon tiipline alinarak tekrar

kullanilmak iizere -20°C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 4.1: %10’luk ayirma jeli ve %4.5’lik paketleme jeli hazirlamak i¢in kullanilan
maddeler ve miktarlar

Running Gel (%10) Stacking Gel (%4.5)
dH20 7.75 ml 3.1ml
Tris-HCI 4ml(pH8.8) 1L.5M 1.25ml (pH 6.8) 0.5 M
%10 SDS 159.6 pl 50 pl
%40 Acr:Bis 4 mi 562 pl
%10 APS 79.8 ul 25 ul
TEMED 11.4 pl 5 pl
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Tablo 4.2: Westen Blotting’de kullanilan primer ve sekonder antikorlar .

1° Antikor 1° Antikor 2° Antikor Firma 2° Antikor Firma
Katalog No Katalog No
EGFR 4267 Anti-Rabbit Cell 7075 Cell
Signaling Signaling
p-EGFR 3777 Anti-Rabbit Cell 7075 Cell
Signaling Signaling
ERK1 SC-94 Anti-Rabbit || Santa Cruz 7075 Cell
Signaling
p-ERK SC-7383 Anti-Mouse || Santa Cruz SC-2005 Santa
Cruz
JNK SC-7345 Anti-Rabbit || Santa Cruz 7075 Cell
Signaling
p-JINK 4668 Anti-Rabbit Cell 7075 Cell
Signaling Signaling
p-c-JUN 3270 Anti-Rabbit Cell 7075 Cell
Signaling Signaling
P38 9212 Anti-Rabbit Cell 7075 Cell
Signaling Signaling
p-P38 4511 Anti-Rabbit Cell 7075 Cell
Signaling Signaling
AKT 4891 Anti-Rabbit Cell 7075 Cell
Signaling Signaling
p-AKT 4060 Anti-Rabbit Cell 7075 Cell
Signaling Signaling
B-ACTIN SC-47778 Anti-Mouse || Santa Cruz SC-2005 Santa
Cruz
4.2.7. Total RNA izolasyonu
Hicrelerde BA uygulamasi sonucu ELK-1, JUN, STAT1, STAT3 ve

STATS5A gen ifadelerindeki degisimlerin qRT-PCR ile analiz edilebilmesi igin total

RNA izolasyonu yapilmistir. 1x10° SPC-212 hiicresi besiyerinde 24 saat boyunca
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inklbe edildikten sonra serum starvation yapilan hiicrelere 3, 6, 12 ve 24 saatlik sure
icin 75 puM dozlarinda BA uygulanmistir. Lizizden 15 dakika 6nce 100 ng/pl EGF ile
indiklenen hicrelerden total RNA izolasyonlar1 yapilmistir.

Oncelikle RNA izolasyonu yapilacak yiizey ve kullanilacak malzemeler
RNaz’siz su ile hazirlanmis %70’lik (v/v) etanol ve RNAZap ile silinmistir.
Hiicrelerin besiyeri uzaklastirildiktan sonra hiicreler 1X PBS icinde kazinarak
kaldirilmistir. Falkona alinan hiicre-PBS karisimi oda sicakliginda 1000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Ust siv1 ¢ekildikten sonra pelletin 350 pl RLT
buffer (liziz buffer) eklenmis ve RNase/DNase'dan aridirilmis tiipe alinip (enjektdr
yardimzt ile) lizis yapilmistir. 3 dk 14000 rpm’de santrifiij edilip supernatant yeni bir
tiipe aktarilmistir. SUpernatant tzerine 350 pl %70 Etanol (1:1) eklemistir. Karisim
2 ml’lik toplama tuptne 700 pl transfer edilip, 15 sn 8000xg yada 10000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Atik sivi kisim atildiktan sonra 700 ul RW1 buffer spin kolona
eklenmis ve 15 sn 10000 rpm’de santrifiij edilmistir. Daha sonra 500 pl RPE buffer
spin kolona eklenmistir ve yukaridaki sekilde santrifiij edilerek, atik sivi kisim
atilmistir. 500 pul RPE buffer spin kolona eklenmis, 2 dk 8000xg (10000 rpm)’de
santrifiij edilmistir. Spin kolon 1,5 ml toplama tiipline yerlestirildikten sonra, 40 pl
RNase free su eklenip RNA’y1 stizmek igin 1 dk 8000 g de santrifiij edilmistir. Elde
edilen total RNA karisimindan 3 kez saflik Ol¢iimii yapilmasi i¢in 6 pl, jelde
yurutmek icin de 2-4 ul RNA bagska bir tiipe ayrilmustir.

4.2.8. cDNA Sentezi

Hedef genlerin ekspresyon seviyelerini belirlemek amaciyla RT-qPCR
(Reverse Transcription Quantitative Polymerase Chain Reaction) deneylerinde hedef
genlere ait mRNA diizeyleri analiz edilmistir. Revers transkripsiyon reaksiyonu 100
ng RNA kullanilarak gergeklestirilmistir. Random Hexamer Primer (60 pM final
konsantrasyon), RNA (100 ng/ul) ve su karisimi total hacim 11.4 pl olacak sekilde
hazirlanmistir.  Template-primer karigimi tiipler 65 © C ‘de 10 dakika 1sitilmustir.
Reaksiyon buffer (8 mM MgClI, konsantrasyonu), RNase inhibitéri, dNTP mix (final
konsantrasyonu 1 mM her birinden), DTT (5 mM final konsantrasyonu), ve
Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase (final konsantrasyonu 10 birim)'den

olusan karigim tiiplere son hacim 20 pl olacak sekilde eklenmistir. 29 ° C ‘de 10
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dakika inkiibasyon sonrasinda 48 ° C ‘de 60 dakika inkiibe edilmistir. 85 ° C ‘de 5
dakika bekletilerek Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase enzimi inaktif
edilmistir. Reaksiyon tiipler buza alinarak sonlandirilmistir. TUpler -20 ° C ‘de

saklanmustir.

4.2.9. RT-PCR

Primer-probe karisimindan son hacim 1X olacak sekilde alinmis, su ve final
konsantrasyonu 1X olacak sekilde LightCycler 480 Probe Master karigimi ile PCR
mix olusturulmustur. 1:3 oraninda seyreltilen cDNA'ler toplam hacim 10 ul olacak
sekilde 384’lii plaga yerlestirilmistir. gPCR reaksiyonlar1 LightCycler 480 sisteminde
(Roche) gergeklestirilmistir. Referans gen olarak p-Aktin (ACTB) ve hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1)  kullanilirken, deney  gruplarinin
normalizasyonu kontrol grubuna gore yapilmistir. PCR reaksiyonlarinda
kontaminasyon kaynakli olas1 hatalarin belirlenmesi amaci ile kalip cDNA
icermeyen negatif kontrol gruplari da kuyucuklara eklenmistir. PCR reaksiyonu
Tablo 4.3'te gosterildigi gibi yapilmistir. gPCR sonuglart AACt metodu ile analiz
edilmistir. AACt degerleri kullanilarak gen ifadelerindeki goéreceli degisim

hesaplanarak grafikleri ¢izilmistir.

Tablo 4.3: Real Time PCR reaksiyon asamalarinda ayarlanan
sicaklik ve dongii sayilari.

Sicaklik (°C) Sire Dongii Sayist
Pre-inkiibasyon 95 10 dakika 1
Denattrasyon 95 10sn 45
Baglanma 60 30sn 45
Uzama 72 1sn 45
Soguma 40 30sn 1
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5. BULGULAR

5.1. BA'nmin MetSA ve SPC 212 Hucre Proliferasyonuna
Etkisi

BAnin Met5A ve SPC212 hiicrelerinin  proliferasyonlarina  etkisi
konsantrasyona (0-75uM) ve zamana (0-96 saat) bagli olarak MTS deneyi ile
belirlenmistir. Ekim sonrasi 24 saat inkibe edilen hicrelere belirlenen
konsantrasyonda BA uygulanmistir. Absorbans 6lciiminden 2 saat dncesinde MTS
Kiti eklenerek hiicreler inkiibe edilmistir. 24, 48, 72, ve 96 saatlerinde absorbanslari
Olculen hiicrelerin metabolik olarak aktif olanlar1 belirlenmistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda kontrol hiicresi olan Met5SA hiicrelerinde BA, 10
uM  ve altindaki konsantrasyonlarda proliferasyonu indiiklendigi gozlenmistir.
BA'nin anlamli inhibisyonu 25 UM konsantrasyonda 96 saatten sonra ve 50 UM
konsantrasyon (stlinde 24 saatten itibaren gozlenmistir (Sekil 5.1).

BA'nin SPC212 hiicre proliferasyonuna etkisi incelendiginde, 10puM
konsantrasyonu altindaki dozlarda hiicre proliferasyonunu arttirirken, 25 pM ve
Uzerindeki konsantrasyonlarda 24 saatten itibaren proliferasyonu baskiladigi
gorilmiistiir (Sekil 5.1). BA'nin SPC212 hiicre proliferasyonunu durdurucu etkisi
daha diisiik dozlarda ve daha erken zamanl olarak gergeklesmektedir. Bu durum,

MM hicrelerinin BA'ya kontrol hiicrelerinden daha hassas oldugunu gostermektedir.
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Sekil 5.1: BA'nin Met5a (a) ve SPC212 (b) hiicre proliferasyonuna etkisi. MTS testi
0, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde uygulanmistir. Sonuglar 3 bagimsiz deneyin ciftli
tekrarlar seklinde yapilarak ortalamalart alinmistir. p degeri SPSS programinda
Dunnett ve Benforoni testleri ile hesaplanmustir. p degeri *P<0,05 ve #p<0,01 olarak
belirlenmistir.

5.2. BA'nmin EGFR MAPK Yolaklarina Etkisi

Hucre ekiminden sonra 24 saat serumsuz besiyerinde inkiibe edilen %70-80
yogunluktaki SPC212 hicrelerine 0-100 pM araliklarinda BA uygulanarak
proteinlere etkisi 6, 12, 24 saatlerde incelenmistir. Hiicreler lizizden 15 dk 6nce EGF
(200ng/ml) ile indiiklenmistir. Proteinlerin total konsantrasyonlart BCA ile
belirlendikten sonra SDS-PAGE ve western-blot analizleri yapilmistir.

Sonuglarimiz gostermektedir ki BA, 50 puM ve (zeri dozlarda 0-24 saat
arasinda EGFR aktivitesini konsantrasyona ve zamana bagl olarak baskilamaktadir.
BA, EGFR ifadesini ise 50 puM ve (zeri konsantrasyonda 6 saatten itibaren
baskilamaya baslamistir. BA'nin ERK1/2 aktivitesini de 50 uM konsantrasyondan
itibaren doz ve zamana bagli olarak baskiladig1 ancak ifadesi lizerinde 6nemli bir etki
gostermedigi goriilmiistiir (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2: BA'nin EGFR ve ERK1/2 fosforilasyonu ve ifadelenmesi (izerine etkisinin
doza (0-100 uM ) ve zamana (0-24 saat) bagli olarak incelenmesi. Deneyler en az 3
kez tekrar edilerek Image lab. Software ile analiz edilmistir. Yiikleme kontrolii
olarak aktin proteini kullanilmistir.

BA, p38, INK stres yolaklari lizerinde konsantrasyona ve zamana bagli olarak
indikleyici bir etki gostermistir. Western-blot sonuglart dogrultusunda BA ilk 6
saatte 100 UM konsantrasyonda p38 aktivitesini indiiklemistir. BA 50 puM ve (zeri
konsantrasyonlarda p38 aktivitesini 24 saatte devam ettirmektedir. Konsantrasyon ve
zamana bagli olarak BA, p38 ifadesini de etkilemektedir. Ik 6 saatte p38 ifadesi 100
uM BA konsantrasyonunda baskilanirken 12 saatten itibaren 50 uM Uzeri dozlarda
protein seviyesinde baskilanma goriilmektedir (Sekil 5.3).

JNK1/2 aktivitesi ise 50 puM ve izeri BA konsantrasyonunda 6 saatten itibaren
indiiklenmektedir. Bunun yaninda, 50 UM ve (zeri BA konsantrasyonlarinda ,
JNK1/2 ifadesinde 24 saatte belirgin bir azalma g6zlenmistir . Bunun yaninda, c-JUN
aktivitesi 50 UM ve (zeri konsantrasyonlarda 12 saatten itibaren baskilanmistir (Sekil
5.3).

