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Bas-boyun Skuaméz Hiicre Karsinomlarinda Sitokinler ve Ilgili Yolakta Rol

Alan Baz1 Genlerin Ekspresyonlarimin Arastirilmasi

Aysel Kalayc Yigin
Tibbi Genetik Anabilim Dal
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Bas-boyun skuamoz hiicre karsinomalart (BBSHK) bas-boyun kanserleri icinde en sik
rastlanilan, agresif seyirli, erken tekrarlama (rekiirrens) ve metastaz ile karakterize bir timor tipidir.
Hastaligin olusumunda sigara ve alkol kullanim1 6nemli rol alirken bazi sinyal iletim yolaklarin ve
bu yolaklarla baglantili genlerin regiilasyonlarinin bozulmasinin BBSHK’lerinin geligiminde dnemli
oldugu dislinilmektedir. Bu nedenle mevcut ¢alismada Oncelikle hiicre sinyal iletiminin ilk
basamaginda yer alan sitokinlerin belirlenmesi ve bu sitokinlerle ilgili yolakta yer alan genlerin
ekspresyonlarinin mRNA ve protein seviyesinde ortaya konarak sitokin temelli sinyal yolaginin
arastirilmasi amag¢lanmustir.

Bu c¢alismada BBSHK'li hastalarin ve saglikli kontrollerin serum o&rneklerinde, sitokin
seviyelerini belirlemek i¢in ilk olarak antikor sira analizi yapildi. Antikor sira analizi sonucunda, EGF,
IGF-1, PDGFBB ve IGFBP-1 sitokin seviyelerinin kontrollere gore arttigi belirlendi. Daha sonra
sitokinlerin ve iligkili oldugu diisiiniilen genlerin mRNA gen ekpresyon seviyeleri, qRT-PZR ile
incelendi. mRNA gen ekspreyon analizleri; BBSHK'li 16 hastanin tiimérlii-normal dokulari, larinkse
ait timorlii-normal dokulari, dile ait tiimorlii-normal dokulari, yine bu gruplarin erken evre ile ileri
evreleri ve cinsiyet parametreleri arasinda karsilastirildi.  Ayrica BBSHK tiimor hiicre hatti olan
SCCL-MT1 ile normal dokular; normal hiicre hatti olan HEK-293 ile tiimorlii dokular gen
ekspresyonlarindaki kat artiglar1 yoniinden degerlendirildi. mRNA gen ekspresyon sonuglari,
BBSHK ’lerinde tiimorlii dokularla normal dokular karsilastirildiginda, tiimér dokularinda PDGFBB
gen ekspresyonlarmin arttigini, PTEN ekspresyonlarinin ise azaldigimi gdsterdi (sirasiyla p=0,006,
p>0,001,). Larinks ve dil dokulari ayri ayri degerlendirildiginde ise, PDGFBB gen ekspresyonu
sadece larinks dokularinda (p=0,002); PTEN gen ekspresyonu her iki grupta da istatistiksel olarak
anlamli bulundu ((larinks dokular1 p degeri=0,041; dil dokular1 p degeri= 0,006). Hiicre hatlar1 ve
dokular karsilastirildiginda en anlamli degisiklik timo6r dokularinda 15 kat azalma ile PTEN geninde
oldu. Tiimérlii grubun erken evre ile ileri evreleri arasindaki karsilagtirmasinda, IGFBP-1'in mRNA
gen ekspresyonu, istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,010). BBSHK'li hastalarin cinsiyetleri ile
mRNA gen ekspresyonlar arasindaki iliski arastirildiginda istatistiksel olarak fark bulunmadi. mMRNA
gen ekspresyon analizlerini protein diizeyinde konfirme etmek amaciyla, protein diizeyleri ve en sik
fosforillenen bolgelerinin fosfo-protein ekspresyon diizeyleri western blot yontemiyle incelendi.
Western blot analizleri sonucunda, BBSHK ’lerinin tiimorlii dokularda asir1 eksprese olan hiicre yiizey
reseptorleri EGFR, PDGFRB ve IGF-1R olarak belirlendi.

Calismanin bulgulari, BBSHK'lerinde EGFR disinda, diger hiicre yiizey reseptorlerinin asiri
ifadesini géstermistir. Boylece, BBSHK ’lerinde asir1 eksprese hiicre yiizey reseptorleri belirlenerek
potansiyel sinyal yolag(lar)1 tanimlanmustir. Bu veriler birbirlerini destekleyici nitelikte olup,
BBSHK ’lerinin patogenezinde dnemli oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bas-boyun skuamé6z hiicre karsinomalari; hiicre ylizey reseptorleri;
sinyal yolaklari; sitokinler.
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Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is a primer tumor type in head and neck
cancers, characterized by aggressiveness, early recurrence and metastasis. While alcohol and smoking
play an important role at pathogenesis of disease, deregulation of some signaling pathways and genes
related to these pathways are considered as important at contribution of development of HNSCC. For
this reason, the aim of the present work is to evaluate the cytokine based signalling pathways by
defining the cytokines take part in the starting step of cell signal transduction and revealing mRNA
and protein expression levels of the genes at pathway related to this cytokines.

In this study, an antibody array analysis was performed primarily to define the cytokine
levels at serum samples in patients with HNSCC and healthy controls. As a result of antibody array
analysis, an increase was observed at EGF, IGF-1, PDGFBB and IGFBP-1 cytokines compared to
controls. Then, mMRNA gene expression levels of cytokines and genes that were considered related to
these cytokines have been examined with qRT-PCR. mRNA gene expression analysis of tumor-
adjacent normal tissues, laryngeal tumor-adjacent normal tissues, tongue tumor-adjacent normal
tissues have been compared in 16 HNSCC patients. Moreover, advance and early stages of these
groups and gender parameters were compared. Additionally, normal tissues and SCCL-MT1that is a
HNSCC tumor cell line and tumor tissues and HEK-293 that is a normal cell line were evaluated in
terms of gene expression level increase. MRNA gene expression results demonstrated that PDGFBB
expressions had been increased and PTEN expression levels had been decreased at HNSCC tumor
tissues compared to normal tissues (respectively p=0,006, p>0,001). When laryngeal and tongue
tissues were compared statistically as separate, only PTEN gene expression was found statistically
significant at the both groups (laryngeal tissue p value = 0,041; tongue tissue p value = 0,006).
PDGFBB gene expression was only found significant at laryngeal tissue group (p=0,002). In cell lines
and tissue comparisons, most significant difference found at PTEN gene as 15 times decrease in tumor
tissues. MRNA gene expression of IGFBP-1 was found statistically significant when compared the
early stage to advanced stage tumor group (p=0,010). However, no significant difference was found
statistically when the relationship between gender of HNSCC patients and mRNA gene expressions
was investigated. Protein and phospho-protein expression levels of the frequently phosphorylated sites
were investigated by using a western blot to confirm the expression of mMRNA in the context of protein
levels. As a result of western blot analysis; EGFR, PDGFRB and IGF-1R were detected as highly
overexpressed cell surface receptors in tumor tissues of HNSCC.

The findings of this study revealed the overexpression of other cell surface receptors as well
as EGFR in HNSCC. Thereby, potential pathways were identified by determining the cell surface
receptors overexpressed in HNSCC. These data support each other and may be important in
pathogenesis of HNSCC.

Key Words: Cell surface receptors; cytokines; head and neck squamose cell carcinoma;
signal pathways.



1. GIRIS

Kanser, tim Diinya'da ¢ok sik goriilen ve 6lim orani oldukga yiiksek bir
hastaliktir. Diinya genelindeki 6liimlerin sekizde birinden sorumludur (Garcia ve ark
2007). Tim kanserlerin yaklasik %4'inii olusturan bas-boyun kanserleri (BBK)
Diinya’da en yaygin goriilen kanserler arasinda altinci sirada yer almaktadir. Bas-
boyun kanserlerinin yaklasik %90'mn1 bas-boyun skuamdz hiicre karsinomalar
(BBSHK) olusturur ve en sik goriildigii bolgeler oral kavite ve larinkstir.
BBSHK’lerinden yilda yaklasik olarak 600.000 kisi etkilenmekte ve bu hastalarin 5
yillik ortalama yasam siireleri %40-50 arasinda degismektedir (Brockstein ve

Masters 2003, Lefebvre 2005, Kamangar ve ark 2006, Jemal ve ark 2009).

BBSHK leri i¢in tanimlanmus risk faktorleri arasinda gosterilen sigara, asirt
alkol kullanimi ve premalign lezyonlar tiimér gelisimini arttirmaktadir. Bu risk
faktorlerine ilaveten bazi viriislerle (Human Papilloma Viriis, Epstein—Barr Viriis
gibi) infeksiyon ve genetik faktorlerin de hastaligin etiyolojisinde biiyiikk 6nemi
vardir (Kim ve ark 2007).

Genetik  faktorler diger epitel kaynakli kanserlerde oldugu gibi
BBSHK lerinin patogenezinde de rol oynar. Bazi genomik degisikliklerin (p16, p53
ve Siklin D1 gibi gen degisiklikleri) BBSHK lerinin patogenezinde 6nemli olduklari
bilinse de, pek ¢ok genin, bu genlerin baglantili oldugu sinyal yolaklarinin ve ilgili
sitokinlerin fonksiyonlar1 halen bilinmemektedir. Sitokinler diisik molekiiler
agirlikli, immiin sistemi diizenleyici proteinlerdir. Tek baslarina ya da birbirleriyle
koordineli olarak sinyal yolaklarini tetikleyebilirler. Bu sinyal iletim yolaklarini
tetiklemek i¢in, hedef hiicre membranlar iizerinde 6zel reseptorlere baglanirlar ve
hedef hiicrelerde gen ekspresyonlarima neden olurlar. Hiicrelerin yasam siireleri,
cogalmalar1 ve farklilasmalar1 gibi pek ¢ok hiicresel aktivite, hiicre-i¢i sinyal iletim
yolaklarinin kontroliinde saglanmaktadir. Bu nedenle, hem sinyal iletim yolaklarimni
tetikleyen sitokinlerin hem de bunlarla iligkili sinyal yolaklarimin belirlenmesi

BBSHK'lerinin molekiiler patogenezinin belirlenmesinde 6nemli olacaktir.



1.1. Karsinogenez

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasit ve normal doku smirlarin1 asarak
uzak organlara metastaz 6zelligi ile karakterize bir hastaliktir. Kanser hiicrelerinin
cogu, tek bir kok hiicrenin anormal biiylimesinden, birka¢ timér baslatici hiicrenin
kendini yenileme kapasitesi kazanmasindan ya da klonal yayilimdan koken alir
(Lobo ve ark 2007). Normal hiicreler ise, sadece ihtiya¢ duyduklar1 zaman ¢ogalirlar.
Normal hiicrelerin bu ihtiyaglar1 biiyiimeyi tetikleyici ve inhibe edici faktorlerin

hassas dengesinin sonucunda gerceklesir.

Kanser hiicreleri, kontrol mekanizmalarin1 gegersiz kilarlar ve hiicrede
cogalma zamanlamalar1 i¢in kendi belirledikleri programlarini izlerler. Bu hiicreler,
genellikle zaman igerisinde hiicre 6liimiinden kacgarak sinirsiz bir sekilde biliylimeye
devam ederler. Oliim programlari bdylece &liimsiiz hale gelir. Ayrica yeni kan
damar1 olusumunu giiclendirerek oksijen ve besin stoklarini artirirlar. Boylece
bulunduklar1 bolgeden go¢ yetenegi sayesinde komsu dokulara invazyon ve uzak
bolgelere metastaz yaparlar. Hiicresel davranista kuralsiz c¢ogalimdan tam
kanserlesmeye dogru ilerleyen bu karsinogenez siirecindeki degisiklikler, genlerin
genetik ve epigenetik degisikliklerinin birikiminin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar

(Sekil 1.1).

Genetik ve epigenetik degisikliklerin birikimi siirecinde kanser hiicrelerinde
meydana gelen genetik bozukluklar arasinda nokta mutasyonlari, gen delesyonlari,
amplifikasyonlar, translokasyonlar, inversiyonlar ve tiim kromozom kayiplari vardir.
Ayrica, hipermetilasyon, asetilasyon ve genomik baskilanma (imprinting) gibi
epigenetik mekanizmalarda kanserin gelismesi ve ilerleyisinde merkezi rol oynar.
Genellikle bu genetik degisikliklerin timii onkogenler, tiimor baskilayic1 genler ve
DNA tamir genleri tarafindan diizenlenir. Aktiflesen proto-onkogenler onkogenlere
dontiserek, c¢ogalmayr ve invazyonu ilerletirken; timor baskilayici genler bu
islemleri cogalmay1 ve invazyonu baskilayarak negatif olarak diizenler. DNA tamir
ya da stabilite genleri ise kanser hiicresindeki genetik degisiklikleri minimuma
indirerek hiicrenin korunmasimi ve genom biitiinliigiinii saglarlar (Friedberg 2003,

Kinzler 2004). Karsinogenez siirecinde bu genlerin mutasyonlarla ve epigenetik



degisikliklerle aktivitelerini kaybetmeleri sonucu genellikle hiicre dongiisiiniin

kontrolii ve hiicre sinyal iletimi bozulur (Esteller 2008).

Genetik/Epigenetik Primer timdr Proliferasyon/
degisiklikler Anjiyogenez
S
=
i) J
HE

Lenfatik, §em’i],
kapiller

Organ arresti Transport Emboli /
Sirkiilasyon

Platelet, lenfosit ve
diSer kan bilegenleriyle

Alkciger Kélp etleilegirn

Metastaz

—— Mikrogevrenin —» Proliferasyon/ —s <
olusumu Anjiyogenez

Sekil 1.1 Karsinogenez siirecinde hiicresel transformasyon (Fidler
2003).

Hiicre dongiisliniin kontroliiniin ve hiicre sinyal iletiminin bozulmasi
sonucunda, kanser hiicreleri normal hiicrelere gore daha fazla bdliinmeye baslar.
Sonrasinda hiicre, sinyaller ve kontrol noktalarindan bagimsiz bir sekilde boliinmeye
devam eder. Normal hiicre boliinmesinde ise; mitozun sayisi, zamanlamasi ve orant
hiicre disindan gelen sinyal molekiillerine ve hiicre igindeki transkripsiyon

faktorlerine bagl olarak belirlenir (Lewis 2012).

1.2. Hiicre Sinyal fletimi

Hiicrelerin kendi iginde ve hiicreler arasi iletisimde temel prensip, ¢evreden
veya diger bir hiicreden alinan uyarinin, 6zgiil bir cevabi olusturmak {izere hiicre ici
bilesenlere iletilmesidir. Bu olaylar siirecine sinyal iletimi denir. Sinyal iletimi

olusumunda meydana gelen asamalar temelde su sekilde siralanmaktadir:

* Sinyal {ireten hiicre tarafindan sinyal molekiiliiniin sentezlenmesi,
* Sinyal {ireten hiicre tarafindan sinyal molekiiliiniin salinmasz,

* Sinyal molekiiliiniin hedef hiicreye taginmasi,



* Sinyalin hedef hiicrede 6zgiil reseptor protein tarafindan tutulmasi,
* Hiicre ici sinyal transdiiksiyon yolunu tetiklemesi,
* Hiicre metabolizmasinda veya gen ekspresyonunda degisiklikler (hiicresel yanit),

* Sinyalin durmasi, ¢ogunlukla hiicresel yanitin sonlandirilmasi

Cok hiicreli organizmalarda, bilgi alig-verisini saglayan yiizlerce farkli sinyal
molekiilii vardir. Bu molekiillerden bazilar1 hormonlar, proteinler, kiiclik peptidler,
amino asitler, niikleotidler, baz1 gazlar (NO, CO), lipit tiirevleri ve sitokinlerdir.
Hedef hiicreye ulasan bu sinyal molekiilleri baglandig1 reseptorlere gore iki yol
izlerler. Birinci yol, direk hiicreye giremeyen sinyal molekiillerinin hiicrenin yiizey
reseptorlerine baglanmasi, ikinci yol ise sinyal molekiilleri direk hiicre i¢ine girerek

hiicre i¢i reseptorlere baglanmasidir (Berg ve ark 2002).

1.2.1. Sitokinler ve Sitokinler Aracihgiyla Hiicre Sinyal Iletimi

Hiicre sinyal iletimi genellikle sinyal molekiillerinin hiicre yiizey
reseptOrlerine baglanmasi yoluyla saglanir. Sinyal molekiillerinden sitokinler
hiicreler arasi1 iletisim yoluyla hiicrelerin faaliyetlerini kontrol eden sinyal
molekiilleridir. Hiicre ylizeyinde, 6zel reseptorlerine baglanma ve hiicre ici sinyal
iletim yolaklarini tetikleme yoluyla bir¢cok biyolojik fonksiyon gosterirler (Atanasova

ve Whitty 2012).

Sitokinler, c¢oziinlir protein ve glikoprotein yapisinda olan, bagisiklik
sisteminin Onemli diizenleyicileri olarak goérev yapan molekiillerdir. Sitokinler
interlokinlert (IL), interferonlar1 (IFN), biiyiime faktorlerini (GF), koloni uyarici
faktorleri (CSF), tiimor nekrozis faktor ailesini (TNF) ve kemokinleri igeren genis bir
aileyi kapsar. Bu kiiciik sinyal molekiilleri (<30 kDa), basta 16kositler olmak iizere
pek cok hiicre tipi (6rnegin, endotel hiicreleri, epitel hiicreleri, fibroblastlar)
tarafindan salgilanirlar. Yaralanma, infeksiyon, inflamasyon ve tiimor gelisimi gibi
durumlarda gecici olarak firetilirler. Otokrin, parakrin veya endokrin sekilde islev

gorebilirler. Etkileri sistemik veya lokal olabilir.