41



p-P38

p-INK1/2

INK1/2

6 saat

24 saat

€A 38Kd

. — ——

<3 38Kd

@3 54Kd
- | s5kd

& siKd
€3 16Kd

I I

|¢|41Kd

—— .-—-——-|¢-45Kd

+ + + + +

250M  S0uM T5iM 100pM

+ + + + +

25pM S0uM 5N

100pM

pAktin I——.——--——l I-————-—l I_
+

+

25iM

+

S50uM

+ +

75uM  100pM

Sekil 5.3: BA'nin p38, JNK1/2 ve c-JUN fosforilasyonu ve ifadelenmesi Uzerine

etkisinin doza (0-100 uM ) ve zamana (6-24 saat) bagl olarak incelenmesi. Deneyler

en az 3 kez tekrar edilmistir ve image lab. Software ile analiz edilmistir.
Yiikleme kontrolii olarak aktin kullanilmustir.

5.3. BA'min PI3K/AKT Yolag Uzerine Olan Etkisi

BA (0-100) uygulanan hicrelerde AKT fosforilasyonu ve total AKT seviyeleri
0-24 saatler arasinda incelenmistir. BA ilk 6 saatte 50, 75 ve 100 pM Uzeri
konsantrasyonlarda AKT aktivitesini indiiklerken 24 saatte sonunda 75 uM ve Uzeri
konsantrasyonlarda AKT aktivitesini tamamen baskilamistir. 50 UM (zerindeki

konsantrasyonlarda 12 saatten itibaren AKT aktivitesinde diislis gozlenirken 24

saatte aktivitenin tamamen kayboldugu gozlenmistir (Sekil 5.4).
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Sekil 5.4: BA'nin AKT fosforilasyonu ve ifadelenmesi tizerindeki etkisinin doza (0O-

100 uM ) ve zamana (6-24 saat) bagli olarak incelenmesi. Deneyler en az 3 kez
tekrar edilmistir ve image lab. Software ile analiz edilmistir. Yiikleme kontrolii
olarak aktin kullanilmistir.



5.4. RT-PCR Sonugclari

Hicre ekiminden sonra serumsuz besiyerinde 24 saat bekletilen %70-80
yogunluktaki hiicrelere 75 uM BA uygulanarak ekspresyon seviyesindeki degisimler
3, 6, 12, 24 saatlerinde zamana bagl olarak incelenmistir. Hicreler lizizden 15 dk
once EGF (100ng/ml) ile indiiklenmistir. Elde edilen hiicre lizatlarindan total RNA
izolasyonu ve sonrasinda cDNA sentezi yapilmistir. Elde edilen cDNA'larin
konsantrasyonu nano drop élcima ile belirlenerek JUN, STAT1, STAT3, STAT5a
ve ELK1 gen ifadelerinin RT PCR ile analizi yapilmistir. Analiz sonuglari
degerlendirilirken referans gen olarak HPRT, kalibrator olarak ise kontrol 6rnegi
kullanilmistir.

Elde edilen sonuglarina gére BA, 3 saatte JUN ifadelenmesini indiiklese de 12
saatten sonra JUN ifade diizeyinde diisme gézlenmistir. ELK1 ifadesi ise zamana

bagli olarak 24 saatte diisiis gostermistir (Sekil 5.5).
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Sekil 5.5: BA'nin 75 uM konsantrasyonda JUN ve ELK1 ifadesi izerine etkisinin
zamana (3-24 saat) bagli olarak incelenmesi. Deneyler en az 3 kez tekrar edilmistir. p
degeri SPSS programinda Dunnett ve Benforoni testleri ile hesaplanmistir. p degeri
*P<0,05 olarak belirlenmistir.

BA'nin STATI, STAT3 ve STAT5a ifade duzeylerine etkisi RT PCR analizi
ile gosterilmistir. Elde edilen sonuclara gore BA, STAT1 ve STATb5a ifade
duzeylerini 3 saatten itibaren baskilarken, STAT3 ifadesinde 24 saatten sonra

baskilanma g6zlenmistir (Sekil: 5.6).
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Sekil 5.6: BA'nin 75 uM konsantrasyonda STAT1, STAT3 ve STAT5a ifadesi

tzerine etkisinin zamana (3-24 saat) bagli olarak incelenmesi. Deneyler en az 3 kez
tekrar edilmistir. p degeri SPSS programinda Dunnett ve Benforoni testleri ile

hesaplanmustir. p degeri *P<0,05 olarak belirlenmistir.
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6. TARTISMA

BA'nin bir¢ok kanser tiirii lizerinde sitotoksik etki gosterdigi ve apoptotik
yolaklar1 aktive ettigi bilinmektedir. Fakat BA' nin EGFR, MAPK sinyal yolaklari
ve AKT sagkalim yolag: iizerine etkisi ile ilgili az sayida ¢alisma bulunmaktadir.
BA'nin mesothelioma hiicre hatt1 {izerine etkisiyle ilgili ise daha dnce yapilmis bir
calisma bulunmamaktadir.Bu kapsamda yapilan c¢alismamizda iki tipte hicre
kullanilmistir. Bu hiicrelerde kontrol hiicrelerine (Met5SA) BA uygulandiginda
yuksek dozlarda etki gozlenirken malignant mezotelyoma hiicresi olan SPC212
hlcrelerinde Met5A'ya gore daha diisilk dozlarda ve daha erken zamanlarda etki
etmektedir. Onceki ¢alismalarda BA'nin kanser olmayan hicreler (zerinde anti-
proliferatif etkisinin olmadig1 veya az oldugu belirtilmistir. [63], [145], [193]. MTS
sonuclaria gore BA, SPC212 hucrelerinde 25 pM (zerindeki dozlarda 24 saatten
itibaren etki gosterirken Met5A hiicrelerinde ayn1 zamandaki etkisi 50 uM (zerinde
gbzlenmektedir. Buna ilaveten 10 uM doz uygulamasi SPC212 hiicre
proliferasyonunu 96 saatten itibaren diistirmektedir. Dolayisiyla doz ayarlamasi
ve/veya dozun zaman simirlamasi uygun segilirse BA'nin transforme olmayan
hucreler tzerindeki etkisini azaltmak mimkdn olabilir.

Protein analizleri ile ilgili calismamizda BA™min MAPK sinyal yolagi,
PI3K/AKT yolagi ve EGFR (zerindeki etkileri incelenmistir. Bulgularimizda
BA'nin artan dozlarda ve ilerleyen zamanlarda EGFR aktivitesini ve ifadelenmesini
de baskiladigi belirlenmistir. Bu sonu¢ EGFR ve BA ile ilgili verilen az olmasi
nedeniyle 6nem tagimaktadir. BA disinda pentasiklik triterpenler ile yapilan
caligmalar bulunmaktadir. Dimetil melaleucate (DMM), ursolic asit (UA), 18a-
glycyrrhetinic asit (GA) ve carbenoxolone (CE) pentasiklik triterpenler ile yapilan
calismada, maddelerin farkli konsantrasyonlarda (1-100 pM) MCF-7 hucrelerinde
doz artis1 ile paralel olarak EGFR aktivitesinin baskilandigi goriilmiistiir. Aym
calismada in siliko analizlerde pentasiklik triterpenlerin EGFR'in kinaz domaininde
bulunan spesifik aminoasitler (Lys 745, Cys797, Asp 855 ve Arg 803) ile H bagi
yaptig1 goriilmiistiir [197]. Ileride yapilacak calismalarda BA'min da EGFR kinaz
domaini ile etkilesimi incelenebilir. Benzer bir sonucun ortaya ¢ikmasi BA'nin,
EGFR inhibitorii olarak kullanima sunulmasi fikrini destekleyebilecektir. BA'nin
veya farkli pentasiklik tiriterpenlerin EGFR ifadesini etkiledigine dair bir veri
bulunmamaktadir. Platycodin D (PD) [198] , UA [197], [199], GA ve DMM [197] ile
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yapilan c¢alismalarda EGFR ifadesi degismemistir. Ancak bizim sonuc¢larimiza gore
BA, doza ve zamana bagli olarak EGFR ifadesini de baskilamaktadir. Bu
baskilanmanin EGFR genini diizenleyen traskripsiyon faktorlerinin baskilanmasi ile
mi yoksa reseptor internalizasyon mekanizmasindaki degisikliklerden dolayr mi
kaynaklandig1 aydinlatilmasi gereken bir konudur. Bunun i¢cin BA uygulamasi ile
EGFR promotorunu aktive eden transkripsiyon faktorlerinin aktivitesindeki
degisimler ve/veya EGFR internalizasyonu sonrasinda proteolitik yikimda rol alan
enzimlerin aktivitelerindeki degisimler incelenebilir.

EGFR'in baskilanmasi asag1 yolakta bulunan ve hiicre proliferasyonunda rol
alan ERK1/2 aktivitesini de etkilemistir. ERK1/2 fosforilasyonlu sonuglarda BA'nin
konsantrasyonuna ve zamana bagli olarak baskilanma gézlenmistir. MononUkleer
periferal kan hiicrelerinde yapilan ¢alismada da BA'nin LPS ile indiiklenmis immin
hiicrelerinde doza ve zamana baghi olarak ERKI1/2 aktivitesini baskiladigi
belirlenmistir [200]. BA'nin ERK aktivitesini baskilamasinin EGFR (izerinden
oldugu diisiiniilmektedir. Bunun yaninda EGFR'in asag1 yolaginda yer alan farkh
molekiller (AKT, PI3K, CDK4,6, cyclin D1, STAT3 gibi) incelendiginde BA ve
diger triterpenlerin EGFR inhibisyonuna paralel olarak asag1 yolaktaki molekiillerin
aktivitelerini de baskiladigi rapor edilmistir [197], [198], [199], [200].

BA stresle aktive olan yolaklarda da etki gostermektedir. Yuksek dozlarda ve
ilerleyen zamanlarda BA, p38 aktivitesini arttirmistir. p38 aktivitesindeki artis
BA'nin hiicresel stresi uyarmasi sonucu MEK 3/6 aktivasyonuna neden olmasindan
kaynaklanabilmektedir. BA'nin ROS olusumuna neden olmasindan dolay1 p38 stress
yolaginin aktivitesinin tetikleniyor olmast muhtemel goziikmektedir. Diger yandan
p38'in stres ile aktive olmasi p53 iizerinden veya dogrudan p21 aktivitesini pozitif
yonde etkilemektedir (Sekil 6.1), [216]. Bununla birlikte EGFR/ERK yolagi
tizerinden p38'in negatif diizenlendigi belirtilmektedir (Sekil 6.2), [195]. Bu agidan
bakildiginda, EGFR/ERK inhibisyonu sonucu p38 aktivitesi (zerindeki negatif

diizenlenmenin ortadan kalkmasi, p38 aktivitesinin artmasina katki saglamis olabilir.
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Sekil 6.1: Stress ile aktive olan p38 yolagi.
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BA, p38 aktivitesi ile beraber ekspresyonu da etkilemistir. Artan dozda ve ileri
zamanda BA'nin, p38 ifadesini baskiladigi goriilmistiir. p38 gen regulasyonuyla
ilgili ¢ok az c¢alisma bulunmaktadir. Bilindigi tizere p38'in dort izoformu
bulunmaktadir; p38a, p38p, p38y, p3856. Bu ¢alismada kullanilan p38 antikoru p38'in
lic izoformunu tanimaktadir (p38a, p38B, p38y). p38d ile yapilan bir ¢alismada
ERK1/2'nin aktive ettigi AP1 ve Ets transkripsiyon faktorleri p388 promotdriiniin
aktivitesini arttirdigi belirtilmistir [196]. Bizim yaptigimiz ¢alismada clde edilen
sonuclara gore, ERK1/2 aktivitesinin azalmasi ile p38 ifadesinin azalmasi paralellik
gostermektedir. Bu durumda, ERK1 aktivitesinin diger {i¢ izoformun (p38a, p38p,

p38y) promotdriiniin aktivitesini de arttirdig diisiintilebilir.
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Sekil 6.2: ERK ve p38 yolaginin protein fosfatazlar aracilig ile capraz etkilesimi.

MAPK p38 aktivitesinin yaninda BA, stresle aktive olan JNK aktivitesini de
etkilemistir. Yapilan protein analiz sonuglarina gére konsantrasyon ve zamana bagli
olarak BA uygulamasinin JNK aktivitesini arttirdigi goriilmiistiir. Farkli kansser
tirleri lizerine yapilan calismalarda da BA'nin JNK aktivitesini indiikledigi
gosterilmistir [204], [205]. BA uygulamasi sonucu EGFR aktivitesinin azalmasi
ancak JNK aktivitesinin artmasi, JNK'im bagimsiz bir yolaktan aktive oldugunu
anlamina gelebilir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada JNK aktivitesinin hiicre igi
oksidatif stres sonucu aktive olan PKC3 tarafindan pozitif diizenlendigi gosterilmistir
(Sekil 6.3), [206]. Yapilan bu calismada oksidatif stres ile aktive olan PKCH
proteininin, JNK aktivitesinin negatif diizenlenmesinden sorumlu MAPK fosfataz-1
(MKP-1) degredasyonuna neden oldugu onerilmektedir. Bu 6neri dogrultusunda
BA'nin neden oldugu oksidatif stres sonucu PKCS aktivitesinin artmas1 ile JNK

fosforilasyonunun negatif diizenlenmesinin bloklaniyor olabilecegi diisiiniilebilir.
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Sekil 6.3: Oksidatif stres sonucu PKC9 aktivitesinin ger¢ceklesmesi ve JNK
fosforilasyonunun negatif diizenlenmesinin inhibisyonu.

BA'nin JNK aktivasyonu lizerinden apoptozu tetkledigi daha onceki yapilan
birka¢ calismada gosterilmistir [204], [205]. Yapilan bu ¢alismalar sonucunda BA
uygulanan hicrelerde JNK, p38 ve ERK1/2 aktivitesi incelenmis ve hicrelerin
apoptoza gitme durumlar1 analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara gore BA'nin JNK
aktivasyonu ile apoptozu tetikledigi, bunun yaninda azda olsa p38 aktivitesinin
apoptozla baglantili oldugu gosterilmistir. ERK1/2 aktivitesinin ise apoptoz ile
iligkili olmadig1 belirtilmistir. Ayrica BA uygulamasi1 sonucu AKT ve FoxO3a
protein fosforilasyonlar1 incelendiginde, JNK'in apoptozu AKT/FoxO3a yolagindan
tetikledigi belirtilmistir [204].

JNK aktivitesi ile birlikte BA, INK ifadelenmesini de etkilemektedir. Western-
blot sonuglarina gore BA, konsantrasyon ve zamana bagli olarak JNK ifadesini
baskilamaktadir. BA, 0zellikle 24 saatte, 50 uM'in (zerindeki konsantrasyonlarda
JNK aktivitesini tamamen baskilamaktadir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada JNK
aktivitesinin JNK geninin ifadesini etkiledigi one siiriilmiistiir [208]. T hicrelerinde
yapilan bu caligmada artan JNK aktivitesi ile JNK ekspresyonunun iligkili oldugu
belirtililmigtir. Diger yandan T hiicrelerinde yapilan calismanin aksine BA
uygulamasi1 sonucu JNK geninin ekspresyonu baskilanmig fakat JNK aktivitesi
indiiklenmistir. JNK aktivitesindeki artisa karsin BA, c¢-JUN aktivitesini
baskilamistir. Daha 6nce yapilan ¢aligmadaki veriler ve bu ¢alismadaki sonuglar
dikkate alindiginda JNK geninin ekspresyonunun artmast i¢in c-JUN'un JNK
tarafindan fosforillenmesi gerektigi sdylenebilir (Sekil 6.4). Ancak yine de JNK geni
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ve c-JUN aktivitesinin iligkili olduguna dair daha fazla verinin elde edilmesi
gerekmektedir.
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Sekil 6.4: INK aktivasyonunun c-JUN Uzerinden kendi genini regiile etmesi ve
c-JUN fosforilasyonunun p21 tarafindan aktive edilen PAK2 iizerinden baskilanmasi.

BA'nin, JNK aktivitesini indiikledigi halde c-JUN aktivitesini baskiladig tespit
edilmistir. Daha Once yapilan ¢alismalarla proto onkogen oldugu bilinen c-JUN'un
anti apoptotik yolaklarda rol aldigi ve hiicre dongiisiiniin G1 fazinda gorev aldigi
belirtilmistir [207]. c-JUN'un antiapoptotik aktivitesi serin 63/73 rezidusiinden
fosforilenmesi ile gergeklesmektedir. Tez galismasinda kullanilan p-c-JUN antikoru
da serin 73 aminoasit rezidiisiinii tanimaktadir. Dolayisiyla BA, JNK Uzerinden veya
baska bir yolaktan c-JUN'un antiapoptik fosforilasyon paternini inhibe etmektedir.
Daha 6nce yapilan bir ¢alismada P21 tarafindan aktive edilmis protein kinaz (PAK?2)
proteininin c-JUN'a baglanip farkli treonin rezidiilerinden (Thr2, Thr8, Thr89, Thr93
ve Thr286) fosforilledigi belirtilmistir. Bu fosforilasyon sonrast PAK2'nin , c-JUN'un
diger fosforilasyon bolgelerini baskiladigi ifade edilmektedir [208]. BA, P21
uzerinden PAK?2 aktivitesini ve/veya PAK2-c-JUN etkilesimini indiikleyerek c-JUN
aktivitesini baskiliyor olabilir (Sekil 6.4). Daha sonraki ¢aligsmalarla BA uygulamasi
sonucu P21 ve PAK2-c-JUN etkilesim diizeyi protein-protein etkilesim deneyleri ile

aydinlatilabilir.
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c-JUN aktivitesi ile birlikte ekspresyonu da BA uygulamasi ile baskilanmustir.
75 UM BA uygulanarak yapilan RT-PCR sonuglarima gore BA, JUN geninin
ekspresyonunu 12 saatten itibaren azaltmaktadir. Ancak ilk 3 saatte hilicreler BA'ya
tepki olarak JUN ifadesini indiiklemistir. 6 saatte JUN ifadesi normale donerken, c-
JUN fosforilasyonu incelendiginde de yine 6 saatte 75 uM BA konsantrasyonunda
aktivitede bir degisiklik gézlenmemektedir. Western-blot sonuglarina paralel olarak
12 saatten itibaren JUN aktivitesinde ve ifadelenmesinde baskilanma gorilmektedir.
Bilindigi {lizere c-jun geninin transkripsiyonu ayni gen Urlnu ile otoregilasyonla
dizenlenmektedir. BA'Tmin c-JUN aktivitesini baskilamasi, otoregiilasyon
mekanizmas1 nedeniyle gen ekspresyonunu da baskiladigini diistindiirmektedir.
Bununla birlikte siklin D1 transkripsiyonu AP1 tarafindan diizenlendigi i¢in c-JUN
inhibisyonu hiicre dongiisiiniin G1 fazinda tutuklanmasina neden olmaktadir [213].
Ayrica c-JUN, p53 promotorunun aktivitesini baskilamaktadir [214]. BA'nin ¢-JUN'u
inhibe etmesi p53 transkripsiyonunun indiuklenmesine yol agacagindan G1 kontrol
noktasinda hiicreler tutuklanabilecektir.

PI3K/AKT yolagi ile ilgili protein analizlerinde BA uygulamasi ilk 6 saatten
itibaren AKT aktivitesini doza baglh arttirmistir. Ancak 24 saat iginde Yuksek
dozlarda (75, 100puM) AKT aktivitesi tamamen kaybolmustur. Daha 6nce yapilan bir
calismada insan melanoma hicrelerine 10pug (~20uM) BA uygulandiginda kisa
zamanda AKT aktivitesini arttirmistir [201]. Immiin sistem hiicrelerinde yapilan
diger bir calismada ise BA, LPS verilmis hiicrelerde AKT aktivitesini baskilamistir
[200]. Yine BA disinda PD triterpeni ile yapilan ¢alisjmada doz ve zamana bagh
olarak PD uygulanmis meme kanseri hiicrelerinde PI3K/AKT yolag1 baskilanmis,
AKT aktivitesinde azalma gozlenmistir [198]. Bu sonuclar BA'nin PI3K/AKT
yolaginmi baskiladigin1 diistindiirmektedir. Bilindigi tizere AKT, Mdm2 (izerinden
p53'i baskilamakta ve boylece p21 transkripsiyonu inhibe edilmektedir (Sekil 6.5),
[215].

AKT ml MDM2 —{ p53 - @ mme Cell Cycle Arrest

Sekil 6.5: Akt'nin Mdm2 Gzerinden p53'l inhibe etmesi sonucu p21
transkripsiyonunun baskilanmasi.
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AKT aktivitesine ilaveten BA, yiksek dozlarda ve/veya ileri saatlerde AKT
ifadesini de baskilamigtir. Fakat insan monontkleer periferal kan hiicreleri ve insan
melanoma hiicrelerinde yapilan caligmalarda AKT ifadesinin degismedigi
belirtilmistir [200], [201]. Bunun nedeni yapilan her iki ¢alismada da BA diisiik
dozlarda (~4 ve 20 uM) ve kisa zaman periodlarinda (30 ve 0-3dk) uygulandigi i¢in
olabilir. Sonuglarimizda BA, 12 saatten itibaren 75 puM ve Uzeri konsantrasyonlarda
AKT ifadesini baskilamistir.

BA, p38 aktivitesini arttirdigt ve AKT aktivitesini baskiladigr icin p21
aktivitesinde bir artig oldugu diisliniilmektedir. Nitekim JNK aktivitesinin artmasina
ragmen c-JUN aktivitesindeki diislis, p21 {iizerinden c-JUN'un baskilandigini
diistincesini desteklemektedir (Sekil 6.6). Bu agidan bakildiginda BA'nin, JNK
tizerinden apoptozu, p38 ve AKT iizerinden hiicre dongiisii tutuklanmasini ve
proliferasyonun baskilanmasini etkiledigi 6ngoriilmektedir. Bununla birlikte BA'nin,
ERK aktivitesini baskilamasi nedeniyle, bu yolak iizerinden de proliferasyonun

durdurulmasina etki ettigi diisiintilmektedir.
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Sekil 6.6: BA'nin JNK ve p38 stres yolaklari, ve AKT sagkalim
yolagi {izerine etkisi

EGFR'!n diger bir alt yolagi olan STAT sinyal yolaginda yer alan STATI,
STAT3 ve STAT5a molekdllerinin gen ifade duizeyleri incelendiginde STATI,
STAT3 ve STATD5a ifade duzeylerinde azalma gozlenmistir. STAT1 ve STAT5a

52



ifadeleri 3 saatten itibaren baskilanirken STAT3 ifadesinde 24 saatte baskilanma
gozlenmistir. STATI1 {izerine yapilan ¢alismalarda STATL'in apoptoz, hicre
bliylimesi ve proliferasyon mekanizmalarinda rol aldig1 ve timdr baskilayicr 6zellik
gosterdigi lzerinedir [163]. Tiumor baskilayict  ozelligine ragmen STATI
ekspresyonundaki azalma BA'min farkli bir yolak {iizerinden proliferasyonu
baskiladigin1 gostermektedir. STAT3 ve STATS iizerine yapilan ¢alismalarda her iki
proteinin kanser hiicrelerinde siirekli aktif oldugu ve STAT sinyal yolaginin
inhibisyonunun hiicre dongiisii tutuklanmasina ve apoptoza yol agtig1 belirtilmistir
[210], [211], [212]. Ayrica kanser hiicreleri normal hiicrelerden daha ¢ok STAT
aktivitesine baglidir [209]. STAT protein inhibitorleri kullanilarak yapilan bir
calismada STAT3 ve STATS inhibisyonunun kanser hicrelerinde apoptoza neden
oldugu fakat normal hiicrelerin alternatif baska bir yolagi kullanarak biiyiimeye
devam ettigi goriilmiistiir [211]. Bu agidan bakildiginda, BA'nin anti-apoptotik ve
proliferatif etki gosteren STAT3 ve STATS5a protein ifadelerini baskilamasi kanser
terapisi i¢in onu ideal bir aday yapmaktadir.