Sitokinler hiicre sinyal iletiminde gorevli diizenleyici proteinler
olduklarindan, sitokinler tarafindan iletilen sinyaller, lireme, hayatta kalma, immiin
sistem hiicrelerinin homeostazi ve dis uyaranlara kars1 immun yanitin olusturulmasi
icin gereklidir. Immun sistem diizenleyicileri olarak dogal rollerinden dolay1
sitokinlerin birgogu infeksiyoz, inflamatuvar, otoimmiin ve malign hastaliklarin
tedavisinde aday molekiiller olarak tanimlanmistir (Heldin 1995, Tonks ve Neel
1996, Hunter 2000, Vazquez-Lombardi ve ark 2013). Sitokinler, gelen uyarilara kars1
cevap olarak c¢esitli hiicreler tarafindan salgilanirlar ve hedeflenen hiicrelerin
davranigin1 etkilerler. Sitokinlerin reseptorleri iki ya da daha fazla tek gegisli
transmembran proteinlerinden olusur. Her bir sitokin reseptorii hiicre diginda tek zar
gecisli bir alan igerir. Bu alanda hiicre yiizeyindeki sinyal molekiilleri ile reseptoriin
aktivasyonu sitoplazmik boliimde biyolojik tepkimelerin olmasina neden olur.
Sitokin reseptorlerinin sitoplazmik kismi, hiicre i¢i protein tirozin kinazlar ile
kovalent olmayan bagla baglantilidirlar ve sitoplazmik boélgelerinin herhangi bir
katalitik aktiviteleri yoktur. Bunun yerine, sinyal molekiilleri baglanmasi sonucunda
aktive olan reseptor olmayan protein tirozin kinazlar ile etkilesime girerler. Sinyal
molekiillerinin  baglanmas1 reseptor dimerizasyonunu uyarir ve karsilikl
fosforillenme sonucunda, baglantili bulundugu reseptdr olmayan tirozin kinazlarin
aktivasyonunu saglar. Boylece aktif olan kinazlar reseptorii tirozin kalintilarindan
fosforilleyerek, asag1 yondeki sinyal iletimi molekiilleri i¢in fosfotirozin baglanma
bolgeleri olustururlar (Stroud ve Wells 2004, Whitty ve Riera 2008, Posner ve
Laporte 2010).

Biiyiime faktorleri, biyolojik rolleri bakimindan birbirlerine benzeseler de
reseptorleri bakimindan bazi farkliliklara sahiptir. Bu nedenle bazi literatiirler ayr1 bir
grup olarak ele alirken, bazilarinda ise sitokinler grubuna dahil edilen sinyal
molekiillerindendir. Biiyiime faktorii reseptorleri sitoplazmik kisimlarinda kinaz
bolgesine sahiptirler (Posner ve Laporte 2010). Bu reseptor kinaz bolgeleri tirozin
bolgelerinde fosforilasyonda substrat yerleri i¢in 6zeldir ve reseptor tirozin kinazlar
(RTK'lar) olarak adlandirilir. Eger bu fosforilasyon bolgeleri tirozin yerine serin ya
da treonin bolgeleri igeriyorsa bu durumda reseptdr serin/treonin kinazlar olarak
adlandirilir (Schlessinger ve Ullrich 1992, Graham ve Peng 2006, Lemmon ve
Schlessinger 2010).



Reseptorler araciligiyla molekiillere fosfat baglanmasi veya koparilmasi
sonucu olusan fosforilasyon-defosforilasyon olaylari, protein fosforilasyonu, protein
kinaz ve protein fosfataz enzimleri tarafindan gerceklestirilir. Bu olaylar hiicre i¢i
sinyal iletiminde rol alan temel biyokimyasal olaylardir. Fosforillenmis sitoplazmik
tirozin kalintilar1 asag1 yonde sinyal iletim molekiilleri i¢in yerlesme bolgeleri olarak
hizmet verir. Tetiklenen sinyal yolaklar1 siklin D1'in ekpresyonunu tesvik ederek

hiicre ¢ogalmasini ve yasam siiresini diizenler (Pawson ve ark 2002).

Fosforilasyon olaylarinda gorev alan RTK'lar (reseptor tirozin kinaz) pek ¢ok
polipeptid i¢in yiiksek afiniteli hiicre yiizey reseptorleridir (Robinson ve ark 2000).
Hiicre membranina bagli olarak bulunan RTK’lar; ekstraseliiler sinyal molekiilii
baglayici, transmembran ve intraseliiler kisimlarindan olusur. Hiicre disindaki kisma
sinyal molekiillerinin baglanmasi, sitozoldeki kinaz bolgesini aktive eder.
Aktivasyon sonucunda, sinyal molekiilii baglanmasiyla baslatilan sinyaller substrat
proteinleri tirozin kalintilarindan fosforiller. Sinyal molekiilii tarafindan uyarilan
reseptor dimerizasyona ugrar. Reseptoriin dimerizasyonu dimerize polipeptid
zincirlerinin birbirlerini karsilikli fosforillemesi ile reseptoriin otofosforilasyonuna
yol agar. Bu otofosforilasyon ilk olarak, katalitik bolgedeki tirozinlerin
fosforillenmesiyle protein kinaz aktivitesini artirir. Sonrasinda ise, katalitik bolge
disindaki tirozin kalintilarinin fosforilasyonu, hiicre dis1 sinyalleri aktif reseptorden,
asag1 yondeki molekiillere iletecek ek proteinler i¢cin 6zgiin baglanma bdlgeleri
(domeyn) olusturur. Bu bolgelerden sinyal molekiillerinin akisi, Src homoloji-2
(SH2) domeynleri ve fosfotirozin baglanma bdlgesi (PTB) boyunca gergeklesir
(YYarden ve Ullrich 1988, Ullrich ve Schlessinger 1990, Cooper ve Hausman 2006)
(Sekil 1.2).
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Sekil 1.2 Reseptor tirozin kinaz yapist. http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/

summer2002/tk02.jpg’ten uyarlanmaistir.

Kanser hiicrelerinde tirozin kinaz aktivitesi sadece reseptdr aktiflestiginde
meydana gelmez. Sinyal molekiilii yokluguna ragmen bir protein tarafindan
otofosforilasyon meydana gelebilir. Bu durumda, RTK asir1 eksprese olur ve hiicre
sinyalizasyonunun diizenlenmesi bozulur (Derynck ve ark 1987, Kaleko ve ark

1990).

Reseptor protein tirozin kinaz siiper ailesinde 58 ¢esit transmembran protein
bulunmaktadir. Bu reseptorler arasinda epidermal growth factor receptor (EGFR),
vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR), fibroblast growth factor
receptor (FGFR), nerve growth factor receptor (NGFR), platelet-derived growth
factor receptor (PDGFR), insiilin ve insiilin-like GF reseptor (IGF-1) ve efrinler

(EPH) en 6nemli transmembran proteinlerdir.

EGFR, v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog
(ErbB) hiicre reseptor ailesinin bir iiyesidir. EGFR geni kromozom 7pl2'de
lokalizedir ve 170 kDa agirhginda EGFR transmembran proteinini kodlar. ErbB
reseptor ailesi EGFR'de Her-1, Her-2, Her-3 ve Her-4 reseptorleri bulunur. Bu
reseptorler, intraseliiler tirozin kinaz domeyni, hidrofobik transmembran segmenti ve
ekstraseliiler sinyal molekiilii baglama bdlgesinden olusur (Davies ve ark 1980).
EGFR’nin sinyal molekiilleriyle uyarilmasi sonucu reseptor dimerizasyonu, tirozin

kinaz bolgesinin aktivasyonu ve sitoplazmik ugta tirozin kalintilarinin fosforilasyonu
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meydana gelir. EGFR, epidermal growth factor (EGF), transforming growth factor
(TGF)-alpha ve diger diizenleyici proteinleri baglar. EGFR'nin aktivasyonu birgok
sinyal yolagini tetikleyerek giiclii mitojenik aktiviteye neden olurlar. Béylece normal
hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasi saglanir. EGFR ile iligkili karsinogenez siirecinde
ise EGFR'nin asir1 ekspresyonu Ve tirozin kinaz reseptoriiniin siirekli aktive olmasi

kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina ve metastaz yetenegi kazanmasina neden olur.

EGFR’nin asir1 aktivasyonu bazi kanserlerde kotii prognoz ve radyasyon
terapisine direng ile iligkilidir. EGFR’yi bloklamak i¢in kullanilan monoklonal
antikorlar, ATP baglayan yariga girmek i¢in ATP ile yarisan kiigiik molekiillerdir.
Bunlar “tirozin kinaz inhibitorleri” (TKI) olarak adlandirilan reseptoriin kinaz
aktivitesini bloke edici ajanlardir. EGFR’nin bir monoklonal antikor ile bloke
edilmesi, reseptordeki uyarmin inhibe edilmesi anlamina gelir. Bdylece, hiicre
cogalmasi, anjiyogenez, invazyon ve metastazda azalma, apoptoziste ise artig goriliir
(Roskoski 2004).

VEGFR ailesi damar endotel hiicrelerinin ¢ogalmasinda gérev yapan protein
ailesidir. VEGF sinyalleri fizyolojik ve patolojik anjiyogenez ve lenfanjiyogenezde
ve anti-kanser tedavilerin gelismesinde hedef segilen anahtar molekiillerdendir. Bu
aileden VEGF-A ise solid timor gelismesinde yeni damarlanma igin gerekli en

onemli proteindir (Ferrara 2002).

FGFR ailesi FGFR1, FGFR2, FGFR3 ve FGFR4 olmak iizere dort iiyeden
olusur. FGF’lerinde hiicre ¢ogalmasi, gogii, farklilasmasi ve diizenlenmesi gibi
birgok degisik rolleri vardir. Ozellikle doku onarimi ve yara iyilesmesinde gorevli
homeostatik  faktorlerdir. FGFR’lerinde anormal ekspresyonlarinin  kanser

patogenezinde 6nemi biiytiktiir (Ornitz ve Itoh 2001).

NGFR, brain-derived neurotrophic factor (BDNF), neurotrophin-3 (NT-3) ve
NT-4/5 1 kapsayan norotropin ailesinin bir liyesidir. NGF’ler néronlarin farklilasma
ve yasam siirelerinin belirlenmesinde diizenleyici rol oynarlar. Norotropin sinyal
yolaklarmin aktivitesinin bozulmasi pek ¢ok kanser patogenezinde Onemli rol

oynamaktadir (Huang ve Reichardt 2001, Kruttgen ve ark 2006).



PDGFR gen ailesinin iiyeleri konnektif doku hiicrelerinin ¢ogalmasini, yasam
stiresini ve hareketini diizenler (Heldin ve Westermark 1999). PDGFR’nin asiri
ekspresyonu hiicre cogalmasinin artisina neden olarak kanserlesme siireciyle baglanti
gosterir. Bu durum ya PDGFR'de olusan bir mutasyona ya da otokrin PDGFR
aktivasyonuna bagli olarak gelisebilir (Pietras ve ark 2003).

IGF diger adiyla somadomedin sistemi; 2 tane sinyal molekiilii (IGF-1 ve
IGF-II), 6 tane yiiksek afiniteli IGF baglayici protein (IGFBP-1-6) ve 2 tane hiicre
yiizey reseptorlerinden (IGF-IR ve IGF-IIR reseptorleri) olusur. IGF’ler karacigerde
iretilen ve biiyiime hormonunun mitojenik etkilerinin ortaya ¢ikmasina araci olan
kiiciik peptidlerdir (Jones ve Clemmons 1995). insanlarda IGF mutasyonlarmin
biiyiime geriligi, mikrosefali ve noral gelisim bozukluklarina neden oldugu
bildirilmistir (Miller ve Yee 2005). Ayrica yapilan g¢alismalar onkojenik sinyal
iletiminde IGFR' nin agir1 aktivasyonunun rol oynadigmni gostermistir. Bu hiicre
yiizey reseptorlerinin fosforillenmesi sonucunda aktif hale gelmesi bunlarin asagi
yoniinde yer alan bir¢ok sinyal yolagimin da aktiflesmesine neden olur (Zhang ve ark
1997, Kaneda ve ark 2007).

Hiicre i¢inde hedef sinyal yolaklarini uyaran ¢ogu hiicre yiizey reseptor,
aldiklari sinyalleri hiicre yiizeyinden ¢ok ¢esitli hiicre i¢i hedeflere iletir. Bu hedefler
arasinda cAMP ve cGMP yolaklar, fosfolipaz C-Ca+2 yolagi, Ras, Raf ve MAP
Kinaz yolagi, NF-kB transkripsiyon yolagini, Ca+2- kalmodiilin, JAK-STAT
yolagim1 ve PI3K/AKT yolaklar1 yer alir (Cooper ve Hausman 2005, Kierszenbaum
2007).

Karsinogenez siirecinde hiicrenin ¢ogalmasi, farklilagsmasi, biiyiimenin
kontrolii ve yasam siiresi gibi biyolojik olaylarin normal fonksiyonlarim
gosterememesi yer almaktadir. Bu nedenle kanserlerde ilk etkilenen mekanizma
genellikle hiicre i¢i sinyal iletim yolaklar1 olmaktadir. Hiicre i¢i sinyal yolaklaria
gelen asirt sinyal iletimi, uyartya yanit olarak gen ekspresyonunu diizenlemek
amaciyla niikleusu uyarabilir. Hiicre i¢i sinyal iletimindeki merkezi roliinden dolay1

Phosphatidylinositol-3 kinases/AKT (PI3K/AKT) yolaginin pek ¢ok kanser tiiriiyle



iligkili oldugu ve regiilasyonunun bozuldugu bildirilmektedir (Malinowsky ve ark
2014, Fruman ve Rommel 2014).

1.2.2. PI3K/AKT Sinyal Yolag:

Hiicre igi sinyal iletiminde, sinyalin iletimi genellikle sitoplazmik kinazlari
(serin, treonin kinazlar) tetikleyen RTK’lar tarafindan yapilmaktadir. PI3K/AKT
sinyal yolagi RTK aktivitesi gosteren, hiicre i¢i sinyal yolaklarinin merkezinde yer
alan ve diizensizligi birgok kanser patogenezinde 6nemli olan bir yolaktir. PI3K/AKT
yolaginin yukari Ve asag1 yoniinde rol alan genlerin pek ¢ogunun insan kanserlerinde
yaygin olarak mutasyona ugradigi gosterilmistir (Testa ve Bellacosa 2001,
Kandasamy ve Srivastava 2002). Bu nedenle bu yolagin ve etkisinde olan genlerin

inhibisyonu, potansiyel olarak tedavide 6nemli bir hedef haline gelmistir (Sekil 1.3).

Biiviime faktori
reseptorleri
" : Plazma membram

Akt/PKB

.

Cogalma
Farkhlasma
Goc

Yasam siiresi

Sekil 1.3 PI3K/AKT sinyal yolagi (Yamada ve Araki 2001).

PI3K, bir diizenleyici (p85) ve bir katalitik (p110) olmak {iizere iki alt
tiniteden olusur (Luo ve ark 2003). PI3K tirozin kinaz reseptorlerinin hiicre igi
domeyndeki fosfotirozin kalintilarina p85 {initesinde bulunan SH2 domeynleri
araciligryla baglanir. PI3K ayrica fosforilenmis RTK'larin SH2 domeynlerindeki
adaptor proteinler ya da direk Ras araciligiyla p110 alt initenin aktivasyonuyla
aktive olabilir.

Hiicre membraninda PI3K, lipid molekiilii olan PIP-2 (phosphatidylinositol
4,5 biphosphate)’yi fosforilleyerek PIP-3 (phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate)’e
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doniismesini saglar ve PDK1 (phosphatidylinositol-dependent kinase-1)’i harekete
gecirir. PIP3, PDK1 ve AKT gibi plekstrin homoloji (PH) bdlgesi ile proteinler igin
membrana yerlesmis olarak fonksiyon goriir. AKT bir serin/treonin kinazdir ve 3
formu (AKT1, AKT2 ve AKT3) vardir. PDK1, Ser473'iin otofosforilasyonuna neden
olan Thr308 iizerindeki AKT'yi aktive eder. Sonra AKT hiicre ¢ogalmasi ve yasam
stiresi gibi hiicresel siireglerde gorevli pek ¢ok proteini fosforile eder (Luo ve ark
2003). PTEN (phosphatase and tensin homologue) ise PI3K/AKT yolaginda
AKT’nin aktivasyonunu fosforile olmasini engelleyerek negatif yonde diizenler.
PIP3’1 defosforilasyon yoluyla PIP2’ye doniistiiriir ve boylece PDK1’in hareketini
dolayisiyla AKT nin aktivasyonunu da engellemis olur (Sun ve ark 1999, Cristofano
ve Pandolfi 2000). Fosfolipid fosfataz aktivitesi sergileyen PTEN hiicre biiyiimesi,
yasam siiresi ve hareketi i¢in 6nemli hiicresel fonksiyonlari diizenleme potansiyeline
sahiptir (Myers ve ark 1998, Wu ve ark 1998). Bu nedenle kanser olusum
mekanizmasinda PI3K/PTEN/AKT yolag: ile ilgili bilgilerin artmasi kanserin
molekiiler temelinin daha iyi anlasilmasi ve yeni tedavilerin kesfine yardimeci

olacaktir.