BA ayn1 zamanda fos proto-onkogeninin transkripsiyonunu dizenleyen Elk1
transkripsiyon faktoriiniin ifadesini de baskilamistir. BA'nin Elkl ifadesini
baskilamas1 onun MAPK yolag iizerinde en yukaridan en asag1 yolaktaki molekiile
kadar hem fosforilasyon (ERK, p38, JNK, c-JUN) hem ekspresyon (p38, JNK, c-
JUN, EIkl1) dizeyinde olan etkisini gostermektedir. BA, AP1 transkripsiyon
faktoriinii olusturan her iki proteinin (JUN, FOS) ifadelenmesini azalttigi igin AP1'in
diizenledigi proliferatif genlerin ifadelenmesi de baskilanacaktir.

Tiim sonuglarimiz dogrultusunda BA'nin hem STAT hem MAPK yolaklar
Uzerinden proliferasyonu inhibe ettigini, AKT ve JNK iizerinden apoptozu
indikleyerek MAPK (zerinden anti-apoptotik genlerin ifadelenmesini baskiladigini
sOyleyebiliriz. Bu nedenle BA, hem birden ¢ok yolakta anti-proliferatif 6zellik
gosterdigi i¢in hem de kanser hiicreleri iizerinde c¢ok daha etkin oldugu igin
kemoterapi uygulamalar1 igin arastirilmasi ve denenmesi gereken bir aday olarak
goralebilir.

Son yillarda kemoterapide kullanilmak iizere kanser hiicrelerine normal
hiicrelerden daha ¢ok sitotoksisite gosteren ajanlar tercih edilmektedir. Bu acgidan
bakildiginda sonug¢larimiz kapsaminda da BA, hem etkin bir ajandir hem de
transforme hiicrelere daha diisilk zaman ve dozda etki gdstermektedir. Yapilan bu

calismayla goriilmistiir kKi BA, EGFR (zerinde inhibe edici bir etkiye sahiptir ve
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asag1 yolakta yer alan molekiillerin fosforilasyonlarmi (ERK1/2, p38, JNK, c-JUN,
AKT) ve ekspresyonlarint (p38, JNK, c-JUN, AKT, EIkl, STAT1,3,5a)
etkilemektedir. Izleyen calismalarla BA'nin SPC212 hiicreleri iizerine apoptotik
etkisinin arastirllmast ve EGFR yolaginin buradaki roliinin analiz edilmesi
planlanmaktadir. Ayrica BA uygulamasi sonucunda MAPK yolagmin hedef
genlerinin (cyclin D, P21) ekspresyon seviyelerindeki degisimler incelenebilir. Bu
sekilde, BA'nin gen seviyesinde hiicre proliferasyonuna ve hiicre dongiisiine etkisi
ortaya ¢ikarilabilir. BA'nin kanser hiicrelerine kars1 daha sitotoksik olmasi ve EGFR
aktivitesini baskilamasi, onu kanser tedavisinde EGFR inhibitorii olarak kullanmaya
uygun bir aday yapmaktadir. Ayrica uygun doz ve zaman periyodunda EGFR
ifadesini de azaltacagindan, direngli EGFR mutantlarinin ortaya ¢ikmasinin Oniine
gecilebilecektir. Bu ag¢idan bakildiginda, BA gelecekte kullanilabilir bir kemoterapik

ajan aday1 olarak goriilebilir.

54



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

KAYNAKLAR

Kao S. C. H., Reid G., Lee K., Vardy J., Clarke S., van Zandwijk N., (2010),
“Malignant mesothelioma”, Internal Medicine Journal, 40(11), 742-50.

Garland L. L., Rankin C., Gandara D. R., Rivkin S. E., Scott K. M., Nagle R.
B., (2007), “Phase Il study of erlotinib in patients with malignant pleural
mesothelioma: a Southwest Oncology Group Study”, Journal of Clinical
Oncology, 25(17), 2406-13.

Govindan R., Kratzke R. A., Herndon J. E., Niehans R., Vollmer D., (2005),
“Gefitinib in patients with malignant mesothelioma: a phase Il study by the
Cancer and Leukemia Group B.”, Clinical Cancer Research, 11(6), 2300-04.

Kelly RJ., Sharon E., Hassan R., (2011), “Chemotherapy and targeted
therapies for unresectable malignant mesothelioma”, Lung Cancer 73(3), 256—
63.

Pisha E., Chai H., Lee I. S., Chagwedera T. E., (1995), “Discovery of betulinic
acid as a selective inhibitor of human melanoma that functions by induction of
apoptosis”, Natural Medical, 1(10), 1046-51.

Fulda S., Jeremias 1., Steiner H. H., Pietsch T., Debatin K. M., (1999),
“Betulinic acid: A new cytotoxic agent against malignant brain-tumor cells”,
International Journal of Cancer, 82(3), 435 —41.

Rieber M., Strasberg Rieber M., (1998), “Induction of p53 without increase in
p21WAF1 in betulinic acid-mediated cell death is preferential for human
metastatic melanoma”, DNA Cell Biology, 17(5), 399-406.

Zuco V., Supino R., Righetti S. C., Cleris L., Marchesi E., Gambacorti-
Passerini C., Formelli F., (2002), “Selective cytotoxicity of betulinic acid on
tumor cell lines, but not on normal cells”, Cancer Letter, 175(1), 17-25.

Fulda S., Friesen C., Los M., Scaffidi C., (1997), “Betulinic acid triggers CD95
(APO-1/Fas)- and p53-independent apoptosis via activation of caspases in
neuroectodermal tumors”, Cancer Research, 57(21), 4956-64.

Fulda S., Susin S.A., Kroemer G., Debatin K.-M., (1998), “Molecular ordering
of apoptosis induced by anticancer drugs in neuroblastoma cells”, Cancer
Research, 58(19), 4453-60.

Fulda S., Debatin K.-M., (2000), “Betulin acid induces apoptosis through a
direct effect on mitochondria in neuroectodermal tumors”, Medical and
Pediatric Oncology, 35(6), 616-18.

Wick W., Grimmel C., Wagenknecht B., Dichgans J., Weller M., (1999),
“Betulin acid-induced apoptosis in glioma cells: a sequential requirement for

55


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11734332

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

new protein synthesis, formation of reactive oxygen species, and caspase
processing”, J. Pharmacol Exp Ther, 289(3), 1306-12.

Syrovets T., Buchele B., Gedig E., Slupsky J.R., Simmet T., (2000), “Acetyl-
boswellic acids are novel catalytic inhibitors of human topoisomerases | and 11
alpha”, Mol Pharmacol, 58(1), 71— 81.

Rzeski W., Stepulak A., Szymanski M., Sifringer M., Kaczor J., Wejksza K.,
Zdzisinska B., Kandefer-Szerszen M., (2006), “Betulinic acid decreases
expression of bcl-2 and cyclin D1, inhibits proliferation, migration and induces
apoptosis in cancer cells”, Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol, 374(1),
11-20.

Yang L. J., Chen Y., Ma Q., Fang J., He J., Cheng Y. Q., Wu Q. L., (2010),
“Effect of betulinic acid on the regulation of Hiwi and cyclin B1 in human
gastric adenocarcinoma AGS cells”, Acta Pharmacol Sin, 31(1), 66-72.

Tan Y., YuR., Pezzuto J. M., (2003), “Betulinic acid-induced programmed cell
death in human melanoma cells involves mitogen-activated protein kinase
activation”, Clin Cancer Res, 9(7), 2866-75.

Fulda S., (2008), “Betulinic Acid for Cancer Treatment and Prevention”,
International Journal Mol Science, 9(6), 1096-1107.

Zhao Z., Wang J., Tang J., Liu X., Zhong Q., Wang F., Hu W., Yuan Z., Nie
C.,We1 Y., (2012), “JNK- and Akt-mediated Puma expression in the apoptosis
of cisplatin-resistant ovarian cancer cells”, Biochem J, 444(2), 291-301.

Julie E., Goodman 4., Marc A., Nascarella A£., Peter A., (2009), “lonizing
radiation: a risk factor for mesothelioma” Cancer Causes Control, 20(8), 1237-
54.

Stanton M. F., Stewart S. E., Eddy B. E., Blackwell R. H., (1959), “Oncogenic
effect of tissue-culture preparations of polyoma virus on fetal mice”, J Natl
Cancer Inst, 23, 1441-75.

Rabson A. S., Branigan W. J., Legallais F. Y.. (1960), “Lung tumors produced
by intratracheal inoculation of polyoma virus in Syrian hamsters” J Natl
Cancer Inst, 25, 937-65.

Chabot J. F., Beard D., Langlois A. J., Beard J.W., (1970), “Mesotheliomas of
peritoneum, epicardium, and pericardium induced by strain MC29 avian
leukosis virus” Cancer Res, 30(5), 1287-1308.

Cicala C., Pompetti F., Carbone M., (1993), “SV40 induces mesotheliomas in
hamsters”, Am J Pathol, 142(5), 1524-33.

Pass H. I., Bocchetta M., Carbone M., (2004), “Evidence of an important role
for SV40 in mesothelioma”, Thorac Surg Clin, 14(4), 489-95.

56


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Betulinic%20acid%20decreases%20expression%20of%20bcl-2%20and%20cyclin%20D1%2C%20inhibits%20proliferation%2C%20migration%20and%20induces%20apoptosis%20in%20cancer%20cells%3B
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Effect%20of%20betulinic%20acid%20on%20the%20regulation%20of%20Hiwi%20and%20cyclin%20B1%20in%20human%20gastric%20adenocarcinoma%20AGS%20cells
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12855667

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

Cutrone R., Lednicky J., Dunn G., (2005), “Some oral poliovirus vaccines were
contaminated with infectious SV40 after 1961”, Cancer Res, 65(22), 10273-
79.

Wong M., Pagano J. S., Schiller J. T., (2002), “New associations of human
papillomavirus, Simian virus 40, and Epstein-Barr virus with human cancer”, J
Natl Cancer Inst, 94(24), 1832-36.

Pasello G., Favaretto A., (2009), “Molecular targets in malignant pleural
mesothelioma treatment”, Curr Drug Targets, 10(12), 1235-44.

Frank E., Mott M. D., (2012), “Mesothelioma: A Review”, The Ochsner
Journal, 12(1), 70-79.

Cacciotti P., Libener R., Betta P., (2001), “SV40 replication in human
mesothelial cells induces HGF/Met receptor activation: a model for viral-
related carcinogenesis of human malignant mesothelioma”, Proc Natl Acad Sci
USA, 98(21), 12032-37.

Bode, A. M., Dong, Z., (2007), “The functional contrariety of JNK”, Mol
Carcinog, 46(8), 591-598.

Bocchetta M., Miele L., Pass H. 1., Carbone M., (2003), “Notch-1 induction, a
novel activity of SV40 required for growth of SV40-transformed human
mesothelial cells”, Oncogene, 22(1), 81-9.

Bocchetta M., Di Resta I., Powers A., (2000), “Human mesothelial cells are
unusually susceptible to simian virus 40-mediated transformation and asbestos
cocarcinogenicity”, Proc Natl Acad Sci USA, 97(18), 10214-19.

Kroczynska B., Cutrone R., Bocchetta M., (2006), “Crocidolite asbestos and
SV40 are cocarcinogens in human mesothelial cells and in causing
mesothelioma in hamsters”, Proc Natl Acad Sci USA, 103(38), 14128-33.

Mossman B. T., Gruenert D. C., SV40, (2002), “growth factors, and
mesothelioma: another piece of the puzzle”, Am J Respir Cell Mol Biol , 26(2),
167-70.

Ramos-Nino M. E., Testa J. R., Altomare D. A., Pass H. I., Carbone M.,
Bocchetta M., (2006), “Cellular and molecular parameters of mesothelioma”, J
Cell Biochem, 98(4), 723-34.

Edwards J. G., Swinson D. E., Jones J. L., Waller D. A., O’Byrne K. J., (2006),
“EGFR expression: associations with outcome and clinicopathological
variables in malignant pleural mesothelioma”, Lung Cancer, 54(3), 399-407.

Zucali P.A., Ceresoli G.L., De Vincenzo F., Simonelli M., Lorenzi E.,

Gianoncelli L., Santoro A., (201), “Advances in the biology of malignant
pleural mesothelioma”, Cancer Treatment Reviews, 37(7), 543-58.