1.3. Bas-Boyun Kanserleri

Bas-Boyun Kanserleri (BBK), paranazal siniisler, nasal kavite, farenks,
nazofarenks, orofarenks, hipofarenks, oral kavite, dil, tiikriik bezleri, larinks ve
boynun iist kisimlarindaki lenf nodiillerinde olusan kanserlerin tiimiine verilen
isimdir (Sekil 1.4). Bas-boyun malign tiimoérlerinin en sik goriilen histolojik tipi
skuamoz hiicre karsinomalaridir (BBSHK). Bu tiimoérler tiim malignant bas-boyun

tiimorlerinin %90’ 1ndan fazlasini olusturur (Cann ve ark 1985).
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Sekil 1.4 Bas-boyun kanseri bolgeleri. www.cancer.gov'dan
uyarlanmistir.

1.3.1. Bas-Boyun Kanserlerinin Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

Bas-boyun kanserleri tiim kanserlerin yaklasik %4’inii olusturan ve
Diinya’da en yaygin goriilen kanserler arasinda altinci sirada yer alan kanser tiirtidiir.
Diinya’da her yil 600 binden fazla yeni vaka teshis edilmektedir (Parkin ve ark 2002,
Jemal ve ark 2008). Yeni teshis edilen vakalarin %50'sinden fazlasinda tam remisyon
elde edilemedigi ve yaklasik %10’unda ise uzak organlara metastaz oldugu rapor
edilmektedir (Brockstein ve Masters 2003, Ferlay ve ark 2010). Erken evre goriilen
vakalarda (evre I-IT) cerrahi ve radyoterapi sonrasinda genellikle iyi prognoz
olmasina ragmen ileri evredeki (evre I1I-1V) vakalarin ticte ikisi daha kotii prognozla

ve Oliimle sonuglanmaktadir (Van Houtenve ark 2000).

Bas-boyun kanserleri genellikle ileri yaslarda (50-70 yas) goriliir, ancak
nadir de olsa ¢ocuklarda da goriilebilmektedir. Erkeklerde kadinlara oranla daha sik
gdzlenir. Bazi BBK tipleri bolgesel farkliliklar gosterir. Ornegin; nazofarengeal
kanserler, Uzak Dogu iilkelerinde diger bolgelere oranla daha sik gozlenmektedir
(Wannenmacher ve ark 2006).

BBK’lerinin gelisiminde temel risk faktorlerinden biri sigara kullanimidir. Bu

risk, sigara kullaniminin fazlaligina bagl olarak artmaktadir. Kisi sigara kullanimini
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biraktig1 anda kanser gelisme riskini de azaltmig olur (Schlecht ve ark 1999). Tiitiin
dumanina ¢evresel maruz kalan kisilerde aktif olarak hi¢ sigara igmemis olsalar dahi,
BBK gelisme riskinin arttigi gosterilmektedir (Zhang ve ark 2000). Bu artan risk
nitrosamin ve polisiklik hidrokarbonlar gibi karsinojenlerin genotoksik etkilerine
bagl olarak ortaya ¢ikar. BBK’lerinde sigara i¢en kisilerde TP53 mutasyonlar1 da
sigara igmeyenlere gore daha siklikla goriilmektedir (Ronchetti ve ark 2004).

Agir alkol kullanim1 da BBK'lerinin etiyolojisinde rol alir. Alkol dogrudan bir
kanserojen degildir ancak DNA sentezinde ve onariminda DNA’ya katilan
asetaldehit formu etkilidir (Pai ve Westra 2009).

Asya iilkelerinde bolgeye 6zgii olan findik benzeri bir yemisin (betel nut)
cignenmesi Ozellikle oral kanserlerin etiyolojisinde yer alir. Betel nut ¢ignemenin
bagimlilik yapici etkisi bulunmaktadir. Bunun yanisira bilesiminde kanserojen
maddeler bulundugu icin oral kanserlerde risk olusturdugu bildirilmektedir (Yen ve
ark 2008).

BBK’lerinin 6zellikle orofarenks ve oral kavite kanserlerinin etiyolojisinde
yaygin olan bir diger risk faktorii de human papillomavirustiir (HPV, 6zellikle HPV-
16 ve 18). HPV-pozitif BBK'lerinin biiyiik ¢cogunlugu lingual tonsillerin kriptalarinda

ve palatin tonsillerinde lokalize olmustur (Smith ve ark 2004).

BBK lerinin gelisiminde alkol, sigara kullanimi, betel nut ¢ignemek ve HPV
ile infeksiyonlarin rol oynadigi bilinmesine ragmen; hala bu kanser tipinin malign
ilerleyisinin altinda yatan molekiiller mekanizma hakkinda bilgiler yetersizdir

(Forastiere ve ark 2001, Bagan ve Scully 2008).

1.3.2. Bas-Boyun Kanserlerinin Patogenezi

BBK’lerinin gelisimini kontrol eden olaylar onkogenlerin aktivasyonu, timdr
baskilayici genlerin inaktivasyonu ya da her ikisinin birlikte bozuldugu genetik ve
epigenetik olaylardir. BBK’leri i¢in belirlenen kanserin ilerleme modeli Sekil 1.5°te

gosterilmistir. Modele gore premalign lezyonlardan karsinoma insitiiye kadar gecen
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siirede meydana gelen degisiklikler su sekilde olmaktadir. Premalign lezyonlarin
yaklasik %90'inda genomda inaktif olan telomeraz enziminin yeniden aktivasyonu ve
%70-80'inde kromozom 9p2l'in kaybi goriilmektedir (Mao ve ark 1996, McCaul ve
ark 2002). Ayrica pl6 geninde homozigot delesyon, nokta mutasyonu ya da
promotor hipermetilasyonundan kaynaklanan inaktivasyon, kromozom 17p'de
heterozigozite kaybt ve TP53 nokta mutasyonlart da yine BBK'lerinin erken
doneminde goriilen degisikliklerdir (Rocco ve ark 2001, Balz 2003).
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Sekil 1.5 Bag-boyun karsinogenezinde molekiiler degisikliklerin birikimi
ve fenotipik ilerleme modeli (Argiris ve ark 2008).

BBK'lerinin agir displazi ve invaziv karsinoma asamalarinda ise kromozom
11913 amplifikasyonu, siklin D1'in asir1 ekspresyonu, kromozom 8p ve kromozom
18q delesyonu, EGFR asir1 ekspresyonu ve kromozom 10g23'te bulunan PTEN geni
delesyonu ve mutasyonlari agresif tiimor davranisiyla korele gelisir (Pignataro ve ark

1998, Squarize ve ark 2013).

1.3.3. Bas-Boyun Kanserlerinde Alan Kanserizasyonu (Field cancerization)

Bas-boyun kanserlerinin  patogenezinin anlasilmasinda ve tani-tedavi
seceneklerinin belirlenmesinde “alan kanserizasyonu” (field cancerization) 6nemli
bir kavramdir. Bu kavram 1953 yilinda Slaugher ve ark (1953) tarafindan

onerilmigtir. Alan kanserizasyonu kavramma gore BBK'lerinin tedavisinden sonra
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biiytik olasilikla lokal tekrarlama ve bas-boyun mukozasinda pek ¢ok bagimsiz timor
gelisebilmektedir. Slaughter ve arkadaslarinin (1953) oral kanserlerde yaptiklari
calisma sonucunda, lokal olarak tekrar eden ve c¢oklu primer gelisen tiimorleri
cevreleyen dokularin g¢evresindeki displastik degisikliklerin birbirleriyle baglantili

oldugu gozlemlenmistir.

BBK’leri i¢in skuamdéz epitelin morfolojik degisikliklerinin incelenmesi
sonucunda 1996 yilinda ilk genetik ¢ok asamali ilerleme (multi-step ilerleme) modeli
ortaya atilmigtir (Califano ve ark 1996). Bu modele gore displazi asamasinda
kromozom 3p, 9p ve 17p' de heterozigozite kaybi goriilmektedir. Kromozom 3p, 9p
ve 17p'de goriilen heterozigozite kaybi ise erken karsinogenez anlamina gelmektedir.
Tipik karsinomalarda ise kromozom 4q, 11q ve kromozom 8’de ¢esitli kromozomal
degisiklikler gozlenmektedir. Bu durum ise muhtemelen karsinogenezin son
evrelerine karsilik gelmektedir. TP53 mutasyonlar1 ile birlikte bu genetik belirtecler
kullanilarak yapilan analizde ise oral ve orofaringeal tlimorlerinin en az %35’inde,
karsinoma genetik degisiklikler igeren mukozal epitel ile ¢evrili oldugu bildirilmistir
(Tabor ve ark 2001). Tabor ve arkadaslart (2001) go6zlemledikleri epitellerin
makroskopik olarak normal goriinlimde ancak histolojik olarak displazik
olabilecegini belirtmislerdir. Genetik degisikliklerle karakterize bu tiimére komsu
mukozal epitel dokular ilk calismalarda ‘‘alan (field)’’ olarak isimlendirilmistir
(Slaugher ve ark 1953, Hittelman 2001). Bu alanlar genellikle hastalardan tiimor
cikarildiginda cerrahi sinirlarinda kalan kisimlardir (Tabor ve ark 2001). Retrospektif
caligmalar gostermektedir ki; BBK’li hastalarin tedavisinde ¢ikarilamayan bu alanlar
lokal tekrarlarin ve ikincil primer tiimorlerin gelismesinde onemli bir kaynaktir
(Tabor ve ark 2004). BBK’nin patogenezinde rol alan alan kanserizasyonu sekil

1.6’da gosterilmistir.
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Sekil 1.6 Alan kanserizasyonu ve niiksetme tiirleri arasindaki iliski.
www.nature.com/nrc/journal/vl 1/nl/fig_tab/nrc2982 F3.html’den
uyarlanmaistir.

1.3.4. Bas-Boyun Kanserlerinde Sinyal Yolaklarindaki Degisiklikler

BBK’lerinde en ¢ok calisilan sinyal yolaklarindan biri Erbb ailesi reseptor
tirozin kinazlardir. EGFR, skuamoz hiicrelerde ve RassMAPK, PI3K/PTEN/AKT ve
fosfolipaz C yolaklarinda kritik 6neme sahiptir (Hynes ve Lane 2005). EGF-bagh
EGFR c¢ekirdege transloke olur ve fonksiyonlarini bir transkripsiyon faktorii ya da
diger transkripsiyon faktorleriyle onlarin Ko-aktivatorii olarak gosterir (Lin ve ark
2001).

BBK'lerinde EGFR’nin artmis ekspresyonu ilk kez 1986 yilinda Ozanne ve
arkadaglari tarafindan bildirildi (Ozanne ve ark 1986). Daha sonraki yillarda yapilan
EGFR ekspresyon ¢alismalart genellikle genis varyasyonlara sahip antikor ve
antijen-geri alma protokollerine dayanan -bazen kontrolleri olmayan- immuno
boyama ¢aligmalar iizerine yogunlasmistir. Bu nedenle rapor edilen asir1 ekspresyon
araliklar1 olduk¢a biiylik varyasyonlar gostermektedir. Ayrica EGFR asir
ekspresyonuna sahip BBK’lerinin kiigiik bir kisminda aktif bir otokrin dongiisii
sonucu EGFR reseptoriiniin ¢apraz-fosforilasyonu da meydana gelmektedir (Grandis
ve Tweardy 1993, Hama ve ark 2009). EGFR’de farkli proteinlerle etkilesen ve

asag1 yonde etkiledigi pek ¢ok tirozin fosforilasyon bolgesi vardir (Morandell ve ark
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http://www.nature.com/nrc/journal/v11/n1/fig_tab/nrc2982_F3.html'den

2006). Bu nedenle, BBK’lerinde, EGFR’nin diger hiicre yilizey reseptorleriyle olan
etkilesimleri ve onlarin asagi yoniinde bulunan sinyal yolaklarindaki rolleri hala tam

olarak bilinmemektedir.

1.3.5. Bas-Boyun Kanserlerinin Tedavisi

Kolorektal, serviks ve meme gibi birgok kanser tiiriiniin onlenmesi ve
tedavisinde gelismeler olmasina ragmen BBK'leri i¢in teshisten sonra sagkalim orani
diisiik kalmaktadir (Jemal ve ark 2008). BBK'lerinin sagkalim oranindaki diistikliik
genellikle hastalarin ileri evrede teshis edilmesinden kaynaklanmaktadir. Erken
evrede (Evre I, II) teshis edilen BBK’li hastalar primer tiimoriin bulundugu bolgeye
gore cerrahi ya da radyoterapi ile tedavi edilirler. Erken evre teshis edilen bu hastalar
icin cerrahi ya da radyoterapi ile tedavi sonrasi %90’a kadar olumlu sonuglar rapor
edilmektedir (Le ve ark 1997, Ataman ve ark 2006). Ancak BBK'li hastalarin iigte
ikisi lokal ileri evredeyken (evre IlI-IV) teshis edilirler ve bu hastalarin yasam
siireleri erken evreye gore 6nemli dlgiide daha diisiiktiir. Ileri evre hastalarda tedavi

secenekleri cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ya da eszamanli kemoradyoterapidir.

Hedef tedaviler kanser tedavilerinde ilgi ¢ekici ve gelecek vaat eden yeni bir
alandir. Ilag endiistrisi, sitokin reseptorleri, biiyiime faktdrii reseptorleri ve onlarin
asagl yoniinde etkiledigi molekiilleri hedef alan tedavi edici ajanlar iiretmeye

baslamistir. Sekil 1.7°de hedef alinan bu yolaklar ve bilesenleri gosterilmistir.

BBK’lerinde Kklinik olarak onaylanan bir monoklonal antikor olan Cetuximab
(C225, Erbitux®), EGFR™nin sinyal molekiilii baglanma yerine baglanarak asagi
yondeki sinyalleri inhibe eder. Yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada radyoterapiyle
birlikte yapilan Cetuximab kombine tedavilerin tek basina radyoterapi uygulamasina

gore yasam siiresini arttigi gosterilmistir (Bonner ve ark 2006).
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Sekil 1.7. BBK’lerinin tedavisi i¢in molekiiler sinyal yolaklar1 ve yeni hedef ajanlar
(Argiris ve ark 2008'den uyarlanmustir).

1.4. Projenin Amaci

BBK’li hastalarda, farkli tedavi segenekleri mevcut olmasimna ragmen
hastalarin  yaklagik %50’sinde lokal ya da wuzak bolgede timor tekrar
geligebilmektedir. Gegtigimiz on yil boyunca bu rakamlar degismeden kalmistir
(Tabor ve ark 2004, Murar ve ark 2008). Bu sebeple, hastaligin altinda yatan
patolojik degisimler ve uygulanan Cetuximab gibi ilaglara kars1 direng tam olarak
¢oziimlenememistir. Tedavi siirecinde karsilasilan zorluklar arasinda, EGFR'nin tam
olarak bloke edilememesi yer alir. Ayrica PTEN/PI3K/AKT yolagi da pek ¢ok tiimor
tipinde geleneksel tedavilere direng gosteren 6nemli bir sinyal yolagidir (Berns ve
ark 2007, Han ve ark 2007). Bu durumda, EGFR disindaki diger hiicre yiizey
reseptOrlerinin aktivasyonu ile baslayan ve bunlarin hiicre i¢i sinyal yolaklarini
aktiflestirmesiyle devam eden siiregler rol oynayabilecegi tahmin edilmektedir. Bu

nedenle bu yolaklara ilave olarak;
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1)

2)

Oncelikle BBK'lerine ait tiimorlii ve normal dokularda ve pozitif kontrol
timor (SCCL-MT1) ve kontrol HEK-293 hatlarinda hiicre sinyal iletiminin

ilk basamaginda yer alan sitokinlerin belirlenmesi,
Bu sitokinlerle ilgili yolakta yer alan genlerin ekspresyonlarinin mRNA ve

protein seviyesinde ortaya konarak sitokin temelli sinyal yolaginin

arastirilmasi amaclanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Selguk Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim
Dalinda gergeklestirilmistir. Calismanin etik kurul onay1 Selcuk Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulundan alinmistir (Ek-A). Calismada kullanilan hasta 6rnekleri
ise Selguk Universitesi, Tip Fakiiltesi, Kulak Burun Bogaz Anabilim Dalindan temin

edilmis ve hastalarin bilgilendirilmis onamlar1 alinmistir (EK-B).

Calisma kapsamina bas-boyun skuamoz hiicre karsinomasi tanisi alan 16
hasta ve herhangi bir hastalik 6ykiisii olmayan 4 saglikli birey dahil edilmistir. Bas-
boyun skuaméz hiicre kanserli (BBSHK) hastalarin tiimorlii, normal ve ayrica kan
dokusu kullanilmistir. Bag-boyun skuaméz hiicre karsinomlarindaki mRNA
ekspresyonunun tespiti i¢in cerrahi miidahale sonrasi temin edilen larinks ve dil
dokular1 RNA ve protein izolasyonu igin ikiye ayrildi ve ¢alisma zamanina kadar -80
°C’de muhafaza edildi. Calismada pozitif kontrol olarak skuaméz hiicre hattr olan
SCCL-MT1, negatif kontrol ise HEK-293 hiicre hatti kullanilmistir. Pozitif kontrol
skuamoz hiicre hatti olan SCCL-MT1, University of Southern California (Los
Angeles, CA, USA)’dan ve negatif kontrol insan embriyonik bobrek hiicre hatti
HEK-293 ise American Type Culture Collection (ATCC)’den temin edilmistir.