57



[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

Lee C. W., Anderson H., Martins H., Rao S. C., Sauciuc D., Laurie S. A,
(2008), “A phase Il trial of gefitinib in patients with malignant pleural
mesothelioma (MPM)”, J Clin Oncol (Meeting Abstracts), 26, 14614.

Selikoff 1. J., Hammond E. C., Seidman H., (1980), “Latency of asbestos
disease among insulation workers in the United States and Canada”, Cancer,
15, 46(12), 2736-40.

Bocchetta M., Eliasz S., De Marco M. A., (2008), “The SV40 large T antigen-
p53 complexes bind and activate the insulin-like growth factor-1 promoter
stimulating cell growth”, Cancer Res, 68(4), 1022-9.

Velcheti V., Kasai Y., Viswanathan A. K., Ritter J., Govindan R., (2009),
“Absence of mutations in the epidermal growth factor receptor (EGFR) kinase
domain in patients with mesothelioma”, J Thorac Oncol, 4(4), 559.

Karrison T., Kindler H. L., Gandara D. R., Lu C., Guterz T. L., Nichols K.,
(2007), “Final analysis of a multi-center, double-blind, placebo-controlled,
randomized phase |1 trial of gemcitabine/cisplatin (GC) plus bevacizumab (B)
or placebo (P) in patients (pts) with malignant mesothelioma (MM)”, J Clin
Oncol (Meeting Abstracts), 25, 7526.

Fuhrer G., MD., and Lazarus A. A., MD., (2011), “Mesothelioma”, Disease-a-
Month, 57(1), 40-54.

Dowell J. E., Kindler H. L., (2005), “Antiangiogenic therapies for
mesothelioma”, Hematol Oncol Clin North Am, 19(6), 1137-45.

Jasani B., PhD, MBChB, FRCPath; Gibbs A., MBChB, FRCPath., (2012),
“Mesothelioma Not Associated With Asbestos Exposure”, Arch Pathol Lab
Med., 136(3), 262-67.

Wagner J. C., Skidmore J. W., Hill R. J., Griffiths D. M., (1985), “Erionite
exposure and mesotheliomas in rats”, Br J Cancer, 51(5), 727-30.

Baas P., Boogerd W., Dalesio O., Haringhuizen A., Custers F., van Zandwijk
N., (2005), “Thalidomide in patients with malignant pleural mesothelioma”
Lung Cancer, 48(2), 291-96.

Dowell J. E., Kindler H. L., (2005), *“Antiangiogenic therapies for
mesothelioma”, Hematol Oncol Clin North Am, 19(6), 1137-45.

Jahan T. M., Gu L., Wang X., Kratzke R. A., Dudek A. Z., Green M. R,,
(2008), “Vatalanib (V) for patients with previously untreated advanced
malignant mesothelioma (MM): a phase Il study by the Cancer and Leukemia
Group B (CALGB 30107)”, J Clin Oncol (Meeting Abstracts), 24, 7081.

Gordon G. J., Mani M., Maulik G., Mukhopadhyay L., Yeap B. Y., Kindler H.
L., (2008), “Preclinical studies of the proteasome inhibitor bortezomib in

58



[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

malignant pleural mesothelioma”, Cancer Chemother Pharmacol, 61(4), 549—
58.

Sartore-Bianchi A., Gasparri F., Galvani A., Nici L., Darnowski J. W., Barbone
D., (2007), “Bortezomib inhibits nuclear factor-kappaB dependent survival
and has potent in vivo activity in mesothelioma”, Clin Cancer Res, 13(19),
5942-51.

Marks P. A., Richon V. M., Miller T., Kelly W. K., (2004), “Histone
deacetylase inhibitors”, Adv Cancer Res, 91, 137-68.

Freiman R. N., Tjian R., (2003), “Regulating the regulators: lysine
modifications make their mark”, Cell, 112(1), 11-17.

Cao X. X., Mohuiddin 1., Ece F., McConkey D. J., Smythe W. R., (2001),
“Histone deacetylase inhibitor downregulation of bcl-xI gene expression leads
to apoptotic cell death in mesothelioma”, Am J Respir Cell Mol Biol, 25(5),
562-68.

Krug L. M., Curley T., Schwartz L., Richardson S., Marks P., Chiao J.,
Potential role of histone deacetylase inhibitors in mesothelioma: clinical
experience with suberoylanilide hydroxamic acid, Clin Lung Cancer, 7(4),
257-61.

Dudek A., Pang H., Kratzke R. A., Otterson G. A., Vokes E. E., Kindler H. L.,
(2010), “CALGB 30601: a phase Il study of dasatinib (D) in patients (pts) with
previously treated malignant mesothelioma (MM)”, J Clin Oncol (ASCO
Meeting Abstracts), 28, 7037.

Suzuki Y., Kohyama N., (1984), “Malignant mesothelioma induced by
asbestos and zeolite in the mouse peritoneal cavity”, Environ Res, 35(1), 277-
92.

Porta C., Mutti L., Tassi G., (2007), “Negative results of an Italian Group for
Mesothelioma (G.l1.Me.) pilot study of single-agent imatinib mesylate in
malignant pleural mesothelioma”, Cancer Chemother Pharmacol, 59(1), 149—
50.

Ali Y., Lin Y., Gharibo M. M., Gounder M. K., Stein M. N., Lagattuta T. F.,
(2007), “Phase | and pharmacokinetic study of imatinib mesylate (Gleevec)
and gemcitabine in patients with refractory solid tumors”, Clin Cancer Res, 13,
5876-82.

Carthew P., Hill R. J., Edwards R. E., Lee P. N., (1992), “Intrapleural
administration of fibres induces mesothelioma in rats in the same relative order
of hazard as occurs in man after exposure”, Hum Exp Toxicol, 11(6), 530-34.

Paoletti L., Batisti D., Bruno C., (2000), “Unusually high incidence of

malignant pleural mesothelioma in a town of eastern Sicily: an epidemiological
and environmental study”, Arch Environ Health ,55(6), 392-98.

59



[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

Grandis J. R., Sok J. C., (2004), “Signaling through the epidermal growth
factor receptor during the development of malignancy”, Pharmacol Ther, 102,
37-46.

Zuco V., Supino R., Righetti S. C., Cleris L., Marchesi E., Gambacorti-
Passerini C., Formelli F., (2002), “Selective cytotoxicity of betulinic acid on
tumor cell lines, but not on normal cells”, Cancer Letters, 175(1), 17-25.

Donaldson K., Murphy F. A., Duffin R., Poland C. A., (2010), “Asbestos,
carbon nanotubes and the pleural mesothelium: a review of the hypothesis
regarding the role of long fibre retention in the parietal pleura, inflammation
and mesothelioma”, Part Fibre Toxicol, 7, 5-21.

Poland C. A., Duffin R., Kinloch 1., (2008), “Carbon nanotubes introduced
into the abdominal cavity of mice show asbestos-like pathogenicity in a pilot
study”, Nat Nanotechnol, 3(7), 423-28.

Dahlgren S., (1967), “Effects of locally deposited colloidal thorium dioxide”
Ann NY Acad Sci, 145(3), 786-90.

Ishikawa Y., Mori T., Machinami R., (1995), “Lack of apparent excess of
malignant mesothelioma but increased overall malignancies of peritoneal
cavity in Japanese autopsies with Thorotrast injection into blood vessels”, J
Cancer Res Clin Oncol, 121(9-10), 567-70.

Witherby S. M., Butnor K. J., Grunberg S. M., (2007), “Malignant
mesothelioma following thoracic radiotherapy for lung cancer”, Lung Cancer
57(3), 410-13.

Garrett T. P., McKern N. M., Lou M., (2002), “Crystal structure of a truncated
epidermal growth factor receptor extracellular domain bound to transforming
growth factor alpha”, Cell., 110, 763- 73.

Bouyain S., Longo P. A., Li S., (2005), “The extracellular region of ErbB4
adopts a tethered conformation in the absence of ligand”, Proc Natl Acad Sci U
S A.,102(42), 15024-29.

Dawson J. P., Berger M. B., Lin C. C., (2005), “Epidermal growth factor
receptor dimerization and activation require ligand-induced conformational
changes in the dimer interface”, Mol Cell Biol, 25(17), 7734-42.

[72] Jahan T. M., Gu L., Wang X., Kratzke R. A., Dudek A. Z., Green M. R.,

[73]

(2006), “Vatalanib (V) for patients with previously untreated advanced
malignant mesothelioma (MM): a phase Il study by the Cancer and Leukemia
Group B (CALGB 30107)”, J Clin Oncol (Meeting Abstracts), 24, 7081.

Citri A., Yarden Y., (2006), “EGF-ERBB signalling: towards the systems
level”, Nat Rev Mol Cell Biol, 7(7), 505-16.

60



[74] Tzahar E., Waterman H., Chen X., (1996), “A hierarchical network of

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

interreceptor interactions determines signal transduction by Neu differentiation
factor/neuregulin and epidermal growth factor”, Mol Cell Biol, 16(10), 5276-
87.

Baselga J., Albanell J., (2002), “Epithelial growth factor receptor interacting
agents”, Hematol Oncol Clin North Am, 16(5), 1041-63.

Jackman D. M., Kindler H. L., Yeap B. Y., Fidias P., Salgia R., Lucca J.,
(2008), “Erlotinib plus bevacizumab in previously treated patients with
malignant pleural mesothelioma”, Cancer, 113(4), 808-14.

Roepstorff K., Grovdal L., Grandal M., (2008), “Endocytic downregulation of
ErbB receptors: mechanisms and relevance in cancer”, Histochem Cell Biol,
129(5), 563-78.

Small G. R., Nicolson M., Buchan K., Broadhurst P., (2008), “Pericardial
malignant mesothelioma: a latent complication of radiotherapy?”, Eur J
Cardiothorac Surg, 33(4), 745-47.

Lamaze C., Schmid S. L., (1995), “The emergence of clathrin-independent
pinocytic pathways”, Curr Opin Cell Biol, 7, 573-80.

Jiang X., Sorkin A., (2003), “Epidermal growth factor receptor internalization
through clathrin-coated pits requires Cbl RING finger and proline-rich domains
but not receptor polyubiquitylation”, Traffic, 4(8), 529-43.

Le Roy C. and Jeffrey L., (2005), “Wrana Clathrin- and non clathrin-mediated
endocytic regulation of cell signalling”, Nature Reviews Molecular Cell
Biology, 6(2), 112-26.

Lenferink A. E., Pinkas-Kramarski R., van de Poll M. L., (1998), “Differential
endocytic routing of homo- and hetero-dimeric ErbB tyrosine kinases confers
signaling superiority to receptor heterodimers”, EMBO J, 17(12), 3385-97.

Decker S. J., (1990), “Epidermal growth factor and transforming growth factor-
alpha induce differential processing of the epidermal growth factor receptor”,
Biochem Biophys Res Commun, 166(2), 615-21.

Ebner R., Derynck R., (1991), “Epidermal growth factor and transforming
growth factor-alpha: differential intracellular routing and processing of ligand-
receptor complexes”, Cell Regul, 2(8), 599-612.

Lin S. Y., Makino K., Xia W., (2001), “Nuclear localization of EGF receptor
and its potential new role as a transcription factor”, Nat Cell Biol, 3(9), 802-8.

Nowak A. K., Millward M., Francis R. J., Hasani A., van der Schaaf A. A.,
Seguard T., (2010), “Final results of a phase Il study of sunitinib as second-
line therapy in malignant pleural mesothelioma (MPM)” J Clin Oncol (ASCO
Meeting Abstracts), 28(15), 7036.

61


http://www.nature.com/nrm/journal/v6/n2/full/nrm1571.html
http://www.nature.com/nrm/journal/v6/n2/full/nrm1571.html

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

Zucali P. A., Giaccone G., (2006), “Biology and management of malignant
pleural mesothelioma”, Eur J Cancer, 42(16), 2706-14.

Heintz N. H., Janssen-Heininger Y. M., Mossman B. T., (2010), “Asbestos,
lung cancers, and mesotheliomas: from molecular approaches to targeting
tumor survival pathways”, Am J Respir Cell Mol Biol, 42(2), 133-139.

Marti U., Burwen S. J., Wells A., (1991), “Localization of epidermal growth
factor receptor in hepatocyte nuclei”, Hepatology, 13, 15-20.

Bertino P., Piccardi F., Porta C., Favoni R., Cilli M., Mutti L., (2008),
“Imatinib mesylate enhances therapeutic effects of gemcitabine in human
malignant mesothelioma xenografts”, Clin Cancer Res, 14(2), 541-48.

Ferguson K. M., Berger M. B., Mendrola J. M., (2003), “EGF activates its
receptor by removing interactions that autoinhibit ectodomain dimerization”,
Mol Cell, 11(2), 507-17.

Sha S. K., Sato T., Kobayashi H., Ishigaki M., Yamamoto S., Sato H., (2007),
“Cell cycle phenotype-based optimization of G2-abrogating peptides yields
CBP501 with a unique mechanism of action at the G2 checkpoint”, Mol
Cancer Ther, 6(1), 147-53.

Wang S. C., Lien H. C., Xia W., (2004), “Binding at and transactivation of the
COX-2 promoter by nuclear tyrosine kinase receptor ErbB-2”, Cancer Cell,
6(3), 251-61.

Olayioye M. A., Neve R. M., Lane H. A., (2000), “The ErbB signaling
network: receptor heterodimerization in development and cancer”, EMBO J,
19(13), 3159-67.

Ogiso H., Ishitani R., Nureki O., (2002), “Crystal structure of the complex of
human epidermal growth factor and receptor extracellular domains”, Cell,
110(6), 775-87.

Dittmann K., Mayer C., Fehrenbacher B., (2005), “Radiation-induced
epidermal growth factor receptor nuclear import is linked to activation of
DNA-dependent protein kinase”, J Biol Chem, 280(35), 31182-89.

Seshacharyulu P., Ponnusamy M. P., Haridas D., Jain M., Ganti A., Batra S.
K., (2012), “Targeting the EGFR signaling pathway in cancer therapy”, Expert
Opin Ther Targets, 16(1), 15-31.

Cho H. S., Leahy D. J., (2002), “Structure of the extracellular region of HER3
reveals an interdomain tether”, Science, 297, 1330-33.

Lo H, W., Hsu S. C., Ali-Seyed M., (2005), “Nuclear interaction of EGFR and
STAT3 in the activation of the INOS/NO pathway”, Cancer Cell, 7(6), 575-89.

62



[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

Huo L., Wang Y. N., Xia W., (2010), “RNA helicase A is a DNA-binding
partner for EGFR-mediated transcriptional activation in the nucleus”, Proc
Natl Acad Sci U S A, 107(37), 16125-30.

Toni M., lida B. M., Li C., Wheeler D. L., (2011), “The Nuclear Epidermal
Growth Factor Receptor Signaling Network and Its Role in Cancer. Discov Med,
12(66), 419-32.

Massie C., Mills I. G., (2006), “The developing role of receptors and
adaptors®, Nature Reviews Cancer 6(5), 403-09.

Yarden Y., Sliwkowski M. X., (2001), “Untangling the ErbB signalling
network”, Nat Rev Mol Cell Biol, 2(2), 127-37.

Fox S., Smith K., Hollyer J., Greenall M., Hastrich D., Harris A., (1994),
“The epidermal growth factor receptor as a prognostic marker: results of 370
patients and review of 3009 patients”, Breast Cancer Res Treat, 29(1), 41-9.

Gasparini G., Gullick W., Bevilacqua P., Sainsbury J., Meli S., Boracchi P.,
(1992), “Human breast cancer: prognostic significance of the c-erbB-2
oncoprotein compared with epidermal growth factor receptor, DNA ploidy,
and conventional pathologic features”, J Clin Oncol, 10(5), 686-95.

Mendelsohn J., Baselga J., (2002), “Status of epidermal growth factor
receptor antagonists in the biology and treatment of cancer”, J Clin Oncol,
21(14), 2787-99.

Janne P. A., TaVaro M. L., Salgia R., Johnson B. E., (2002), “Inhibition of
epidermal growth factor receptor signaling in malignant pleural
mesothelioma”, Cancer Res, 62(18), 5242-47.

Nesterov A., Wiley H. S., Gill G. N., (1995), “Ligand-induced endocytosis of
epidermal growth factor receptors that are defective in binding adaptor
proteins”, Proc Natl Acad Sci U S A, 92(19), 8719-23.

Mukohara T., Civiello G., Johnson B. E., Janne P. A., (2005), “Therapeutic
targeting of multiple signaling pathways in malignant pleural mesothelioma”,
Oncology, 68(4-6), 500-10.

Lynch T. J., Bell D. W., Sordella R., Gurubhagavatula S., Okimoto R. A,
Brannigan B. W., Harris P. L., Haserlat S. M., Supko J. G., Haluska F. G.,
Louis D. N., Christiani D. C., Settleman J., Haber D. A., (2004), “Activating
mutations in the epidermal growth factor receptor underlying responsiveness
of non-small-cell lung cancer to geWtinib”, N Engl J Med., 350(21), 2129-
39.

Paez J. G., Janne P. A., Lee J. C., Tracy S., Greulich H., Gabriel S., Herman

P., Kave F. J., Lindeman N., Boggon T. J., Naoki K., Sasaki H., Fujii Y., Eck
M. J., Sellers W. R., Johnson B. E., Meyerson M., (2004), “EGFR mutations

63


http://www.discoverymedicine.com/Toni-M-Brand/
http://www.discoverymedicine.com/Toni-M-Brand/
http://www.discoverymedicine.com/Chunrong-Li/
http://www.discoverymedicine.com/Deric-L-Wheeler/
http://www.discoverymedicine.com/Toni-M-Brand/2011/11/22/the-nuclear-epidermal-growth-factor-receptor-signaling-network-and-its-role-in-cancer/
http://www.discoverymedicine.com/Toni-M-Brand/2011/11/22/the-nuclear-epidermal-growth-factor-receptor-signaling-network-and-its-role-in-cancer/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22127113
http://www.nature.com/nrc/journal/v6/n5/full/nrc1882.html
http://www.nature.com/nrc/journal/v6/n5/full/nrc1882.html

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

in lung cancer: correlation with clinical response to geWtinib therapy”,
Science, 304(5676), 1497-1500.

Cai Y., Roggli V., Mark E., Cagle P., Fraire A., (2004), “Transforming
growth factor alpha and epidermal growth factor receptor in reactive and
malignant mesothelial proliferations”, Arch Pathol Lab Med, 128(1), 68—70.

Dazzi H., Hasleton P., Thatcher N., Wilkes S., Swindell R., Chatterjee A.,
(1990), “Malignant pleural mesothelioma and epidermal growth factor
receptor (EGF-R). Relationship of EGFR with histology and survival using
fixed paraffin embedded tissue and the F4, monoclonal antibody”, Br J
Cancer, 61, 924-26.

Govindan R., Kratzke R. A., Herndon Il J. E., Niehans G. A., Vollmer R.,
Watson H. L., (2005), “On behalf of the Cancer and Leukemia Group B.
Gefitinib in patients with malignant mesothelioma: a phase ii study by the
Cancer and Leukemia Group B”, Clin Cancer Res, 11(6), 2300-04.

Ramael M., Segers K., Buysse C., Van den Bossche J., Van Marck E., (1991),
“Immunohistochemical distribution patterns of epidermal growth factor
receptor in malignant mesothelioma and non-neoplastic mesothelium”, Virch
Arch A Pathol Anat Histopathol, 419, 171—75.

Trupiano J., Geisinger K., Willingham M., Manders P., Zbieranski N., Case
D., (2004), “Diffuse malignant mesothelioma of the peritoneum and pleura,
analysis of markers”, Mod Pathol, 17(4), 476—381.

Janne P. A., Taffaro M. L., Salgia R., Johnson B. E., (2002), “Inhibition of
epidermal growth factor receptor signaling in malignant pleural
mesothelioma”, Cancer Res, 62(18), 5242—47.

Agarwal V., Lind M. J., Cawkwell L., (2011), “ Targeted epidermal growth
factor receptor therapy in malignant pleural mesothelioma: Where do we
stand?”, Cancer Treatment Reviews, 37(7), 533-42.

Krab L. C., Goorden S.M , Elgersma Y., (2008), “Oncogenes on my mind:
ERK and MTOR signaling in cognitive diseases”, Trends Genet., 24(10),
498-510.

Pullikuth A. K., Catling A. D., (2007), “Scaffold mediated regulation of
MAPK signaling and cytoskeletal dynamics: a perspective”, Cellular
signalling, 19(8), 1621-32.

Meloche S., Pouyssegur J., (2007), “The ERK1/2 mitogen-activated protein
kinase pathway as a master regulator of the G1- to S-phase transition”,
Oncogene, 26(22), 3227-39.

Yoon S., Seger R., (2006), “The extracellular signal-regulated Kkinase:

multiple substrates regulate diverse cellular functions”, Growth factors (Chur,
Switzerland), 24(1), 21-44.

64



[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

[133]

Melo M., Gerbase M. W., Curran J., Pache J. C., (2006). “Phosphorylated
extracellular signal-regulated kinases are significantly increased in malignant
mesothelioma”, J Histochem Cytochem, 54(8), 855-61.

Zanella C. L., Posada J., Tritton T. R., Mossman B. T., (1996), “Asbestos
causes stimulation of the extracellular signal-regulated kinase 1 mitogen-
activated protein kinase cascade after phosphorylation of the epidermal
growth factor receptor” Cancer Res, 56(23), 5334-38.

Cummins A, B., Palmer C., Mossman B. T., Taatjes D. J., (2003), “Persistent
localization of activated extracellular signal-regulated kinases (ERK1/2) is
epithelial cell-specific in an inhalation model of asbestosis”, Am J Pathol,
162(3), 713-20.

Manning C. B., Sabo-Attwood T., Robledo R. F., Macpherson M. B., Rincon
M., Vacek P., Hemenway D., Taatjes D. J., Lee P. J., Mossman B. T., (2008),
“Targeting the MEK1 cascade in lung epithelium inhibits proliferation and
fibrogenesis by asbestos”, American journal of respiratory cell and molecular
biology, 38(5), 618-26.

Chen X., Xia S., Li R., Liu H., Huang Y., Qian X., Xiao X., Xu X., Lin X,
Tian Y., Zong Y., He D., (2009), “Doxycycline enhances the Ras-MAPK
signaling and proliferation of mouse thymic epithelial cells”, Journal of
cellular biochemistry, 107(3), 494-503.

Grant S., (2008), “Cotargeting survival signaling pathways in cancer”, The
Journal of clinical investigation, 118(9), 3003-6.

Sturgill T. W., (2008), “MAP kinase: it’s been longer than fifteen minutes”,
Biochemical and biophysical research communications, 371(1), 1-4.

Fremin C., Ezan F., Boisselier P., Bessard A., Pages G., Pouyssegur J., Baffet
G., (2007), “ERK2 but not ERK1 plays a key role in hepatocyte replication:
an RNAi-mediated ERK2 knockdown approach in wildtype and ERK1 null
hepatocytes”, Hepatology Baltimore Md, 45(4), 1035-45.

Bessard A., Fremin C., Ezan F., Fautrel A., Gailhouste L., Baffet G., (2008),
“RNAi-mediated ERK2 knockdown inhibits growth of tumor cells in vitro
and in vivo”, Oncogene, 27(40), 5315-25.

Shukla A., PhD, Hillegass J. M., PhD, MacPherson M. B., BS, Beuschel S.
L., BS, Vacek P. M., PhD, Butnor K. J., MD, Pass H. I., MD, Carbone M.,
MD, PhD, Testa J. R., PhD, Heintz N. H., PhD, Mossman B. T., PhD.,
(2011), “ERK2 is Essential for the Growth of Human Epithelioid Malignant
Mesotheliomas”, Int J Cancer, 1, 129(5), 1075-86.

Hanada N., Lo H. W., Day C. P., (2006), “Co-regulation of B-Myb
expression by E2F1 and EGF receptor”, Mol Carcinog, 45(1), 10-7.

65



[134]

[135]

[136]

[137]

[138]

[139]

[140]

[141]

[142]

[143]

[144]

[145]

[146]

Nebreda A. R., Porras A., (2000), “P38 MAP kinases: beyond the stress
response”, Trends Biochem Sci, 25(6), 257-60.

Kyriakis J. M., Avruch J., (2001), “Mammalian mitogenactivated protein
kinase signal transduction pathways activated by stress and inflammation”,
Physiol Rev, 81(2), 807-69.