2.1. Antikor Sira Analizi

Bag-boyun skuamoz hiicre kanserlerinde, hiicre sinyal iletiminde diizenleyici
molekiiller olan sitokinlerinden etkili sitokinleri ortaya koymak igin antikor sira
analizi yapildi. Antikor sira analizi i¢in Ray-Biotech (Human Cytokine Array C5)
ticari kiti kullanildi. Sitokin seviyelerinin genel bir degerlendirmesini yapmak
amaciyla bas-boyun skuamoz hiicre karsinoma tanisi almig 12 hastadan (6 erken
evre, 6 ileri evre) ve 4 kontrol bireyden ayirict jel igeren tiiplere S'er cc vendz kan
alindi. Kan 6rnekleri 3000 rpm de 10 dk. santrifiij edilerek serumlart ayrildi. Kit
igerisinden saglanan kasetteki sekiz adet bolmeye her bir membran “ ’ isareti koseye
gelecek sekilde yerlestirildi. Kaset kenarindan 2’ser ml bloklama tamponu eklendi
ve oda 1sisinda 30 dk. karistirict da inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi bloklama
tamponu dokiildii ve yerine serum Orneklerinden 1’er ml eklendi. +4°C de

karistiricida 1 gece inkiibe edildi. Siire sonunda serum 6rnekleri dokiilerek 2'ser ml

20



yikama tamponu I eklendi ve 5 dk. karistiric1 da ¢alkalandi. Siire sonunda yine ayni
sekilde dokiildii ve bu islem 3 kez tekrarlandi. Ayni islem 2’ser ml yikama tamponu
IT eklenerek 2 kez tekrarlandi. Her bir membrana biotin-konjuge edilmis
antikorlardan 1’er ml eklendi ve karistiricida 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
antikorlar dokiildi ve yikama tamponlariyla uygulanan iglemler tekrarlandi. Temiz
bir tiip icerisine 1998 pl 1x bloklama tamponu ve 2 pl HRP (Horseradish peroxidase)
-konjuge streptavidin eklendi (1/1000 HRP- konjuge streptavidin karisimi). Bu
karisimdan her bir membrana 2’ser ml ilave edildi ve 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi karisim dokiildii ve yikama tamponlariyla uygulanan islemler
tekrarlandi. Temiz bir tlip igerisinde 250 ul gelistirme tamponu C ve 250 pul
gelistirme tampon D karisimi hazirlandi. Membranlarin tizeri gelistirme tamponu ile
kapland1 ve oda sicakliginda 2 dk. inkiibe edildi. Siire sonunda gelistirme karigima,
kenarlarindan kurutma kagidi yardimiyla alindi. Kemoluminesans goriintiileme
sistemi (Kodak X-Omat AR film) ile goriintiilleme yapildi ve sonuglar istatistiksel

olarak degerlendirildi.

2.2. SCCL-MT1 ve HEK-293 Hiicrelerinin Kiiltiirii ve Dondurulmasi

Calismaya dahil edilen bas-boyun skuamoz kanserine ait hiicre hattt SCCL-
MTI1 ve kontrol olarak secilen HEK-293 hiicre hattinin kiiltiirleri literatiirde
(Liebertz ve ark 2010) belirtilen sekilde yapildi. Kiiltiire edilen hiicreler hiicre flask
yogunlugu %80-90’a ulastiginda tripsin-EDTA 1ile kaldirilarak 10ml’lik tiiplere
(Cellstar) kondu. 1500 RPM’de 5 dk santrifiij edildikten sonra iist faz atildi. Kalan
hiicre pelleti iizerine 1 ml hiicre dondurma besiyeri eklendi ve yaklagik 5 x 10%/ml
hiicre, 3 kriyo tiipe (Thermo, USA) aktarildi. Daha sonra kriyo tiipler -80°C’ye
kaldirildi. -80°C’ye konulduktan 48 saat sonra sivi azota aktarildi. Dondurma
besiyeri: 13 ml besiyeri igerisine 5 ml fetal calf serumu ve %10 Dimethyl sulfoxide
(DMSO, Sigma) eklenerek hazirlandi.

2.3. Gen ekspresyon analizleri

Gen ekspresyon analizleri mMRNA ve protein seviyesinde gergeklestirildi.
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2.3.1. mRNA ekspresyon analizleri

Sitokin ile uyarildig: diisiiniilen hedeflenen genlerin ekspresyon seviyelerini
ortaya koymak icin hasta materyalinden ve kontrol hiicre hatlarindan total RNA’lar
izole edildi ve deneylere gegmeden 6nce housekeeping gen tespit ¢alismasi yapildi.

Bunun i¢in her deney basamag: optimize edildi.

Doku ve Hiicre Hatlarindan Total RNA izolasyonu: Bas-boyun skuaméz
hiicre karsinomasi tanist almigs 16 hastanin tiimorli dokulari ve komsu normal
dokulari; ayrica BBSHK pozitif kontrol hiicre hatti SCCL-MT1 ve negatif kontrol
hiicre hatt1 olan HEK-293’den total RNA eldesi igin ayrildi. Total RNA eldesi igin
ayrilan dokularin izolasyonlar1 Trizol (Ambion, ABD) yontemi ile yapildi. 50 mg
agirligindaki doku 6rnekleri tizerine 1 er ml Trizol eklendi ve hiicreler sonikasyon ile
homojenize edildi. Hiicre kiiltiirleri igin ise; T25 hiicre flaski %80-90 yogunluga
geldiginde (yaklasik olarak 1x10° hiicre) hiicre pelleti iizeri 3 ml HBSS (Gibco)
karisimi eklenerek hiicreler yikandi. Bu asamadan sonra sonra iist faz atilarak flaska
1 ml Trizol eklenerek hiicreler kaldirildi. Kaldirilan hiicreler 1,5 ml’lik tiiplere
aktarilarilarak 1 dk. boyunca vortekslendi. Daha sonra 10 dk. boyunca oda
sicakliginda bekletildi. Bu asamadan sonra solid doku ve hiicre kiiltiirii 6rneklerine
tiretici firmanin protokolii kullanilarak total RNA izolasyonu gerceklestirildi. Bunun
icin, her bir 6rnege 200 pl kloroform (Sigma) eklendi ve 30-45 sn vorteks veya
pipetaj yapildi. Hiicreler 5 dk. oda sicakliginda bekletildikten sonra daha dnceden
+4° C’ye kadar sogutulmus 12.000 g’de 15 dk santrifiij edildi. Santrifiijden sonra
iistte kalan temiz s1vi kisim yeni bir tiipe alind1 ve tizerine 0,5 ml 2-propanol (Sigma)
eklendi. Bu asamadan sonra 6rnekler 20 dk. oda sicakliginda bekletildikten sonra
yine +4° C’ye sogultulmus santrifiijjde 12.000 g’de 10 dk santrifiij edildi ve iist faz
atildi. Pellet %75°1ik etanol (Sigma) ile yikandi1 ve tekrar sogutulmus santrifiijde 5
dk. santrifiij edildi. Ust faz atildiktan sonra pellet kurumaya birakildi. Pellet
kuruduktan sonra distile suyla pelletin biiyiikligiine bagli olarak distile suyla
sulandirildi. Elde edilen tiim RNA 6rnekleri, olas1 genomik DNA kontaminasyondan
temizlemek i¢in, RNAse-olmayan DNAse I enzimi (Fermentas) ile 37°C’de 30 dk.
inkiibasyona birakildi. Sonrasinda metal bagimli enzimatik reaksiyonlarin sona
ermesi i¢in yine her bir tiipe 1’er ul 0,5 M EDTA (Fermentas) ilave edildi. 65°C’de
10 dk. inkiibasyona birakildi. RNA izolasyonundan sonra her bir 6rnek i¢in 260 ve
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280 nm UV. Spektrofotometre (NanoDrop, Thermo Scientific) ile RNA miktar1 ve
kalitesi Ol¢iildii. Miktar tayini yapilan RNA’lar agaroz jelde (%1) elektroforez
yontemiyle ayristirilip ethidium bromide (EtBr) ile boyanarak UV kaynagi altinda
gbzlemlendi. Elde edilen tiim RNA 6rnekleri 6X loading dye ile birlikte %1 agarose
jelinde elektroforez yontemiyle ayristirilip ethidium bromide (EtBr) ile boyanarak

UV altinda gozlemlendi.

cDNA Eldesi ve Optimizasyonu: Elde edilen tiim RNA 6rneklerinin cDNA
(komplementer DNA) sentezi i¢in Transcriptor First Strand ¢cDNA Synthesis Kiti
(Roche) ve tiretici firmanin protokolii kullanildi. Sentezlenen cDNA oOrnekleri ile
Cizelge 2.1'de verilen primerlerin kontrolleri polimeraz zincir reaksiyonlar: (PZR)

++

ile test edildi. PZR protokolii olarak bir reaksiyonunda 1x Mg~ olmayan PCR
tamponu (Fermentas), 200 uM dNTP (Fermentas), 1,5 mM MgCI1™", 0,375 iinite Taq
polimeraz (Fermentas), 5 pmol her bir primer ¢ifti ve 2 pul cDNAtemplate olarak
kullanildi. Her bir PZR reaksiyonu toplam 15 pl hacimde hazirlandi. Polimeraz
zincir reaksiyonlari, thermal cycler cihazinda (BioRad, MyCycler) touchdown PZR
profili (Don ve ark 1991) kullanilarak iki agsamada gerceklestirildi. 95°C’de 4 dakika
ile tam bir denatiirasyon saglandiktan sonra I. agsamada 16 dongi i¢in 94°C‘de 30
saniye denatiirasyon, primerlerin ideal baglanma noktasinin saglanmasi icin
60°C‘den baslayarak her bir dongiide 0,5 °C diisiiriilen ve 30 saniye siiren baglanma
ve 72°C’de 60 saniye uzama saglandi. II. asamada 94 °C‘de 30 saniye denatiirasyon,
52°C*de 30 saniye baglanma ve 72°C‘de 60 saniye uzama olacak sekilde toplam 25
dongii kullanildi. Son olarak o6rnekler 72°C’de 10 dakika tutularak tam bir
adenilizasyona olanak saglandi. PZR iiriinleri 6X loading dye ile birlikte %2 Agaroz
jelde elektroforez yontemiyle ayristirilip EtBr ile boyanarak UV kaynagi altinda

gozlemlendi.

Housekeeping Gen Secimi ve Optimizasyonu: Bas-boyun kanserlerinde
hedeflenen genlerin ekspresyon seviyelerinin 0Olglimiinde kullanilacak uygun
housekeeping geni se¢mek i¢in, en sik tercih edilen 7 ayr1 housekeeping genin timor
ve normal dokularda ve hiicre hatlarinda ekspresyon diizeylerine kantitatif olarak
(QRT-PZR) bakildi. Calismada, housekeeping gen olarak 18S rRNA (18S), 28S
rRNA (28S), actin beta (ACTB), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

23



(GAPDH), tubulin alpha 1 (TUBAL), tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-
monooxygenase activation protein (YWHAZ) ve succinate dehydrogenase complex
subunit A (SDHA) kullanildi. Kullanilan primer dizilerine ait bilgiler Cizelge 2.1'de
gosterilmistir. Housekeeping gen calismasi yapilirken Oncelikle elde edilen tiim
cDNA'lardan S'er pl alinarak bir cDNA havuzu olusturuldu. Daha sonra 1, 1/2, 1/4,
1/8 ve 1/16 oranlarinda seri dilusyonlar hazirlanarak tiim genlerin primer etkinligi
belirlendi. Kullanilan gqRT-PZR protokolii; 2XSYBR yesili reaksiyon tamponu 7,5
ul, primer karisimi 0,15 pl (5pmol), cDNA (1/100 sulandirilmis) 3 ul ve dH,0 4,35
ul'den toplam 15 pl olacak sekilde olusturuldu. qRT-PZR reaksiyonlari, real time-
PZR cihaz1 (Roche 480 II) kullanilarak gerceklestirildi. 95 °C’de 10 dakika ile tam
bir denatiirasyon saglandiktan sonra her dongilide optikal okuma yapilan 45 dongii
icin 95 °C‘de 30 saniye denatiirasyon, primerlerin ideal baglanma noktasinin
saglanmasi igin 60°C‘de 30 saniye ve 72°C’de 60 saniye uzama saglandi. Sonrasinda
94°C*‘de 30 saniye denatiirasyon, 52°C*‘de 30 saniye baglanma ve 72 °C‘de 30 saniye
uzama saglandi. Son olarak o6rnekler 60°C’den 95°C'ye her 0,2°C'de optikal okuma
yapan 1 erime 1sis1 dongiisii seklinde gergeklestirildi. Elde edilen veriler uygun
housekeeping gen segimine bagli sekilde, normalizasyonlar1 yapilarak 24" metodu
(Livak ve Schmittgen 2001) kullanilarak analiz edildi.

Hedef Genlerin mRNA Ekspresyonun Optimizasyonu ve Analizi: Elde
edilen cDNA'lar kalip olarak kullanilarak, antikor sira analizi sonrasinda 2 kat ve
tizeri ¢ikan sitokinlerle, ilgili yolaklarda rol alan bazi genlerin (EGFR, PDGFBB,
IGFBP1, PTEN ve AKT) tiimor dokulari ile normal dokulari arasindaki mRNA
ekspresyon seviyeleri, kontrol hiicre hatlar1 da dahil edilerek arastirildi.
Housekeeping gen ¢alismasinda oldugu gibi yine olusturulan cDNA havuzundan 1,
1/2, 1/4, 1/8 ve 1/16 oranlarinda seri dilusyonlar hazirlandi ve genlerin primer
etkinligi belirlendi. Ayn1 qRT-PZR protokolii uygulanarak primer bilgileri Cizelge
2.1’de verilen EGFR, PDGFBB, IGFBP1, PTEN ve AKT genlerinin mRNA
ekspresyonlarinin  optimizasyonlar1  yapildi. Elde edilen veriler GAPDH

-A
2 Ct

housekeeping geni ile normalize edilerek metodu ile analiz edildi.
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Cizelge 2.1 qRT-PZR reaksiyonlarinda kullanilan primerler.

Lokus Dizi PZR Uriin (bp) Referans

18S F:5- ATGCGGCGGCGTTATTCC-3

R:5- GCTATCAATCTGTCAATCCTGTCC-3' 204 Zhang ve ark 2009
285 F.5- CGGGTAAACGGCGGGAGTAAC-3

R:5- TAGGTAGGGACAGTGGGAATCTCG-3 109 ALY
ACTB F.5- TGGCTGGGGTGTIGAAGGTCT -3

R: 5-AGCACGGCATCGTCACCAACT-3' 238 Lallemant ve ark 2009
GAPDH F-5-ATCACCATCTTCCAGGAGCGAGA-3'

R:5- GTCTTCTGGGTGGCAGTGATGG-3' 341 poerboomyve ark 2004
TUBAL F-5- GCCCTACAACTCCATCCTGA 3

R:5- ATGGCTTCATTGTCCACCA-3' 8 Bogaert ve ark 2006
YWHAZ F-5-ATGCAACCAACACATCCTATC -3

R:5- GCATTATTAGCGTGCTGTCTT-3 178 Erkens ve ark 2006
SDHA F:5- AACCGAAGATGGCAAGA -3'

R 5~ CAGGAGATCCAAGGC 3 191 Lallemant ve ark 2009
EGFR F:5- AGGAAGAAGCTTGCTGGTAGC-3 o8 S

R:5- CTCTGGAAGACTTGTGGCTTG-3'
PDGFBB R:5- CGACGATCGAGTCCAATGCTG-3' g Tiari prob (Roche)

F:5- AGGCTACCATGCATCCCTGCTG -3 P
PTEN F5- GGGGAAGTAAGGACCAGAGAC-3 o I

R:5- TCCAGATGATTCTTTAACAGGTAGC-3 P
IGFBP1 F.5- GGGACGCCATCAGTACC -3'

R:5- CCATTTTTTGATGTTGGTGAC-3 62 Luve ark 2013
AKT F.5-TCTATGGCGCTGAGATTGTG-3

R:5-CTTAATGTGCCCGTCCTTGT-3 116 Ll e

2.3.2. Protein Ekspresyon Analizi

mRNA seviyesinde gozlenen degisikleri dogrulamak igin western blot
yontemi ile hedef genlerin protein analizi gerceklestirildi. Bunun i¢in oncelikle

protein izolasyonu ve western blot tekniginin optimizasyonu gergeklestirildi.

Protein izolasyonu: Antikor sira analizi sonucunda 2 kat ve iizeri bulunan
sitokinlerin hiicre yiizey reseptorlerinin ve ilgili yolaktaki PTEN ve AKT
proteinlerinin, protein ve fosfo-protein seviyelerini tespit etmek i¢in western blot
analizi yapildi. Bunun icin Oncelikle hastalardan alinan dokularmn ve pozitif ve
negatif kontrolleri olusturacak hiicre hatlariinin protein izolasyonlar1 ticari kit
(Abcam) kullanilarak izole edildi. Protein izolasyonlari igin drnekler buz {izerine
alindi. 100 mg agirhgindaki doku drnekleri iizerine kit icerisinden temin edilen 1 ml
ekstraksiyon tamponu, 2 ul Proteaz/Fosfataz inhibitérii ve 2 pul 1 M DTT
(Dithiothreitol)' den hazirlanan izolasyon karisimindan 100’er pl eklendi ve bistiiri

ile dokular kii¢iik parcalara ayrildi. Hiicre kiiltiirlerinden protein izolasyonu i¢in; T25
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hiicre flaski %80-90 yogunluga geldiginde (yaklasik olarak 1x10° hiicre) hiicre
pelleti tizeri 2 ml HBSS (Hank's Balanced Salt Solution, Gibco) karisimi eklenerek
hiicreler flasktan kazindi. Bu asamadan sonra hiicreler 15.000 rpm’de 5 dk. santrifiyj
edildi. Ust fazlari atildi ve {izerine 100 pl dokularda kullanilan izolasyon
karisimindan eklendi. Bu asamadan sonra hem hiicre kiiltiirleri hem de doku
orneklerinin protein izolasyonunda ayni protokol birlikte uygulandi. Izolasyon
karisimi  eklenen hiicreler 10 dk. buz {lizerinde bekletildi. Sonrasinda kisa
vortekslemenin (5 sn.) ardindan maksimum devirde 3 dk. santrifiij edildi. Ust faz
alinarak bir bagka 1,5 ml’lik tiipe aktarildi. Protein izolasyonundan sonra her bir
Ornegin total miktar tayini boya baglama esasina dayanan Bradford yontemi ile ticari
kit (Abcam) kullanilarak yapildi. Bu yontem igin gerekli kalibrasyon egrisinin
cizilmesi icin standart olarak saf BSA (Bovine Serum Albumin) kullanildi. Ol¢iimii
yapilacak tiim standartlar ve 6rnekler iki seri halinde hazirlandi. Protein standartlari
Cizelge 2.2°deki gibi dilusyonlar seklinde hazirlandi. Bu dilue edilmis standartlardan
10°ar pul dublike olacak sekilde 96°Iik okuma kuyularina yiiklendi. Ornekler ise 1/30,
1/50 ve 1/100 seklinde dilue edildi ve yine ayni sekilde 10’ar pl 96’lik kuyulara
yiiklendi. Kit igerisinden temin edilen ve Comassie blue-G boyasi igeren protein
analiz karisimindan, protein standartlar1 ve 6rnekler bulunan kuyucuklara 100’er ul
ilave edildi. 5 dk. oda 1sisinda inkiibe edildi. Olgiimler spektrofotometre cihazi

(Biotek, PowerWave HT) ile OD 595420 nm’ de yapildi.

Cizelge 2.2 Protein konsantrasyonlarinin seri diliisyonlari.

No Standart (ul) [H,O (ul) BSA (ng/10ul)
0 0 50 0

1 5 45 1

2 10 40 2

3 15 35 3

4 20 30 4

5 25 25 5
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Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve
Western Blot Optimizasyonu: Protein ve fosfo-protein  seviyelerinin
belirlenmesinden once SDS-PAGE ve western blot'in diger asamalari adim adim
optimize edildi. Bunun icin oncelikle SDS-PAGE optimize edildi. Protein
izolasyonundan elde edilen proteinler, protein yiikleme tamponu iiretici firmanin
(Abcam) protokoliine gore hazirlandi ve ilave edildiginde son konsantrasyonlar: 50
ug olacak sekilde ayarlandi. 5 dk. 90°C'de inkiibe edildi. Separating (ayirma) ve
stacking (yiikleme) olmak ftizere iki ayr1 jel karisimi hazirlandi. Proteinlerin
molekiiler agirliklarina gore ylizdeleri ayarlanan ayirma jelinin miktarlar1 Cizelge

2.3’te; ylikleme jelinin miktarlari ise Cizelge 2.4’te verilmistir.

Cizelge 2.3. Ayirma jeli miktarlari.

Ayirma jeli
K Farkh (%) akrilamid jeller icin
arsim miktarlar (ml)
%8.5 %10.0 %12.5
H,O 3,50 3,10 2,50
%30’ luk akrilamid karigmm 2,00 2,4 3,00
Ayirici jel tamponu (4x) 1,90 1,90 1,90
%10 Amonyum persiilfat (APS)| 112 ul 112 112
TEMED S5ul Sul S5ul
Cizelge 2.4. Yiikleme jeli miktarlari.
%35’lik Yiikleme jeli
Karisim Miktar ()
H,O 1000
%30’luk akrilamid karismm 300
Yikleme jeli tamponu (4x) 444
%10 APS 28
TEMED 5

Oncelikle ayiric1 jel bilesenleri TEMED (Tetramethylethylenediamine) ve
APS (Amonyum persiilfat) hari¢ sirasiyla eklendi. Manyetik karistiricida 2 dk.
karistirildi. TEMED ve APS akrilamid ve bisakrilamid arasinda polimerizasyonu
baslattig1 i¢in jel dokiilmeden hemen Once eklenerek jelin 3/4'liik kismina hizli bir
sekilde dokiildii. Ardindan iist kisimda olusan hava kabarciklarini diizlestirmek
amactyla isopropil alkol eklendi. 5 dk. beklendi ve sonrasinda kurutma kagidi ile iist
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kisimdaki alkol geri alindi. Daha sonra yiiriitme jeli yine ayni sekilde TEMED ve
APS harig sirasiyla eklendi. TEMED ve APS de eklenerek jel karigimi kasetin iist
kisminda kalan 1/4°‘liikk bolime dokiildii. Taraklar takilarak kuyucuklarin olusmasi
saglandi. Yiriitme jelin polimerize oldugu gozlendikten sonra kullanilmak {izere
hava almayacak sekilde sarilarak +4°C'ye kaldirildi. Her Ornekten 50 pg total
protein %4-12 oranlar1 arasinda degisen SDS-PAGE mini jeline (10X10 cm)
yiiklendi. 5 ul protein belirteci (Abcam) yiiklenerek 80 volt sabit hizda elektroforez
buffer i¢inde (3 gr Tris-Base, 14.4 g Glisin, 1 gr SDS, 1 L dH,0) yiiriitiildi. SDS-
PAGE jeli boyanmasi i¢in; dH»O i¢inde 5 dk siire bekletildi ve dH,O dokiilerek 100
ml fiksatif karisimi igerisinde (metanol-glasiyal asetik asit-dH,O 5:1:4) 1 saat
boyunca calkalayicida fikse edildi. dH,O iginde 5 dk. tekrar bekletildi ve 1x
Coomassie Brilliant Blue karisiminda 1 saat boyunca boyandi. Tekrar dH,O'da 5
dakika bekletildi ve ardindan yikama karisiminda (metanol-glasiyal asetik asit-dH,O
4:1:5) bantlar net goriiliinceye kadar yikama yapildi. SDS-PAGE jeli uzun siire
saklamak igin %5 glasiyal asetik asit karisiminda bekletildikten sonra +4°C' ye
kaldirildi.

Hedef Proteinlerin Western Blot ile Analizi: Yiiriitme islemi sonrasi
nitroseliiloz membran transfer tamponu (Thermo, USA) igerisine alindi. Blotlamada
kullanilan filtre kagitlar1 (Bio-Rad) transfer tamponu igerisinde 1slatildi. Blotlama
cihazina (Bio-Rad Trans Turbo, 170-4155) yerlestirildi ve protein biiyiikliigiine gore
degisen akim (1,3-2,5 A) ve siirede (7-15 dk.) blotlamaya tabi tutuldu. Siire sonunda
membran TBS (Tris Buffered Saline) tamponu (50 mMol Tris-HCI, 150 mMol NaCl
pH 7,6) icerisine alind1 ve karistiricida 10 dk. ¢alkalandi. TBS tamponu dokiilerek
yerine bloklama tamponu (1XTBS 10 ml, %0,1 Tween-20, %5 yagsiz siit tozu)
eklendi ve 1 saat siireyle karistiricida ¢alkalandi. Siire sonunda bloklama tamponu
dokiildii ve TBS/Tween-20 tamponunda 3 kez 5’er dk. yikandi. Birincil antikor (Cell
signaling), dilusyon tamponu (1XTBS 10 ml, %0,1 Tween-20, %5 BSA ve birincil
antikor iginde 1/1000 konsantrasyonda hazirlandi ve bir gece siireyle +4°C’de
karistiricida bekletildi. Siire sonunda birincil antikorlar alinarak membran iizerine
TBS/T tamponu eklendi. TBS/T tamponunda 3 kez 5’er dk. karigtiricida galkalandi
ve yikandi. Bu siire zarfinda ikincil antikor (Cell signaling) diliisyon tamponu

(1XTBS) 10 ml, % 0,1 Tween-20, %5 BSA gr, 1/500 konsantrasyonda ikincil antikor
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hazirland1 ve membran iizerine eklenerek 1 saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonras1 ikincil tamponda alinarak yine aymi sekilde membran 3 kez TBS/T
tamponunda yikandi. Proteinlerin belirlenmesi i¢in gelistirme tamponu (20X

LumiGLO ve 20X Peroxide) hazirlandi ve 1dk. siireyle membrana muamele edildi.

Stire sonunda membran kemiluminesans goriintiileme sistemi (Fusion FX
Vilber Lourmat) ile goriintiilendi. Datalarin kantitatif analizleri Bio-1D++

(Ver.11.11) programi ile yapildi.

Protein fosforilasyonu sinyal iletiminde en yaygin olan post-translasyonel
modifikasyon islemidir. Her protein en az bir olmak iizere birden ¢ok bolgeden
fosforillenir. Bu nedenle ¢alismada segilen proteinlerin en ¢ok fosforillenen bolgeleri
olan Thr, Ser ve Tyr bolgelerinin fosforilasyon durumlari incelendi. Kullanilan

birincil ve ikincil antikorlar Cizelge 2.3'te verilmistir.

Cizelge 2.5. Western blot ¢aligmalarinda kullanilan antikorlar.
Ikincil antikor olarak kullanilan anti-rabbit antikorlari, birincil antikor Kkitleri
icerisinden temin edilmistir.

Birincil Antikorlar Firma Katalog no Molekiiler agirhk
EGF Reseptor Cell Signaling #9922 175
Fosfo-EGF Reseptor (Tyr992) Cell Signaling #9922 175
Fosfo-EGF Reseptor (Tyr1068) Cell Signaling #9922 175
Fosfo-EGF Reseptor (Tyr1045) Cell Signaling #9922 175
Insiilin Reseptor B Cell Signaling #8338 95
IGF-1 Reseptor B Cell Signaling #8338 95
Fosfo IGF-1 Reseptor B (Tyrl 135 Cell Signaling #8338 95
Fosfo IGF-1 Reseptor B (Tyr1131 Cell Signaling #8338 95
Fosfo IGF-1 Reseptor B (Tyr980) Cell Signaling #8338 95
Fosfo IGF-1 Reseptor 3 (Tyr1135
/1136) /Insiilin Reseptor B Cell Signaling #8338 95
(Tyr1150/1151)
PDGF Reseptor Cell Signaling #9970 190
Fosfo PDGF Receptor B (Tyr740) Cell Signaling #9970 190
Fosfo PDGF Receptor B (Tyr751) Cell Signaling #9970 190
Fosfo PDGF Receptor B (Tyr771) Cell Signaling #9970 190
Fosfo PDGF Receptor B (Tyr1009 Cell Signaling #9970 190
Fosfo PDGF Receptor B (Tyr1021 Cell Signaling #9970 190
PTEN Cell Signaling #9188 54
Fosfo PTEN (Ser380/Thr382/383 Cell Signaling #9549 54
AKT Cell Signaling #4685 60
Fosfo AKT (Serd73) Cell Signaling #4060 60
GAPDH Cell Signaling #5174 37
Ikincil Antikorlar
Anti-rabbit | Cell Signaling - -
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2.4. Istatistiksel Analizler

Antikor sira analizinde, analiz sonrasi elde edilen spotlarin goériintiilerinin
analizi bilgisayar destekli (Koadaarray® 2.6 yazilimi) bir sistem kullanilarak
oOl¢iildii. Her bir sitokinin rolatif ekspresyon diizeyi, hem spottaki pikselin ortalama
degeri=SD hem de programin (Koadarray) algoritmasi tarafindan her noktaya 0 ile
100 arasinda verilen giiven aralig1 ile hesaplandi. Giiven araligi, spotun keskinligi,
yogunlugu ve homojenligi gibi c¢esitli parametrelere dayandi. 50 = (SD) ve iizeri

olanlar giivenilir kabul edildi. Kat artis1 2 ve iizeri olanlar anlamli olarak alindi.

gRT-PZR analizinde, housekeeping gen se¢iminde GeNorm (Vandesompele
ve ark. 2002) ve NormFinder (Andersen ve ark 2004) metodlar1 uygulandi. Bu
metodlar belirli bir 6rnek panelinde aday housekeeping genlerin en kararli olanini
belirlemek i¢in en sik kullanilan 2 metoddur. Normalizasyon amaciyla, ¢esitli doku
ve hiicre tiplerinde ekspresyon diizeyi en az degisim gosteren housekeeping genler
kullanilmaktadir. Analizde GAPDH degerleri normalizasyon amaci ile kullanildi.
Timorli, normal ve hiicre hatlarindan elde edilen veriler Minitab.v14.13
programinda Kruskal-Wallis ve ANOVA testlerinin yardimiyla yapildi. P degeri

965'in altinda olan farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi.

Western blot analiz sonuglarinin analizinde ise protein ve fosfo-protein
diizeyleri GAPDH antikoru diizeyine gore Bio-1D++ (Ver.11.11) programi ile
normalize edildi. Cikan degerlerin grafikleri GraphPad Prism® V.5.00 (GraphPad
software, deneme siiriimii) programi kullanilarak gergeklestirildi. P degeri %5'in

altinda olan farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi.

30



3. BULGULAR

Calismaya bas boyun skuamoz hiicre karsinoma tanist alan yaslar1 34-83
(63,15+1,2) arasinda degisen 12 erkek ve 4 bayan hasta dahil edilmistir. Hastalara ve

kontrollere ait klinik bilgiler Cizelge 3.1°de verilmektedir.

Cizelge 3.1 Bas-boyun skuamoz hiicre kanserli hastalara ait klinik ve saglikli
kontrollere ait yas/cinsiyet bilgileri.

No Grup | Yas / Cinsiyet| Tiimér Lokalizasyonu TNM Tiimor Evresi
1 Hasta 67/E Larinks T2NOMO 2
2 Hasta 57/E Larinks T2NOMO 2
3 Hasta 66/E Larinks T3NOMO 3
4 Hasta 56/E Larinks T2N1MO 3
5 Hasta 59/E Larinks T4N1IMO 4
6 Hasta 83/E Larinks T4NOMO 4
7 Hasta 62/E Larinks T4N2MO 4
8 Hasta 49/E Larinks T4NOMO 4
9 Hasta 44/E Larinks T4N2MO 4

10 Hasta 82/K Larinks T2N1MO 4

11 Hasta 34/E Dil T2NOMO 2

12 Hasta 52/K Dil T2NOMO 2

13 Hasta 60/E Dil T2NOMO 2

14 Hasta 59/K Dil T2NOMO 2

15 Hasta 73IE Dil T4NOMO 4

16 Hasta 67/K Dil T3N2MO 4

17 Kontrol 53/E - - -

18 Kontrol 58/E - - -

19 Kontrol 61/K - - -

20 Kontrol 55/K - - -

3.1. Antikor Sira Analizi

Antikor sira  analizi  sonucunda membrandaki spot  goriintiileri
kemoluminesans goriintiileme sistemi ile goriintiilendi (Sekil 3.1). Membran spot
goriintiilerinde bulunan sitokinlerin yer tayini Ray-Bio insan sitokin antikor sira
analizi 5 haritasina gore yapildi (Sekil 3.2). Bu goriintiiler Koadarray (Koada
technology 2.7.9, UK) otomatize mikrosira ve kantitasyon analiz sistemi ile

istatiktiksel olarak degerlendirildi. Kat artis1 2 ve iizeri olanlar anlamli olarak kabul
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edildi. Koadarray sonucu hasta ve kontrollerin ortalama degerleri ve kat artis oranlari
Ek-C'de, bu oranlarin veri grafigi ise Sekil 3.3’te verildi.

A
O EGF Kontrol 1 Kontrol 2
Oﬁﬁf-.’..... - ?. ..... 3 :.
Omes 8 g4 : O L eSS icel
TE FEE 5. » . L e
- - .- - - - °.":. ..';
Hastal Hasta2 Hasta3
i i4 DR SR THN L 11 . ' seen . .
TR TR = @ sy
'...@";'@?2 @ 5. ¥OF 1550 C—?i
® + O 8 » :. p . » D I Y ::. 0:0 "
bl & .". o‘.:. ..:; .o- - - ..2.
Hastad z Hasta S Hastaé
.000. - :....-.. - .e. ??.... - :.
§e = e < « o & % s .2 o 9 & a8 = -
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5 S £ sele & & sade . i .02;
B
o Kontrol 3
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O 16FBP-1 :Q @b 3
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Sekil 3.1 Birinci (A) ve ikinci (B) grup antikor sira analizi sonuglari.
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8

A B C D E F G H | J K
Pos Pos Pos Pos Neg Neg | ENA-78 | GCSF [GM-CSFf GRO | GRO=
1-309 -1 IL-1p IL-2 IL-3 IL-4 IL-5 L6 | IL7 IL-8 IL-10
IL-12 pd0p70 IL-13 IL-15 [FN-y MCP-1 MCP-2 | MCP-3 [ MCSF | MDC | MIG MIP-1p
MIP-15 RANTES SCF SDF-1 TARC TGF-p1 | TNFa | TNFB | EGF | IGF | Angiogenin
Oncostain M~ { Thrombopoietin VEGF PDGF-BB|  Leptin BONF BLC [Ckp 81| Ectaxin| Eotaxin-2 | Ectaxin-3
FGF4 FGF-6 FGF-7 FGF-9 | Fit-3 Ligand | Fractalkine| GCP-2 | GDNF | HGF | IGFBP-1| IGFBP-2
IGFBP-3 |GFBP-4 IL-16 IP-10 LIF LIGHT | MCP4 | MF [MP-3a| NAP-2 NT-3
NT4 Osteopontin | Osteoprotegerin| PARC PIGF | TGF-p2 |TGF-p3| TIMP-1] TIMP-2|  Pos Pos
Sekil 3.2 Membranda bulunan insan sitokin antikor sira analizi haritasi.
Not 1: GRO; CXCL1, CXCL2 ve CXCL3’ili; GRO-a ise sadece CXCLI1 tespit eder.
Not 2: IL-12 p40p70; hem IL-12 p40 hem de IL-12 p70’ i tespit eder.
Not 3: TGF-B1 sadece aktif formudur.
Not 4: VEGF; VEGF-165 ve VEGF-121’1 de tespit eder.
61
—
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Sitokinler

Sekil 3.3 Antikor sira analizi sonucu.