Edwards J. G., Swinson D. E., Jones J. L., (2006), “EGFR expression:
associations with outcome and clinicopathological variables in malignant
pleural mesothelioma” Lung Cancer, 54(3), 399- 407.

Lo H. W., Ali-Seyed M., Wu Y., (2006), “Nuclear-cytoplasmic transport of
EGFR involves receptor endocytosis, importin betal and CRM1”, J Cell
Biochem, 98(6), 1570-83.

Madshus 1. H., Stang E., (2009), “Internalization and intracellular sorting of
the EGF receptor: a model for understanding the mechanisms of receptor
trafficking”, J Cell Sci, 122(19), 3433-39.

Wagner E. F., Nebreda A. R., (2009), “Signal integration by JNK and P38
MAPK pathways in cancer Development”, Nature Reviews: CanCer, 9(8),
537-49

Chang, L., Karin, M., (2001), “Mammalian MAP kinase signalling cascades”,
Nature, 410(6824), 37-40 .

Mathy A., Baas P., Dalesio O., van Zandwijk N., (2005), “Limited efficacy of
imatinib mesylate in malignant mesothelioma: a phase Il trial”, Lung Cancer,
50(1), 83-6.

LoH. W., Hsu S. C., Hung M. C., (2006), “EGFR signaling pathway in breast
cancers: from traditional signal transduction to direct nuclear
translocalization”, Breast Cancer Res Treat, 95(3), 211-8.

Gupta S., (1996), “Selective interaction of JNK protein kinase isoforms with
transcription factors”, EMBO J, 15(11), 2760-70.

Cuevas B. D., Abell A. N., Johnson G. L., (2007), “Role of mitogen-activated
protein kinase kinase kinases in signal integration”, Oncogene, 26(22), 3159—
71.

Reiner T., Parrondo R.,de Las Pozas A., Palenzuela D., Perez-Stable C.,
(2013), “Betulinic Acid selectively increases protein degradation and
enhances prostate cancer-specific apoptosis: possible role for inhibition of
deubiquitinase activity”, PLoS One, 8(2), e56234.

Eferl, R., Wagner E. F., (2003), “AP-1: a double-edged sword in
tumorigenesis”, Nature Rev Cancer, 3(11), 859-68.

66


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reiner%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23424652
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Parrondo%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23424652
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Las%20Pozas%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23424652
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Palenzuela%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23424652
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Perez-Stable%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23424652
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23424652

[147]

[148]

[149]

[150]

[151]

[152]

[153]

[154]

[155]

[156]

[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

Altucci L., Gronemeyer H., (2001), “The promise of retinoids to fight against
cancer”, Nature Rev Cancer, 1(3), 181-93.

Greenman C., (2007), “Patterns of somatic mutation in human cancer
genomes”, Nature, 446(7132), 153-58.

Jones S., (2008), “Core signaling pathways in human pancreatic cancers
revealed by global genomic analyses”, Science, 321(5897), 1801-06.

Hui L., Zatloukal K., Scheuch H., Stepniak E., Wagner E. F., (2008),
“Proliferation of human HCC cells and chemically induced mouse liver
cancers requires JNK1-dependent p21 downregulation”, J. Clin. Invest,
118(12), 3943-53.

Chang, Q., (2009), “Sustained JNK1 activation is associated with altered
histone H3 methylations in human liver cancer”, J Hepatol, 50(2), 323-33.

Yoshida S. (2001), “The c-Jun NH2-terminal kinase 3 (JNK3) gene: genomic
structure, chromosomal assignment, and loss of expression in brain tumors”, J
Hum Genet, 46(4), 182-87.

Vivanco ., (2007), “Identification of the JNK signaling pathway as a
functional target of the tumor suppressor PTEN”, Cancer Cell, 11(6), 555-69.

Lee J. C., (1994), “A protein kinase involved in the regulation of
inflammatory cytokine biosynthesis”, Nature, 372(6508), 739-46.

Ni C. Y., Yuan H., Carpenter G., (2003), “Role of the ErbB-4 carboxyl
terminus in gamma-secretase cleavage”, J Biol Chem, 278(7), 4561-5.

Ono K., Han J., (2000), “The P38 signal transduction pathway: activation and
function”, Cell Signal, 12(1), 1-13.

Sebolt-Leopold J. S., Herrera R., (2004), “Targeting the mitogen-activated
protein kinase cascade to treat cancer”, Nature Rev Cancer 4(12), 937-47.

Mittelstadt P. R., Salvador J. M., Fornace A. J. Jr, Ashwell J. D., (2005),
“Activating P38 MAPK: new tricks for an old kinase”, Cell Cycle, 4(9),
1189-92.

Bulavin D. V., Fornace, A. J. Jr. (2004), “P38 MAP kinase’s emerging role as
a tumor suppressor”, Adv. Cancer Res, 92, 95-118.

Dolado 1., Nebreda A. R., (2008), “Regulation of tumorigenesis by P38aMAP
kinase”, Topics in Current Genetics: Stress- Activated Protein Kinases, 20,
99-128.

Hui L., Bakiri L., Stepniak E., Wagner E. F., (2007), “P38a. a suppressor of
cell proliferation and tumorigenesis”, Cell Cycle, 6(20), 2429-33.

67



[162]

[163]

[164]

[165]

[166]

[167]

[168]

[169]

[170]

[171]

[172]

[173]

[174]

[175]

lyoda K., (2003), “Involvement of the P38 mitogenactivated protein kinase
cascade in hepatocellular carcinoma”, Cancer, 97(12), 3017-26.

Adamkova L., Souckova K., Kovaiik J., (2007), “Transcription Protein
STAT1”, Folia Biologica (Praha), 53, 1- 6.

Bellacosa A., Kumar C. C., Di Cristofano A., Testa J. R., (2005), “Activation
of AKT kinases in cancer: implications for therapeutic targeting”, Adv
Cancer Res, 94, 29-86.

Cheon D. J., Orsulic S., (2010), “Mouse Models of Cancer Annu Rev Pathol,
6, 95-119.

Singh M., Johnson L., (2006), “Using genetically engineered mouse models
of cancer to aid drug development: an industry perspective”, Clin Cancer Res,
12(18), 5312-28.

Cheung M., Testa J. R., (2013), “Diverse mechanisms of AKT pathway
activation in human malignancy”, Curr Cancer Drug Targets, 13(3), 234-44.

Downward J., (2004), “PI 3-kinase, Akt and cell survival”, Semin Cell Dev
Biol, 15(2), 177-82.

Pommier Y., Sordet O., Antony S., Hayward R. L., Kohn K. W., (2004),
“Apoptosis defects and chemotherapy resistance: molecular interaction maps
and networks”, Oncogene, 23(16), 2934-49.

Zhou B. P., Liao Y., Xia W., Zou Y., Spohn B., Hung M. C., (2001), “HER-
2/neu induces p53 ubiquitination via Akt-mediated MDM2 phosphorylation”,
Nat Cell Biol, 3(11), 973-82.

Mayo L. D., Donner D. B., (2001), “A phosphatidylinositol 3-kinase/Akt
pathway promotes translocation of Mdm2 from the cytoplasm to the
nucleus”, Proc Natl Acad Sci U S A, 98(20), 11598-603.

Park S., Kim D., Dan H. C., Chen H., Testa J. R., Cheng J. Q., (2012),
“ldentification of an Akt interaction protein, PHF20/TZP, that
transcriptionally regulates p53”, J Biol Chem, 287(14), 11151-163.

Testa J. R., Bellacosa A., (2001), “AKT plays a central role in tumorigenesis”
Proc Natl Acad Sci U S A, 98(20), 10983-985.

Sekido Y., (2010), “Genomic abnormalities and signal transduction
dysregulation in malignant mesothelioma cells”, Cancer Sci, 101(1), 1-6.

Janne P. A., Taffaro M. L., Salgia R., Johnson B. E., (2002), “Inhibition of

epidermal growth factor receptor signaling in malignant pleural
mesothelioma”, Cancer Res, 62(18), 5242-47.

68



[176]

[177]

[178]

[179]

[180]

[181]

[182]

[183]

[184]

[185]

[186]

[187]

[188]

Nutt J. E., O'Toole K., Gonzalez D., Lunec J., (2009), “Growth inhibition by
tyrosine kinase inhibitors in mesothelioma cell lines”, Eur J Cancer, 45(9),
1684-91.

Suzuki Y., Murakami H., Kawaguchi K., Tanigushi T., Fujii M., Shinjo
K., Kondo Y. Osada H., Shimokata K., Horio Y., Hasegawa Y., Hida
T.,Sekido Y., (2009), “Activation of the PI3K-AKT pathway in human
malignant mesothelioma cells”, Mol Med Rep, 2(2), 181-8.

Cacciotti P., Barbone D., Porta C., Altomare D. A., Testa J. R., (2005),
“SV40- dependent AKT activity drives mesothelial cell transformation after
asbestos exposure”, Cancer Res, 65(12), 5256-62.

Newman D. J., Cragg G. M., Snader K. M., (2003), “Natural products as
sources of new drugs over the period 1981 —2002”, J Nat Prod, 66(7), 1022 —
37.

Fulda S., (2009), “Betulinic acid: A natural product with anticancer activity”,
Mol Nutr Food Res, 53(1), 140 — 46.

Morrison D. K., Davis R. J., (2003), “Regulation of MAP kinase signaling
modules by scaffold proteins in mammals”, Annu Rev Cell Dev Biol, 19, 91—
118.

Avruch J., “MAP kinase pathways: the first twenty years”, Biochim Biophys
Acta, 1773(8), 1150-60.

Brabender J., Danenberg K. D., Metzger R., Schneider P. M., Park J., Salonga
D., (2001), “Epidermal growth factor receptor and HER2-neu mRNA
expression in non-small cell lung cancer is correlated with survival”, Clin
Cancer Res, 7(7), 1850—5.

Ehrhardt H., Fulda S., Fuhrer M., Debatin K. M., Jeremias I., (2004),
“Betulinic acid-induced apoptosis in leukemia cells”, Leukemia, 18(8), 1406—
12.

Sanz V., Arozarena l., Crespo P., (2000), “Distinct carboxytermini confer
divergent characteristics to the mitogen-activated protein kinase P38a and its
splice isoform Mxi2”, FEBS Lett, 474(2-3), 169-74.

Hoshino M., Fukui H., Ono Y.,  (2007), “Nuclear expression of
phosphorylated EGFR is associated with poor prognosis of patients with
esophageal squamous cell carcinoma”, Pathobiology, 74(1), 15-21.

Karin M., Gallagher E., (2005), “From JNK to pay dirt: jun Kinases, their
biochemistry, physiology and clinical importance”, IUBMB Life, 57(4-5),
283-95.

Cole G. W. Jr., Alleva A. M., Reddy R. M., Maxhimer J. B., Zou J., Schrump
D. S., Nguyan D. M., (2005), “The selective epidermal growth factor receptor

69


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Suzuki%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Murakami%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kawaguchi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tanigushi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fujii%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shinjo%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shinjo%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kondo%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Osada%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shimokata%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Horio%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hasegawa%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hida%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hida%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sekido%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Activation+of+the+PI3K-AKT+pathway+in+human+malignant+mesothelioma+cells.+Suzuki+Y%2C+Murakami+H%2C+Kawaguchi+K%2C+Tanigushi+T%2C+Fujii+M%2C+Shinjo+K%2C+Kondo+Y%2C+Osada+H%2C+Shimokata+K%2C+Horio+Y%2C+Hasegawa+Y%2C+Hida+T%2CSekido+Y

[189]

[190]

[191]

[192]

[193]

[194]

[195]

[196]

[197]

[198]

[199]

tyrosine kinase inhibitor PD153035 suppresses expression of prometastasis
phenotypes in malignant pleural mesothelioma cells in vitro”, J Thorac
Cardiovasc Surg, 129, 1010-17.

Zuco, V., Supino R., Righetti S. C., Cleris L., (2002), “Selective cytotoxicity
of betulinic acid on tumor cell lines, but not on normal cells”, Cancer Lett,
175, 17-25.

Selzer E., Pimentel E., Wacheck V., Schlegel W., (2000), “Effects of
betulinic acid alone and in combination with irradiation in human melanoma
cells”, J Invest Dermatol, 114(5), 935-40.