Ek-C’ te verilen sonuglara gore evrelemeler dikkate alinmadan yapilan analiz

sonucunda 2 kat ve lizeri artis gOsteren sitokinlerin kat artiglar1 Cizelge 3.2.°de

verilmistir.
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Cizelge 3.2 Antikor sira analizi sonrasi anlamli bulunan sitokinler ve kat artis
miktarlari.

Sitokin | Artis Miktan
EGF 5,04
IGF-1 2,72
PDGF-BB 2,61
IGFBP-1 2,30

Erken evre ve ileri evre kanserli hasta gruplari ayr1 ayri ele alinarak yapilan
analiz sonucu ek-D'de verildi. EK-D'ye gore ileri evre hastalarda EGF (5,04), IGF-1
(2,72), PDGF-BB (2,61) ve IGFBP-1 (2,30)’e ilaveten bazi interlokin ve diger
sitokinlerin artig gosterdigi goriildii. Artis gosteren bu sitokinler ise; 1-309, IL-4, IL-
7, 1L-8, IL-13, IL-15, MCP-1, MCP-2, MDC, TARC, TGF-beta 1 ve FGF-6 oldu.

3.2. SCCL-MT1 ve HEK-293 Hiicrelerinin Kiiltiirii ve Dondurulmasi

Bas-boyun skuaméz kanserine ait hiicre hattt SCCL-MT1 ve kontrol hiicre
hattt HEK-293'"lin kiiltiirleri (Sekil 3.4) yapildi. Kiiltiire edilen hiicreler total RNA ve
protein izolasyonlari i¢in optimize edildikten sonra -80°C’ye kaldirildi. Daha uzun
stireli muhafaza etmek amaciyla -80°C’ye konulduktan 48 saat sonra sivi azota
aktarildi.
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Sekil 3.4 SCCL-MT1 (A) ve HEK-293 (B) hiicre hatlarina ait hiicre kiiltiirlerinin
gorilntiisii (20X).

3.3. Gen ekspresyon analizleri

Gen ekspresyon analizlerinin optimizasyonlar1 6nce izole edilen RNA'lardan
MRNA seviyesinde, sonrasinda ise protein izolasyonlari yapilarak protein

seviyesinde gergeklestirildi.
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3.3.1. mRNA ekspresyon analizleri

MRNA ekspresyon analizleri, orneklerin RNA izolasyonlari ve cDNA
eldeleri yapildiktan sonra housekeeping gen secimi ve hedef genlerin ekspresyon
analizleri olmak tizere iki agsamada gergeklestirildi.

Doku ve Hiicre Hatlarindan RNA Izolasyonu: Doku 6rneklerinden ve hiicre
kiiltirlerinden trizol yontemi ile arastirmada kullanilabilecek kalitede tiim RNA'lar
elde edildi. Dolayisiyla beklenen 18S ve 28S ribosomal RNA bantlar1 gozlendi ve
herhangi bir degredasyona rastlanmadi (Sekil 3.5). Ancak RNA orneklerinde az
miktarda da olsa genomik DNA kontaminasyonu olabileceginden; bu problemin
Onitine gegmek amaciyla RNA o6rnekleri DNAse-I enzimi (Fermentas) ile muamele

edilerek genomik DNA’nin eliminasyonu saglandi.

I8S RNA

1kb —

IRS RNA

500 bp —

Sekil 3.5 %1 lik agaroz jelde yiiriitiilmiis RNA 6rnekleri (M: DNA Marker,
T: Timor, N: Normal, kb: Kilobaz, bp: Baz pair).

CDNA eldesi ve optimizasyonu: Sentezlenen cDNA 6rneklerinin kalitesi ¢alismada
kullanilan tiim genler (18S, 28S, ACTB, GAPDH, PDGFRB, TUBA1, YWHAZ,
SDHA, EGFR, PTEN ve IGFBP1) kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
ile test edildi. Gen firtinleri %2'lik agaroz jelde yiiriitiildi ve ethidium bromide (EtBr)
ile boyanarak UV altinda degerlendirildi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 Klasik PZR bulgulariin %2’lik agaroz jel goriintiisii (M: DNA
Marker).

Housekeeping gen secimi ve optimizasyonu: Uygun housekeeping gen segiminde
ve devamindaki gen ekspresyon calismasinda kullanilan amplifikasyon egrileri ve bu

egriler kullanilarak ¢izilen standart egri EK-E'de verilmistir.

Housekeeping gen ¢aligsmasi istatistikleri yapilirken GeNorm ve NormFinder
metodlart kullanildi. GeNorm sonuglarina gore; kullanilan housekeeping genlerin
timiiniin ekspresyon diizeyleri stabildi. En stabil genler; GAPDH (M=0,028) ve
ACTB (M=0,028). En az stabil genler; 28S (M= 0,125) ve YWHAZ (M=0,095)
olarak gozlendi. NormFinder sonuglarina gore ise; yine bu kullanilan housekeeping
genlerin tiimiiniin ekspresyon diizeyleri stabildi. En stabil genler;, GAPDH (M=
0,176) ve ACTB (M= 0,184), en az stabil genler; YWHAZ (M= 0,908) ve 28S (M=
0,658) olarak tespit edilmistir. En iyi iki gen kombinasyonu ise GAPDH ve
ACTB’ydi ve onlarin stabilite degerleri 0,127 olarak tespit edildi.

En stabil housekeeping gen se¢iminde kullanilan GeNorm ve NormFinder
metodlar1 sonucu elde edilen veriler koreledir. Her iki analizde de ¢ikan sonuglara
gore GAPDH ve ACTB normalizasyonda kullanmaya uygun iki housekeeping gen
olarak tespit edildi. Aday housekeeping genlerin ortalama ekspresyon stabilite

degerleri Sekil 3.7’de sunulmustur.
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Sekil 3.7 GeNorm and NormFinder metodlarina gore aday housekeeping genlerin
ortalama ekspresyon stabilite degerleri.

Hedef Genlerin mRNA Ekspresyounun Optimizasyonu ve Analizi:
Uygun housekeeping gen sec¢imi yapildiktan sonra antikor sira analizi sonucunda
anlamli bulunan ve ilgili yolaklarda rol alan bazi genlerin (EGFR, PDGFRB,
IGFBP1, PTEN ve AKT) qRT-PZR ile tiimor-normal dokularda ve hiicre hatlarinda
ekspresyon diizeylerine bakildi. Ekspresyon diizeyleri incelen bu genlerin qRT-PZR
amplifikasyon egrileri EK-F'de, bakilan parametreler ve p degerleri ise Cizelge 3.3 'te

verilmistir.
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Cizelge 3.3. Solid dokulardaki gen ekspresyon seviyelerinin gruplar arasindaki
istatistik analizleri.

Kiyaslama yapilmasi i¢in gruplar su sekilde olusturuldu; timér lokalizasyonu
(larinks, dil, larinks+dil), cinsiyet ve tlimoriin evresi (-:Calismaya alinan larinksli
bireylerin hepsi ayni cinsiyete sahip oldugundan analiz yapilmadi. EE: Erken Evre,
IE: ileri Evre)

Gen Tiimor Doku Tiirii Cinsiyet Tiimor l:ﬂvresi

Lokalizasyonu | (Tiimér/Normal) | (Kadin/Erkek) (EE/IE)

Larinks p=0,102 - p=0,647

EGFR |Dil p=0,715 p=0,773 p=0,252
Larinks + Dil p=0,330 - p=0,254

Larinks p=0,002 - p=0,259

PDGFBB |Dil p=0,361 p=0,909 p=0,071
Larinks + Dil p=0,006 - p=0,825

Larinks p=0,624 - p=0,048

IGFBP1 |Dil p=1,000 p=0,472 p=0,207
Larinks + Dil p=0,576 - p=0,010

Larinks p=0,041 - p=0,709

PTEN |Dil p=0,006 p=0,080 p=0,178
Larinks + Dil p>0,001 - p=0,085

Larinks p=0,524 - p=0,368

AKT |Dil p=0,503 p=0,204 p=0,174
Larinks + Dil p=0,512 - p=0,481

Cizelge 3.3 'teki bulgulara gore; tiim timor ve normal dokular (larinks+dil)
ile gen ekspresyonlar1 arasindaki iligki incelendigine PDGFBB (p=0,006) ve PTEN
(p>0,001) gen ekspresyonlart istatistiksel olarak anlamli bulundu. Timor
lokalizasyonuna goére sadece larinkse ait timor ve normal dokulardaki gen
ekspresyonlari incelendiginde; yine PDGFBB (p=0,002) ve PTEN (p=0,041) gen
ekpresyonlar1 istatistiksel olarak anlamli iken, sadece dile ait tiimoér ve normal
dokular karsilastirildiginda ise sadece PTEN (p=0,006) gen ekspresyonu istatistiksel
olarak anlamliyd. incelenen genler ve cinsiyetler arasindaki farkliliklar istaistiksel
olarak anlamli degildi. Tiimorlerin evresi ile gen ekspresyonlari arasindaki iligki
incelendiginde IGFBP1 (p=0,048) geni ile larinks kanseri evreleri ve tim timor
dokular1 (larinks+dil) (p=0,010) evreleri arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamliydi.
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Cizelge 3.4 Kanser hiicre kiiltiirii ile normal dokular ve tiimorlii dokular ile normal
hiicre kiiltliri arasindaki gen ekspresyon seviyelerinin kat artis1 ve azalis1 yoniinden
karsilastirilmasi.

SCCL-MT1/ |Tiimorlii Dokular /
Normal Dokular HEK-293
EGFR 2,7 kat artma 3,3 kat artma
PDGFBB| 1,6 katartma 0,8 kat artma
IGFBP 1,7 kat artma 3,3 kat artma
PTEN 3,75 kat azalma 15 kat azalma
AKT 1,2 kat artma 1,4 kat artma

Gen

Cizelge 3.4. 'deki bulgulara gore; tiimor hiicre hattt (SCCL-MT1) ve normal
dokular arasindaki gen ekspresyon seviyeleri incelendiginde, tiimdr hiicre hattinda
normal dokulara gére EGFR (2,7 kat artma), PDGFBB (1,6 kat artma), IGFBP (1,7
kat artma) ve AKT (1,2 kat artma) gen ekspresyonlarinda artis goriildii. PTEN
geninde ise 3,75 kat bir azalma oldugu goriildii. Aynmi1 sekilde tiimdrlii dokularin
normal hiicre hatti (HEK-293) ile gen ekspresyonlari arasindaki degisimler
incelendiginde ise; EGFR (3,3 kat artma), PDGFBB (0,8 kat artma), IGFBP (3,3
kat artma) ve AKT (1,4 kat artma) gen ekspresyonlarinda artis goriildii. PTEN
geninde ise 15 kat azalma oldugu goriildii. Bu sonuglara gore en fazla gen

ekspresyon degisimlerinin EGFR, PTEN ve IGFBP1 genlerinde oldugu belirlendi.

39



Cizelge 3.5 BBSHK'li hastalarin dokularindaki gen ekspresyon seviyelerinin kat
artist ve azalisi yoniinden karsilastirilmasi.

Gen Timor Doku Tiirii Tﬁmﬁr Evresi
Lokalizasyonu| (Tiimér/Normal) (IE/EE)

Larinks 1,07 kat artma 0,92 kat artma

EGFR |Dil 1,22 kat artma 0,61 kat artma
Larinks + DIl 1,13 kat artma 0,79 kat artma

Larinks 3,21 kat artma 0,51 kat artma
PDGFBB|Dil 2,83 kat artma 2,89 kat artma
Larinks + Dil 3,09 kat artma 1,18 kat artma

Larinks 3,81 kat artma 2,17 kat artma

IGFBP1 |DiIl 0,14 kat artma 3,01 kat artma
Larinks + DIl 1,68 kat artma 3,63 kat artma
Larinks 4,8 kat azalma 1,91 kat azalma
PTEN |Dil 3,4 kat azalma 1,62 kat azalma
Larinks + Dil 4 Kkat azalma 1,84 kat azalma

Larinks 0,5 kat artma 0,2 kat artma

AKT |[Dil 0,34 kat artma 0,4 kat artma
Larinks + DIl 0,43 kat artma 0,34 kat artma

Cizelge 3.5 'teki bulgulara gore; en fazla gen ekspresyon degisimlerinin
PDGFBB, IGFBP1 ve PTEN genlerinde oldugu belirlendi.

3.3.2. Protein ekspresyon analizi

Hedef proteinlerin ve bu proteinlere ait farkli bolgelerin fosfo-protein

diizeylerinin analizinde ilk olarak 6rneklerden protein izolasyonlari, sonrasinda SDS-

PAGE ile jelde yiiriitme ve western blot analizleri yapildi.

Protein izolasyonu: Western

blot

caligmasinda

kullanilacak

olan

proteinlerin izolasyonlar1 yapildi. Bradford yontemi ile 5 mg/ml BSA'dan seri

dilusyonlar hazirlanarak standart egri olusturuldu (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 BSA diliisyonlari.

Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve
Western Blot optimizasyonu: Solid doku ve hiicre kiiltiirii 6rneklerinden izole
edilen proteinler ¢aligmada kullanilmak tizere 50 pg olacak sekilde esitlendi ve SDS-

PAGE yiiklendi. Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra jel comassie brilliant blue ile

boyandi ve goriintiilendi (Sekil 3.9).

SCCL-MT1 HEK-293 T N

Sekil 3.9 SDS-PAGE jel goriintiisii.

Hedef Proteinlerin Western Blot ile Analizi: Antikor sira analizi sonucunda
anlaml ¢ikan sitokinlerin hiicre yiizey reseptdrlerinin ve bu sitokinlerle etkilesimde

oldugu diisiiniilen baz1 proteinlerin western blot teknigi ile hem protein hem de fosfo
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protein seviyeleri incelendi. Hedeflenen proteinlerin en fazla fosforillendigi bolgeler
secildi ve analiz edildi. Analiz sonucunda bazi fosfo-proteinlerde (Fosfo-EGF
Reseptor (Tyr992), Fosfo-EGF Reseptor (Tyr1045), Fosfo IGF-1 Reseptor B
(Tyr1135), Fosfo IGF-1 Reseptor B (Tyrl1131), Fosfo IGF-1 Reseptor B (Tyrl1135
/1136) /insiilin Reseptor B (Tyr1150/1151), Fosfo PDGF Receptor B (Tyr740), Fosfo
PDGF Receptor B (Tyr771), Fosfo PDGF Receptor f (Tyr1009), Fosfo PDGF
Receptor B (Tyr1021) bant gozlenmemistir. Bant gbzlenen protein ve fosfo-proteinler
asagida verilmistir (Sekil 3.10— Sekil 3.11).
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Sekil 3.10 EGFR — pEGFR (A), IGF-IR — pIGF-IR (B), PDGFRB — pPGDFRB (C),
PTEN — pPTEN (D), AKT — pAKT (E) western-blot analizi sonuglar1. (1E: Ileri evre,
EE: Erken evre, N: Normal, T: Tiimor, kD: kilodalton).
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Sekil 3.11 HEK-293, SCCL-MT1 hiicre hatlar1 ve normal-tiimor dokularina ait
fosforile olmayan (A, C) ve fosforile (B, D) proteinlerinin western blot protein
diizeyi sonuglar1. Grafik 3.2°de verilen protein analizi sonuglarina gore; Bas-boyun
kanseri hiicre hattt SCCL-MT1'de EGFR, IGF-IR ve AKT protein diizeyleri kontrol
olarak kullandigimiz hiicre hatti olan HEK-293'e gore daha fazladir. EGFR
(p=0,018) ve IGF-IR'de (p=0,019) bu farklilik istatistiksel olarak anlamlidir. PTEN
protein diizeyi ise kontrol hiicre hatti olan HEK-293'te SCCL-MTl1'e gore daha
fazladir ve bu diizey istatistiksel olarak anlamhidir (p= 0,028). (A). Bu proteinlerin
fosforile durumundaki diizeyleri ise SCCL-MT1'de pEGFR, pIGF-IR ve pPDGFRB
protein diizeyleri HEK-293'e gore daha fazladir. pEGFR (p=0,019) ve IGF-IR'de
(p=0,039) bu farklilik istatistiksel olarak anlamlidir. Ayni sekilde pPTEN diizeyi de
HEK-293'te daha fazladir ve bu diizey istatistiksel olarak anlamhidir (p= 0,011) (B).
Tiimorli dokulardaki EGFR, IGF-IR, IR-B, PDGFRB ve AKT protein diizeyleri
normal dokulardaki protein diizeylerinden daha fazla iken, sadece IGF-IR ve
PDGFRB'de istatistiksel olarak anlamlidir. PTEN protein seviyesi ise tiimorli
dokularda normal dokulara gore azalmistir (C). Fosforillenmis protein seviyeleri ise
tiimor dokularinda pEGFR, pIGF-IR/IR ve pPDGFRB reseptorlerinde daha fazladir.
Bu farkliik pEGFR (p=0,027) ve pPDGFRB'de (p=0,049) istatistiksel olarak
anlamlidir. Ayni sekilde pPTEN’de normal dokularda daha fazladir (D).
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4. TARTISMA

Bas-boyun kanserleri (BBK), genel olarak heterojen bir yap1 gosteren agresif
bir tiimdr grubudur. Bu kanserlerin yaklasik %90’ 1indan fazlasini skuamoz epitelden
koken alan bas-boyun skuamoz hiicre karsinomalar1 (BBSHK) olusturur. Sigara ve
asir1 alkol kullanimi1 BBSHK'lerinin primer risk faktorleri arasinda gosterilmektedir.
Bunlara ilaveten HPV ile infeksiyon, genetik ve epigenetik degisikliklerin de
BBSHK 'lerinin etiyolojisinde 6énemli rol oynadig: bildirilmektedir (Worsham ve ark
2006, Chaturvedi ve ark 2008, Chaturvedi ve ark 2013).

BBSHK'lerinin heterojen olusu ve olusumunda birgok faktoriin birden yer
almasi1 hastaligin teshis ve tedavisinde giigliiklere neden olmaktadir. Bu nedenle
BBSHK’li hastalarin yalnizca tgte biri erken evrede teshis edilebilmektedir.
BBSHK'li hastalarin primer tiimor bdolgesine bagli olarak cerrahi yoldan veya
radyoterapi uygulandiktan sonra tedavi oranlar1t %70-90 arasinda degismektedir
(Argiris ve ark 2008). Hastalarin tligte ikisi ise ileri evrede teshis edilmekte ve
tedavileri cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, eszamanli kemoradyoterapi ya da hedefe
yonelik tedaviler olarak (anti-EGFR'ye yonelik) tercih edilmektedir. Tim bu
yontemlere ragmen lokal ileri evre hastalarin %50’sinden fazlasinda tedaviden
yaklasik 2 yil sonra tiimoriin tekrar olustugu goriilmektedir (Pignon ve ark 2009,
Brockstein ve ark 2011).

BBSHK'lerinin karsinogenezi ve altinda yatan molekiiler mekanizma hala net
olarak ortaya konulamamistir. BBSHK'lerinin  karsinogenezinde en ¢ok bilinen
genetik degisiklikler arasinda p53 ve retinoblastoma (pRB) yolaklariin inhibisyonu
sonucu kontrol edilemeyen hiicre cogalmas1 ve EGFR gibi farkli sinyal yolaklarinda
meydana gelen degisiklikler yer alir. Bu degisiklikler sonucunda hiicreye normal
olmayan mitojenik sinyaller  gonderirilir ve hiicre membraninin asagr yoniindeki
sinyal yolaklar1 aktive olur (Qiu ve ark 2006, Poeta ve ark. 2007, Agrawal ve ark
2011, Janku ve ark 2013). BBSHK'lerinin hiicresel ¢ogalmasi, skuaméz epitel
farklilagmasi, hiicrelerin yasam siiresi, invazyonu ve metaztazi gibi fonksiyonel
olaylarda, p53 ve pRB gibi genler disinda, BBSHK'leriyle baglantili diger kanser
genlerinin, sitokinlerin ve birden fazla sinyal yolagmin etkin rol oynayabilecegi

diisiiniilmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, biiyiime faktorleri ve sitokin sinyal
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aglarmin kanser hiicrelerinde ve c¢evresindeki dokularda, tiimor ilerlemesinde,
metastaz ve tedaviye direncte ¢ift yonlii olarak gorev aldigini  gostermektedir
(Feurino ve ark 2006, Ara ve DeClerck 2010). Tiimor hiicreleri tarafindan {iretilen
sitokinlerin ve bliylime faktorlerinin seviyesinin artmasi, hiicre ¢ogalmasini artirir,
anjiyogenezi ilerletir ve tiimdrle baglantili makrofajlari, nétrofilleri ve mast
hiicrelerini ige karistirir. Bu durumda ilave biiyiime faktorleri salgilanir. Tiimor hiicre
istilasin1 ve metastazi tesvik eden bir pozitif geri besleme dongiisii olusur (Korkaya
ve ark 2011). BBSHK'lerinde sitokinler ve bu sitokinlerle iliskili olan sinyal

yolaklar1 hakkinda detayli caligmalar bulunmamaktadir.

Mevcut caligmada ilk olarak genel bir degerlendirme yapabilmek igin,
BBSHK'li hastalarin ve saglikli kontrollerin serum Orneklerinde, c¢esitli hedef
hiicrelerde aktivasyonu, biliylimeyi ve farklilagmay1 etkileyen molekiiller olan
sitokinlerin diizeyi belirlendi. Bunun i¢in serum orneklerine antikor sira analizi
uygulandi. Antikor sira analizi sonucunda kontrollere gore yiiksek bulunan
sitokinlerin ve bu sitokinlerle iligkili oldugu diisiiniilen bazi genlerin (PTEN ve
AKT) gen ekspresyon seviyeleri incelendi. Bu ¢aligma dncesinde gen ekspresyon
caligmalarinin normalizasyonunda kullanilacak olan BBSHK'lerine ait housekeeping
gen se¢imi yapildi ve en uygun housekeeping genler belirlendi. Uygun housekeeping
gen se¢iminin ardindan antikor sira analizinde yiiksek bulunan sitokinlerin ve
caligmaya alinan diger genlerin (EGFR, PDGFBB, IGFBP1, PTEN ve AKT) mRNA
gen ekspresyon seviyeleri incelendi. mMRNA gen ekspreyon analizleri; BBSHK'li 16
hastanin tiimorlii-normal dokulari, larinkse ait tiimorlii-normal dokulari, dile ait
timorli-normal dokulari, yine bu gruplarin erken evre-ileri evreleri ve cinsiyet
parametreleri arasinda karsilastirildi. Ayrica ¢aligmaya dahil edilen BBSHK tiimér
hiicre hatt1 olan SCCL-MTT1 ile normal dokular; normal hiicre hatt1 olan HEK-293 ile
timorlii dokular gen ekspresyonlarindaki kat artiglari yoniinden degerlendirildi.
MRNA gen ekspresyon analizleri tamamlandiktan sonra bu sonuglari protein
diizeyinde konfirme etmek amaciyla protein diizeyleri ve en sik fosforillenen

bolgelerininin fosfo-protein ekspresyon diizeyleri incelendi.

Calismada ilk olarak degerlendirilen antikor sira analizinde, sitokin ve

bliylime faktorii panelinden secilen 80 adet molekiilden 4 tanesinin (EGF, IGF-1,
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PDGFBB ve IGFBP-1) hasta serumlarindaki rdlatif spot piksel diizeyleri,
kontrollerdeki diizeylerine gore 2 kat ve ilizerinde artmig olarak gozlendi. 2 kat ve
lizeri azalis gosteren sitokin diizeyi gozlenmedi. Literatiirde Chen ve ark. (1999)
BBK'li hasta grubunun serum 6rneklerini kontrollerle kiyasladiklarinda IL-6, IL-8 ve
VEGF diizeylerini anlamli bulmuslardir. Diger bir ¢alismada Green ve ark (2012)
BBK'li hastalarin serum oOrneklerinde IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 ve IL-10 sitokin
diizeylerinin tedavi Oncesinde, tedavi sonrasina gore daha yiiksek oldugunu tespit
etmiglerdir. Her iki calismanin da sonucunda sitokinlerin yiliksek seviyesinin
BBK'lerinin patojenitesini artirabilecegini belirtmislerdir. Ayrica bazi sitokin ve
biiyiime faktorlerinin sinyal yolaklarini aktive ederek malign fenotipi ilerlettigi de
bildirilmektedir (Yadav ve ark 2012). Literatiirde BBK'lerinde yiiksek olarak
bildirilen sitokinlerden IL-8, IL-4 ve IL-6 mevcut ¢calismada kullanilan sitokinlerden
olup kontrollere gore daha yiiksek seviyededir. Ancak bu ¢alismada kontrollere gore
sadece 2 kat ve lizeri artmis ve azalmis olanlar anlamli kabul edildiginden bu

sitokinler degerlendirmeye alinmamustir.

Antikor sira analizinden sonra mRNA gen ekspresyon caligmalarinda
kullanilacak uygun housekeeping genler ACTB ve GAPDH olarak belirlendi.
Literatiirde Lallemant ve ark (2009) BBSHK'lerinde yaptiklart housekeeping gen
calismasinda GAPDH ve SHAD genlerini en uygun housekeeping genler olarak
bildirmiglerdir. Bu c¢alismada Lallemant ve ark (2009) nin inceledikleri aday
housekeeping genlerin disinda farkli genlerin incelenmesi ve ACTB'nin de BBSHK
calismalarinda kullanilabilir olmast agisindan literatiire yeni bir katki saglamustir.
Mevcut calismanin gen ekspresyon analizlerinde housekeeping gen olarak belirlenen

genlerden GAPDH normalizasyon asamalarinda kullanilmistir.

Antikor sira analizi sonucu yliksek bulunan sitokinlerin ve incelenen diger
genlerin, mMRNA gen ekspresyon analizlerinin degerlendirmeleri sonucunda; PTEN
ve PDGFBB genleri mRNA gen ekspresyonlari bakimindan BBSHK'i timorlii ve
normal dokularinin (n=16) arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla >,
p=0,006). Hem larinksin tiimorlii ve normal dokulart hem de dilin tlimorlii ve normal
dokular1 ayr1 ayr1 degerlendirildiginde; sadece larinks doku grubunda PDGFBB geni
istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,002). PTEN gen ekspresyonu ise her iki doku
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grubunda da istatistiksel olarak anlamli bulundu (larinks dokular1 p degeri=0,041; dil
dokular1 p degeri= 0,006). Calismadaki ayni hasta grubu ayni sekilde tiimoriin ileri
evresi ve erken evresi arasinda karsilastirildiginda; sadece IGFBP1 gen ekspresyonu
hem larinks kanserinin erken ve ileri evresi arasinda (p=0,048) hem de larinks ve
dilin birlikte oldugu timér doku grubunun ileri ve erken evresi arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamliyd: (p=0,010).

BBSHK'li hastalarin cinsiyetleri ile gen ekspresyonlari arasindaki iligki

arastirildiginda istatistiksel olarak fark bulunmadi.

Calismaya dahil edilen SCCL-MT1 ile normal dokular arasindaki gen
ekspresyonlar1 arasindaki karsilastirmada kat artiglar1i ise EGFR geninde 2,7 kat
artma, PDGFBB geninde 1,6 kat artma, IGFBP1 geninde 1,7 kat artma, AKT
geninde 1,2 kat artma ve PTEN geninde 3,75 kat azalma seklinde oldu. Timorlii
dokularla HEK-293 arasindaki gen ekspresyon diizeyleri karsilagtirildiginda EGFR
geninde 3,3 kat artma, PDGFBB geninde 0,8 kat artma, IGFBP1 geninde 3,3 kat
artma, AKT geninde 1,4 kat artma ve PTEN geninde 15 kat azalma belirlendi.

Tiimdrli dokularda PTEN gen ekspresyonu normal dokulara gore 15 kat azaldi.

Gen ekspresyon sonuglarmma gore; incelenen genlerde dokular arasinda
anlamli bulunan gen ekspresyon degisimlerinin sirastyla PTEN geni, PDGFBB geni
ve IGFBP1 genlerinde oldugu belirlendi.

Literatiirde Kurasawa ve ark 2008 oral skuamdz hiicre karsinomalarinda
yaptiklar1 calismada PTEN mRNA diizeyini tiimorlii ve normal dokular ile
kiyasladiklarinda tiimor dokularinda mRNA diizeyinin azaldigini rapor etmislerdir.
Burgucu ve ark. (2012) BBSHK'li tiimér ve normal doku Orneklerinde PTEN geni
ekspresyonlarini incelediklerinde tiimor dokularinda gen ekspresyonunun azaldigini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada hem larinks hem dil dokular1 ayr1 ayr1 incelendiginde
gen ekspresyon diizeyi ag¢isindan arastirilan genler arasinda PTEN geni, timor ve
normal dokular karsilastirildiginda, istatistiksel olarak en anlamli diizeyde farklilik
gosteren gen oldu. PTEN, PIP3'i defosforile ederek PI3K iiriinlinii degrade eder.

PTEN'in azalan ekspresyonu ya da fonksiyonunun kaybi, dnemli mesajc1 lipidlerin
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birikimine ve AKT’nin fosforilasyonuna yol agabilir. PTEN'in azalan ekpresyonu
dolayisiyla apoptozisten kagisa ve mitotik sinyallerin artmasina neden olur. Bu
nedenle incelenen genler arasinda PTEN geni, BBSHK'lerinde genomik kararsizliga
en fazla neden olan gen olabilir. Ayrica literatiirde gen ekspresyonu bakimindan hem
larinks hem de dil dokusunun birden incelendigi ilk ¢alismadir. Timorlerin
lokalizasyonlar1 farkli olsada skuamoz epitelden koken almalari ayni genomik
degisikliklerin olabilecegini gostermektedir. Dil ve larinks tiimdrlerine ait ornek
sayilar1 artirilarak bu degisimler daha genis populasyonlarda degerlendirilebilir.
PTEN gen ekspresyonunun azalmasi larinks ve dil dokularinin karsinogenezinde

onemli rol oynamaktadir.

Gen ekspresyon sonuglarinda diger anlamli ¢ikan genlerden biri olan
PDGFBB, PDGFR-beta i¢in en yiiksek afiniteli molekiildiir. PDGF'nin asir1
ekpresyonunun tiimdriin  bliylimesini ve tiimoriin  ¢evresindeki  stromanin
anjiyogenezini diizenledigi pek ¢ok insan tiimorlerinde bildirilmistir (Henriksen ve
ark 1993, Kawai ve ark 1997). Mevcut calisma PDGFBB geni i¢in larinkse ve dile
ait timdrli ve normal dokulari hem ayr1 ayr1 ve hem de ikisi birlikte olarak gen
ekpresyonu diizeyinde arastiran bir ¢aligma olmustur. Calisma sonuglarinda larinkse
ait tiimor ve normal dokular arasindaki PDGFBB gen ekspresyon diizeyi istatistiksel
olarak anlamliydr (p=0,002). Larinks ve dile ait tim tiimor dokular1 ile normal
dokular1 karsilastirildiginda da PDGFBB gen ekspresyonu istatistiksel olarak
anlamliyd: (p=0,006). Daha once farkli dokularda yapilan ¢aligmalar (Nissen ve ark
2007, Xue ve ark 2011) anjiyojenik faktdrlerden olan PDGFBB'nin tlimdoriin
bliylimesine otokrin bir sekilde ya da tiimor ¢evresindeki stromay1 degistirerek katki
sagladigin1 gostermektedir. Bu durumun PDGFBB’nin hem yeni damar olusumunu
hem de metastazini artirdigr bildirilmektedir (Nissen ve ark 2007, Xue ve ark 2011).
PDGF'nin sentezi genellikle, diisiik oksijen, trombin ve sitokinler gibi dig uyaranlarin
uyarmastyla artar (Betsholtz 1993). Boylece hiicre i¢i sinyal yolaklar1 aktive olarak
asagl yonde sinyal iletimini saglar. Mevcut ¢alisma hem antikor sira analizi hem de
gen ekspresyon sonuglarinin birbirleriyle benzer olarak PDGFBB'nin artan diizeyini

gostermektedir.
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Calismadaki MRNA gen ekspresyon sonuglarina gore ileri ve erken evre
karsilagtirmasinda; larinksin ileri evre ve erken evresinde IGFBP1 gen ekspresyon
seviyeleri istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,04). Larinks ve dil dokularinin birlikte
oldugu ileri evre erken evre karsilastirmada da yine farklilik istatistiksel olarak
anlamliydi (p=0,01). Bu durum IGFBPl'in asir1 gen ekspresyonunun larinks
timorlerinin ve BBSHK'leri karsinogenezinin ileri evrelerinde goriilen molekiiler

olaylardan biri oldugunu gostermektedir.

mRNA gen ekspresyonu bakimindan incelenen diger genlerden birisi de
EGFR genidir. EGFR, BBSHK'lerinin patogenezinde genellikle ilk sorumlu tutulan
gendir ve monoklonal antikor temelli tedavileri genel olarak anti-EGFR'ye yoneliktir.
Mevcut ¢aligmada, antikor sira analizinde EGF'nin sitokin olarak degeri en yiiksek
seviyede olmasina ragmen; gen ekspresyon seviyeleri acisindan incelendiginde
istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p=0,33). Bu durum, EGF'nin serum sitokin

seviyesindeki artisinin diger dokulardan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

mRNA gen ekspresyon analizlerinde degerlendirilen son gen ise pek ¢ok
reseptor tirozin kinaz sinyallerinin iletildigi PTEN/AKT yolagindaki AKT genidir.
AKT geninin ekpresyon diizeyi BBSHK'lerine ait hem tiimorlii ve normal dokularda
hem de larinks ve dil tiimorleri ayr1 ayri karsilastirildi. Ancak istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi.