Shin Y. G., Cho K. H., Chung S. M., Graham J., (1999), “Determination of
betulinic acid in mouse blood, tumor and tissue homogenates by liquid
chromatography-electrospray mass spectrometry”, J Chromatogr B Biomed
Sci Appl, 732(2), 331 -36.

Udeani G. O., Zhao G. M., Geun Shin Y., Cooke B. P., (1999),
“Pharmacokinetics and tissue distribution of betulinic acid in CD-1 mice”,
Biopharm Drug Dispos, 20(8), 379 -83.

Liu Y. Luo W., (2012), “Betulinic acid induces Bax/Bak-independent
cytochrome c release in human nasopharyngeal carcinoma cells”, Mol Cells,
33(5), 517-24.

Cuenda A., Rousseau S., (2007), “P38 MAP-kinases pathway regulation,
function and role in human diseases”, Biochim Biophys Acta, 1773(8), 1358—
75.

Wang Z., Yang H., Tachado S. D., Capd Aponte J. E., Bildin V. N., Koziel
H., Reinach P. S., (2006), “Phosphatase-Mediated Crosstalk Control of ERK
and p38 MAPK Signaling in Corneal Epithelial Cells”, Investigative
Ophthalmology & Visual Science, 47(12), 5267-75.

Kwong J.,Chen M., Lv D. Luo N, Su W, Xiang R.,Sun P., (2013),
“Induction of p386 expression plays an essential role in oncogenic ras-
induced senescence”, Mol Cell Biol, 33(19), 3780-94.

Sathya S., Sudhagar S., Sarathkumar B., Lakshmi B. S., (2013), “EGFR
inhibition by pentacyclic triterpenes exhibit cell cycle and growth arrest in
breast cancer cells”, Life Sciences, 95(1), 53-62

ChunJ., KimY. S, (2013), “Platycodin D inhibits migration, invasion, and
growth of MDA-MB-231 human breast cancer cells via suppression of
EGFR-mediated Akt and MAPK pathways”, Chemico-Biological
Interactions, 205(3), 212-21

Shan J. Z., Xuan Y. Y., Zheng S., Dong Q., Zhang S. Z., (2009), “Ursolic
acid inhibits proliferation and induces apoptosis of HT-29 colon cancer cells

70


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22526391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Luo%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22526391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22526391
http://www.iovs.org/search?author1=Zheng+Wang&sortspec=date&submit=Submit
http://www.iovs.org/search?author1=Zheng+Wang&sortspec=date&submit=Submit
http://www.iovs.org/search?author1=Hua+Yang&sortspec=date&submit=Submit
http://www.iovs.org/search?author1=Hua+Yang&sortspec=date&submit=Submit
http://www.iovs.org/search?author1=Souvenir+D.+Tachado&sortspec=date&submit=Submit
http://www.iovs.org/search?author1=Souvenir+D.+Tachado&sortspec=date&submit=Submit
http://www.iovs.org/search?author1=Jos%C3%A9+E.+Cap%C3%B3-Aponte&sortspec=date&submit=Submit
http://www.iovs.org/search?author1=Jos%C3%A9+E.+Cap%C3%B3-Aponte&sortspec=date&submit=Submit
http://www.iovs.org/search?author1=Victor+N.+Bildin&sortspec=date&submit=Submit
http://www.iovs.org/search?author1=Victor+N.+Bildin&sortspec=date&submit=Submit
http://www.iovs.org/search?author1=Henry+Koziel&sortspec=date&submit=Submit
http://www.iovs.org/search?author1=Peter+S.+Reinach&sortspec=date&submit=Submit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kwong%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23878395
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23878395
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lv%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23878395
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Luo%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23878395
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Su%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23878395
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xiang%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23878395
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sun%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23878395
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23878395
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0009279713001634
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0009279713001634
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shan%20JZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19735099
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xuan%20YY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19735099
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zheng%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19735099
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dong%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19735099
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20SZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19735099

[200]

[201]

[202]

[203]

[204]

[205]

[206]

[207]

[208]

[209]

by inhibiting the EGFR/MAPK pathway”, J Zhejiang Univ Sci B, 10(9),
668-74.

Viji V., Helen A., Luxmi V. R., (2011), “Betulinic acid inhibits endotoxin-
stimulated phosphorylation cascade and pro-inflammatory prostaglandin E2
production in human peripheral blood mononuclear cells”, British Journal of
Pharmacology, 162(6), 1291-1303.

Selzer E., Thallinger C., Hoeller C., Oberkleiner P., Wacheck V.,
Pehamberger H., Jansen B., (2002), “Betulinic Acid-induced Mcl-1
Expression in Human Melanoma - Mode of Action and Functional
Significance”, Molecular Medicine, 8(12), 877-84.

Alakurtti S., Makela T., Koskimies S., Yli-Kauhaluoma J., (2006),
“Pharmacological properties of the ubiquitous natural product betulin”, Eur J
Pharm. Sci, 29(11), 1-13.

Suzuki Y., Murakami H., Kawaguchi K., Tanigushi T., Fujii M., Shinjo
K., Kondo Y. Osada H., Shimokata K., Horio Y., Hasegawa Y., Hida
T.,Sekido Y., (2009), “Activation of the PI3K-AKT pathway in human
malignant mesothelioma cells”, Mol Med Rep, 2(2), 181-8.

Mohiuddin 1., Cao X., Ozvaran M. K., Zumstein L., Chada S., Smythe W. R.,
(2002), “Phosphatase and tensin analog gene overexpression engenders
cellular death in human malignant mesothelioma cells via inhibition
of AKT phosphorylation”, Ann Surg Oncol, 9(3), 310-6.

Tan Y., Yu R., Pezzuto J. M., (2003), “Betulinic Acid-induced Programmed
Cell Death in Human Melanoma Cells Involves Mitogen-activated Protein
Kinase Activation”, Clin Cancer Res, 9(7), 2866-75.

Venugopal S. K., Chen J., Zhang Y., Clemens D., Follenzi A., Zern M. A,
(2007), “Role of MAPK Phosphatase-1 in Sustained Activation of JNK
during Ethanol-induced Apoptosis in Hepatocyte-like VL-17A Cells”, J. Biol.
Chem, 282(44), 31900-08.

Wisdom R., Johnson R. S., Moore C., (1999), “c-Jun regulates cell cycle
progression and apoptosis by distinct mechanisms”, EMBO J., 18 (1), 188-
97.

Weiss B. L., Whitmarsh A. J., Yang D. D., Rincén M., Davis R. J., Flavell R.
A., (2000), “Regulation of c-Jun NH2-terminal Kinase ( Jnk) Gene
Expression during T Cell Activation”, J Exp Med, 191(1), 139-45.

Furgan M., Akinleye A., Mukhi N., Mittal V., Chen Y., Liu D., (2013),

“STAT inhibitors for cancer therapy”, Journal of Hematology & Oncology, 6,
90.

71


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19735099
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Suzuki%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Murakami%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kawaguchi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tanigushi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fujii%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shinjo%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shinjo%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kondo%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Osada%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shimokata%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Horio%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hasegawa%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hida%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hida%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sekido%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21475810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mohiuddin%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11923140
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cao%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11923140
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ozvaran%20MK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11923140
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zumstein%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11923140
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chada%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11923140
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Smythe%20WR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11923140
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11923140

[210]

[211]

[212]

[213]

[214]

[215]

[216]

Lavecchia A., Di Giovanni C., Novellino E., (2011), “STAT-3 inhibitors:
state of the art and new horizons for cancer treatment”, Curr Med Chem,
18(16), 2359-75.

Yu H., Jove R., (2004), “The STATs of cancer-new molecular targets come
of age”, Nat Rev Cancer, 4(2), 97-105.

Ferbeyre G., Moriggl R., (2011), “The role of Stat5 transcription factors as
tumor suppressors or oncogenes. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-
Reviews on”, Cancer, 1815(1), 104-14.

Angel P., Hattori K., Smeal T., Karin M., (1988), “The jun proto-oncogene is
positively autoregulated by its product, Jun/AP-1", Cell , 55 (5), 875-85.

Schreiber M., Kolbus A., Piu F., Szabowski A., Méhle-Steinlein U., Tian J.,
Karin M., Angel P., Wagner E. F., (1999)., “Control of cell cycle progression
by c-jun is p53 dependent”, Genes De, 13 (5), 607-19.

Feng J., Tamaskovic R., Yang Z., Brazil D. P., Merlo A., Hess D., Hemmings
B. A, (2004), “Stabilization of Mdm2 via Decreased Ubiquitination Is
Mediated by Protein Kinase B/Akt-dependent Phosphorylation”, Biological
Chemistry, 279(34), 35510-17.

Tina M. Thornton, Mercedes Rincon, (2009), “ Non-Classical P38 Map
Kinase Functions: Cell Cycle Checkpoints and Survival”, Int J Biol Sci, 5(1),
44-52.

Web 1, (2012), http://www.crch.org/faculty/jramos/research.ntml, (Erisim
Tarihi: 07/11/2013).

72


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC316508
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC316508
http://www.jbc.org/search?author1=Jianhua+Feng&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=Rastislav+Tamaskovic&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=Zhongzhou+Yang&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=Derek+P.+Brazil&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=Adrian+Merlo&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=Daniel+Hess&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=Brian+A.+Hemmings&sortspec=date&submit=Submit
http://www.crch.org/faculty/jramos/research.html

OZGECMIS

Hiiseyin GUL 1989 yilinda Antalya'da dogdu. 2007 yilinda basladig
Cumhuriyet Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik bdliimiinii 2011 yilinda
tamamladi. Ayn1 y1l Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii (GYTE) Molekdler Biyoloji
ve Genetik Anabilim Dali'nda yiiksek lisans egitimine basladi. 2012-2013 yillarinda
4 ay siireyle Kilis 7 Aralik Universitesi'nde arastirma gorevliligi gorevini yiiriittiikten
sonra GYTE'de arastirma gorevlisi olarak ise bagladi ve halen ayni gorevi

yurutmektedir.

73



	ÖZET 
	SUMMARY
	                                TEŞEKKÜR
	İÇİNDEKİLER     
	SİMGELER ve KISALTMALAR DİZİNİ
	ŞEKİLLER DİZİNİ
	1. GİRİŞ
	2. MEZOTELYOMA
	2.1. Asbest İle İlişkili Mezotelyoma
	2.2. Asbest İle İlişkili Olmayan Mezotelyoma
	2.2.1. Erionit ve Diğer Mineral Fiberleri
	2.2.2. Karbon Nanotüpleri
	2.2.3. Radyoterapi
	2.2.4. Virüsler 

	2.3. Mezotelyoma Tedavisinde Hedeflenmiş Terapi 
	2.3.1. EGFR İnhibitörleri
	2.3.2. Anjiyogenez İnhibitörleri
	2.3.3.  Proteozom Modifikasyon Tedavileri
	2.3.4. Histon Deasetilaz İnhibitörleri
	2.3.5. Diğer Hedeflenmiş Ajanlar

	2.4. Mezotelyomada Sinyal İletimi
	2.4.1. EGFR 
	2.4.2. MAPK Yolağı
	2.4.2.1. ERK
	2.4.2.2. JNK
	2.4.2.3. P38
	2.4.2.4. AKT



	/
	4.1. MATERYAL
	4.1.1. Kimyasal Maddeler
	4.1.2. Cihaz ve Diğer Malzemeler
	4.1.3. Kullanılan Solüsyonlar

	4.2. METOD
	4.2.1. Hücre Kültürü ve Alt Kültürleme
	4.2.2. Hücre Stoklama
	4.2.3. MTS Hücre Proliferasyon Testi
	4.2.4. Protein İzolasyonu
	4.2.5. Protein Miktar Tayini
	4.2.6. SDS-PAGE ve Western Blotting
	4.2.7. Total RNA İzolasyonu 
	4.2.8. cDNA Sentezi
	4.2.9. RT-PCR

	5.1. BA'nın  Met5A  ve SPC  212 Hücre  Proliferasyonuna         Etkisi
	5.2. BA'nın EGFR MAPK Yolaklarına Etkisi
	5.3. BA'nın PI3K/AKT Yolağı Üzerine Olan Etkisi
	5.4. RT-PCR Sonuçları

	KAYNAKLAR
	ÖZGEÇMİŞ