MRNA gen ekspresyonu bulgularindan sonra yapilan western blot
analizlerinde PTEN'in protein ve fosfo-protein diizeyleri kanserli (SCCL-MT1) ve
normal (HEK-293) hiicre hatlarinda karsilastirildi. PTEN protein (p=0,02) ve fosfo-
protein diizeyleri (p= 0,01) her iki grupta da istatistiksel olarak anlamli bulundu.
Ayni sekilde tiimor dokular normal dokular karsilastirildiginda ise BBSHK tiimorlii
dokularda normal dokulara gore azaldig1 gozlendi. Ancak bu farklilik PTEN proteini
ve fosfo-proteininde istatistiksel olarak anlamli degildi (sirasiyla p=0,09, p=0,17).
Tiimdrli hiicre hattindaki ve tiimorli dokulardaki PTEN proteininin fosforilasyonu
(Ser380, Thr382, Thr383) PTEN'in tiimor baskilayici fonksiyonunun kaybina neden
olmasiyla agiklanabilir. PTEN geni PI3K/AKT yolaginda merkezi rol oynayan bir

tiimor baskilayici gendir. PTEN geninin bir¢ok kanserde regiilasyonunun bozuldugu
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bildirilmektedir (Whang ve ark. 1998, Cristofano ve ark 2000). Calismada elde
edilen bulgulara gére hem BBK'li hiicre hattinda hem de tlimor dokularinda PTEN
protein ve fosfo protein diizeyi 6nemli 6l¢iide azalmistir. BBSHK'lerinde PTEN geni
MRNA seviyesinin ve protein diizeyinin tiimorlii dokularda diger incelenen genlere
gore seviyesinin en diisiik olmasi bu genin BBSHK'lerindeki onemini ortaya
koymaktadir. Bu nedenle hastalifin patogenezinin aydinlatilmasinda ve hedefe
yonelik tedavilerde PTEN geni {izerinden yapilacak c¢alismalar daha anlaml

olacaktir.

Calismada PDGFRB ve pPDGFRB (tyr751)’e ait protein ve fosfoprotein
diizeylerinin tiimdér ve normal dokularda kiyaslandiginda tiimoér dokularindaki
diizeylerinin normal dokulara gore daha fazla oldugu belirlendi. Bu farklilik hem
protein hem fosfo-protein diizeyde istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla p= 0,01,
p=0,04). Literatirde Ongkeko ve ark (2005)’nin immunhistokimyasal olarak
yaptiklar1 ¢alismalarinda PDGFRB’nin protein diizeyinin tiimor 6rneklerinde bening
orneklerden daha yiiksek seviyede oldugunu bildirmislerdir. PDGFRB’nin protein
diizeyinin tiimoér dokularda yiiksek olmasina dayanarak kinazlarin ekpresyonunun
tirozin ve serin-treonin kinaz inhibitorleri ile BBSHK!'lerinin tedavi olasiligini
yiikseltecegini belirtmislerdir. PDGF/PDGFRB yara iyilesmesi, inflamasyon ve
anjiyogenezde onemli tirozin kinazlardir. PDGFRB’ler menenjioma, prostat kansert,
akciger kanseri ve miyeolid malignensilerde onkojenik rol oynarlar (Guha ve ark
1995, Fudge ve ark 1995, Schwaller ve ark 2001). Mevcut calismada da
PDGFRB’nin BBSHK'lerinde onkojenik rol oynayabilecegi ve ileri ¢aligmalarda
hiicre yiizey reseptorii olarak inhibisyonunun hastalifin tedavisi {lizerinde etkili

olabilecegi diisiiniilebilir.

Protein ekpresyon analizlerinde hiicre yilizey reseptorlerinden IGF-1R, IR,
pIGF-1R(Tyr/1131)/IRB(Tyr1146) ve pIGF-1R(Tyr/980)'nin protein ve fosfo-protein
seviyeleri western blot analizi ile incelendi. Ancak sadece IGF-1R'nin tiimorli ve
normal dokularda protein seviyesi karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p=0,01). pIGF-1R (tyr1131) fosfo-protein diizeyi ise istatistiksel olarak
anlaml1 bulunmasa da tiimor dokulardaki seviyesi daha yiiksekti. Ayrica BBSHK'li
hiicre hattiyla normal hiicre hatti (HEK-293) karsilastirildiginda hem IGF-1R protein
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diizeyi (p=0,01) hem de fosfo-protein IGF-1R diizeyi (p=0,01) istatistiksel olarak
anlamliydi.  Mevecut c¢alisma  BBSHK’lerinde  IGF-1R, IRB, pIGF-
IR(Tyr/1131)/IRB(Tyr1146) ve pIGF-1R(Tyr/980) bdlgelerinin tiimiiniin c¢alisildig
ilk caligmadir. IGF-1R epitelyal kanserlerde hiicre gelisimi, proliferasyon, motilite ve
survide kritik rol oynar. Ayrica son donem yeni terapdtik ajanlarin hedefinde
gosterilen molekiillerden biridir (Barnes ve ark 2007). Barnes ve ark. (2007) bas
boyun kanserlerinde yaptiklar1 galismalarinda IGF-1R ekspresyonunun tiimérlerde
arttigini ve bas-boyun kanseri hiicre hattinda IGF-1R sinyalinin tiimorjeniteyi 6nemli
bir sekilde arttirdigini ilk kez gostermislerdir. Ayrica EGFR ve IGF-1R’nin
heterodimerizasyon yaptigini ve bas-boyun kanserleri i¢in kombine anti-reseptor
tirozin kinaz terapi olabilecegini bildirmislerdir. Mevcut calismada fosfo protein
diizeyi yiiksek bulunan pIGF-1R (Tyr 980) bolgesi de diger fosfo-protein diizeyleri
yiksek bulunan pEGFR ve pPDGFBB  hiicre yiizey reseptorleriyle
heterodimerizasyon yaparak bas-boyun kanseri gelismesine neden olabilir. Bu
konuda yapilacak calismalarin mekanizmanin aydinlatilmasinda yardimci olacagi

diistiniilmektedir.

Protein ekspresyon analizlerinde hiicre yiizey reseptorii olarak EGFR protein
ve fosfo protein diizeyleri incelendi. Western blot sonuglarina gore BBSHK'li hiicre
hattiyla normal hiicre hatti (HEK-293) karsilastirildiginda hem EGFR protein diizeyi
(p=0,01) hem de fosfo-protein EGFR (tyr1068) diizeyi (p=0,01) istatistiksel olarak
anlamliydi. Timorlii ve normal dokular karsilastirildiginda ise fosfo-EGFR (tyr1068)
protein diizeyi tiimorlii dokularda daha fazlaydi (p=0,02). Ancak EGFR protein
diizeyi timorlii dokularda fazla olmasina karsin istatistiksel olarak anlamli degildi
(p= 0,29). Bu sonug yiiksek EGFR protein diizeyinin mRNA ekspresyonu ile iligkili
olmadigimi gosterdi. Maiti ve ark (2013) BBSHK'li hastalara ait timorlii ve normal
dokularda ve hiicre hatlarinda EGFR protein ve gen diizeyinde incelediklerinde
protein asir1 ekspresyonu ve mRNA ekspresyonu/gen amplifikasyonu arasinda bir
korelasyon olmadigini rapor etmistir. Bu sonuglar gen ekspresyonlariin yalnizca
transkripsiyonel olarak diizenlenmedigini, transkripsiyon ve translasyon arasinda pek
cok posttranskripsiyonel ve posttranslasyonel islem oldugunu gdstermektedir.
Ozellikle transkripsiyon faktdrleri, kromatin modifiye genler ve sinyal yolag genleri

stabil olmayan mRNA ve protein ekpresyon seviyelerine sahiptir (Schwanhausser ve
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ark 2011). Mevcut ¢alisgma sonuglarinda EGFR geninin mRNA ekspresyon ve
protein diizeyi arasinda korelasyon bulunmamasi EGFR' nin sinyal yolag1 genlerine
dahil olmasiyla agiklanabilir. Literatirde BBK’li hastalarin tiimorlii dokularinda
EGFR (tyr1068)’in hem protein diizeyi hem de fosfo protein diizeyinin artmis oldugu
gosterilmektedir (Wheeler ve ark 2012). Bu durum ileri evre tiimdr diizeyi ve kotii
prognozla iliskilendirilmistir. Ayrica EGFR (tyr1068) diizeyinin total EGFR’den
bagimsiz bir prognostik bilgi sagladigi belirtilmektedir.

Protein ekspresyonu analizlerinde BBSHK'lerine ait timorlii ve normal
dokularda AKT protein ve fosfo-AKT protein diizeylerine bakildiginda da
istatistiksel bir fark gozlenmedi (sirasiyla p=0,45, p=0,16). BBSHK'li hiicre hattiyla
normal hiicre hatt1 (HEK-293) karsilagtirildiginda AKT protein diizeyi (p=0,36)
fosfo- AKT protein diizeyinin (p=0,08) istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildi.
Fosforile AKT, PI3K/AKT yolaginin aktif bir pargasidir. Fosforilasyon ile
proapoptotik genlerin inaktivasyonu boyunca hiicresel survinin desteklenmesiyle
sonuclanmast gibi pek ¢ok etkiye sahiptir. Bu ¢alismadaki AKT protein bulgularina
gore tiimorli dokularda AKT proteini normal dokulara kiyasla daha yiiksekti. Clark
ve ark (2010) yaptiklar1 ¢calismada BBSHK'li hastalarin tiimor dokular1 ve kanser
olmayan kisilerin oral mukoza 6rneklerini kiyasladiklarinda fosforile AKT protein
diizeyinin 6nemli Olgiide tiimor dokularinda oral mukoza hiicrelerinden yiiksek
oldugunu bildirmislerdir. Hem mevcut ¢alisma bulgular1 hem de literatiirde belirtilen
caligmalar tiimor dokularinda AKT gen ekspresyonu ve protein seviyesinin normal
dokulara oranla daha fazla diizeyde oldugunu gostermektedir. Bu da AKT nin pek
cok hiicresel olayda aktif rol oynamasindan dolayr BBSHK lerinin timdrgenezinde
de 6nemini gostermektedir. Bu caligmadaki bulgular 6rnek sayilarinin artirilmasiyla

yeniden degerlendirilebilir.

BBSHK'lerinin patogenezi ¢ok ¢alisilmis olmasina ragmen, hastaligin
molekiiler mekanizmast tam olarak ¢ozlilememistir. Bu nedenle hastaligin
tedavisinde mevcut uygulamalar yetersiz kalabilmektedir. Bu ¢alismada,
BBSHK'lerinde bazi genlerin mRNA ve protein seviyesinde ifadeleri incelenerek,
sitokin temelli sinyal yolagi belirlenmeye c¢alisildi. EGF, IGF-1, PDGFBB ve
IGFBP-1 sitokinlerinin seviyelerinin arttigi gosterildi. Sitokinlerin ve iligkili oldugu
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diisiiniilen bazi1 genlerin mRNA gen ekpresyon seviyeleri incelendi. Bu g¢alisma
oncesinde mRNA gen ekpresyon seviyelerinin normalizasyonunda kullanilacak
GAPDH ve ACTB uygun housekeeping genler olarak belirlendi. Bu genler
BBSHK’lerinde yapilacak diger gen ekspresyon c¢alismalarinda da kullanilabilir.
PTEN ve PDGFBB'nin mRNA diizeyinde gen ekspresyonlari tiimdrlii dokularda
normal dokulara gore artmis oldugu gosterildi. Ayrica IGFBP-1'in erken ve ileri evre
timorlii gruplar arasinda gen ekspresyonlarinin farkli oldugu gosterildi. Bu genlerin
hiicre ylizey reseptorlerinin protein ve fosfo-protein ekspresyon seviyeleri belirlendi.
BBSHK’lerinin tiimorlii dokularda asiri eksprese olan hiicre yiizey reseptorleri
EGFR, PDGFRB ve IGF-1R olarak belirlendi. Hiicre yiizey reseptorleri, sitokinler ve
membranla baglantili proteinlerin ekspresyonlar1 genellikle tiimorlii dokularda asiri
miktarda artmaktadir. Bu durum hastaliklarin patogenezinin belirlenmesinde énemli
belirte¢ olarak kullanilabilmektedir. Hiicre ylizey reseptorleri hiicre disindan gelen
sinyallerle fosforillenmesi sonucunda aktif duruma gegerler. Boylece sitoplazmadaki
hedef proteinleri ile etkileserek sinyal iletimini gergeklestirirler. Bu c¢alismada,
BBSHK lerinde asir1 eksprese hiicre yiizey reseptorlerini belirleyerek potansiyel
sinyal yolag(lar)1 tanimlanmistir. Hiicre yiizey reseptorlerinin fosforillenmesi sonucu
bu proteinler genellikle hiicre i¢i sinyal yolaklarinin aktivitelerinin belirlenmesinde
ve bu yolaklar1 baskilayarak potansiyel yeni tiimor markerlarmin ve ilag
tasarimlarinda kullanilabilir. Bu ¢alismanin bulgulari, BBSHK'lerinde EGFR disinda,
diger hiicre yiizey reseptorlerinin de asir1 ifadesini gostermistir. Bu veriler birbirlerini
destekleyici nitelikte olup, BBSHK’lerinin patogenezinde o6nemli oldugu

diistiniilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada, BBSHK!'lerinde hiicre sinyal iletiminin ilk basamaginda
yeralan sitokinlerin belirlenmesi ve bu sitokinlerle ilgili yolakta yer alan genlerin
ekspresyonlarinin mMRNA ve protein seviyesinde belirlenerek sitokin temelli sinyal

yolaginin ortaya konmast amaglanmaistir.

Bunun i¢in BBSHK’li hastalarin tiimor ve normal dokularindan RNA ve
protein izolasyonlari, iki ayr1 hiicre hattindan kiiltiir, bu kiiltiirlerden RNA ve protein

izolasyonu, antikor sira analizleri, qRT-PZR ve western blot analizleri yapildu.

Arastirma sonucunda BBSHK’lerinde EGF, IGF-1, PDGFBB ve IGFBP-1
sitokin seviyelerinin artmis oldugu belirlendi. Bu sitokinlerin ve etkiledigi diisiiniilen
baz1 genlerin mRNA gen ekpresyon seviyeleri incelendi. Oncesinde mMRNA gen
ekpresyon ¢aligsmalarinin normalizasyonunda kullanilacak olan uygun housekeeping
genler belirlendi. Bu calismada belirlenen uygun housekeeping genler BBSHK ’leri
icin bundan sonra yapilacak gen ekspresyon calismalarinda kullanilabilecektir.
mRNA gen ekspresyon caligmalarinda PTEN ve PDGFBB genlerinin timor ve
normal dokularda gen ekspresyon degisimlerinin anlamli oldugu ve PTEN mRNA
gen ekpresyon seviyesinin BBSHK'lerinin tiimoérlii grubunda énemli dlglide azaldigi
gosterildi. Tiimorlii dokularda hiicre ylizey reseptorlerinden PDGFRB ve IGFR-
IR’nin protein seviyelerinin; EGFR ve PDGFRB'nin ise fosfo protein seviyelerinin
artmis oldugu belirlendi. Yine PTEN tiimor baskilayici geninin tiimorlii dokularda
seviyesinin azaldigi hem protein seviyesinde hem de mRNA seviyesinde tespit
edildi.

Bundan sonra yapilacak c¢alismalarda EGFR, PDGFRB ve IGF-1R hiicre
yiizey reseptorleri baskilanarak bu yolagin BBSHK'lerinin ana yolagi mi yoksa
alternatif bir yolak olup olmadigi belirlenebilir. Eger bu yolak hastalikta etkili olan
ana yolak ise; hastaligin patogenezi ve tedavisi lizerine etkileri arastirilabilir.
Boylelikle BBSHK ’lerinin sinyal yolagi ve hastaligin patogenezi hakkinda daha
0zgiil bilgiler elde edilebilir.
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7. EKLER

EK-A. Etik Kurul Onay Belgesi
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EK-B. Bilgilendirilmis Goniillii Onay Formu

Adh,Sovada:
BILGILENDIRILMIS ONAM FORMU | vas: Cinsiveti:

Dosva no:

Telefon no:

Selguk Universitesi Selguklu Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dah ve Kulak
Burun Bogaz Hastabklam Anabilim Dab'mn ortak katithmm ile bas-boyun  kanscrlerinin
genetik wonden incelenmesini Gngdren bir gahisma  planlanmaktadir, Arastirmanizin ad
“Bas-boyun Skuamiz Hiere Karsinomlarinda Sitokinler ve Tlgili Yolakta Rol Alan Ban
Genlerin ERspresyonlarimn Arastirilmas:™ dir,

Arasirmava dahil edilmenizi istememizin nedeni sizin‘vakimzin bas-bovun Kanseri
sikavetinin bulunmasidir.

Bu arastirmava kanlmak tamamen iste@e baghdir. Katlmak istivorsaniz asafidaki
arastirma hakkmdaki bilgiler okuyup, formu imzalavimez.

Arastirmay kabul ederseniz Yrd, Dog.Dr. Bahar KELES veya onun girevlendireceg
hekim tarafindan amelivat esnasinda tbhi testler (patolaji, biyokimya) igin alinan dokunun
gerive kalan kismi genetik arastirmalarda kullamlmak Gzere saklanacaktr.

Bu ¢alismava katllmamz igin sizden herhangi bir ficret talep edilmeyecektir. Calismava
katildif@imiz igin size ek bir ddeme de vaplmayacaktr,

Calismaya kablmay onavhiyorum.
Hastanin kendisi/yvakini
Ay, Sovad :

Tarih: imza;
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EK-C. Antikor sira analizi sonucu ¢ikan ortalama degerler, kat artislar1 ve standart

sapmalari.
Erken evre timor Tleri evre tiimor
Hastalann Eontrollerin Hastalann Eontrollerin
Sitokinler ortal ama ortalama Kat artiz ortal ama ortal ama Kat artiz
degerlen=SD deserlen=SD ortal amast degerlen=SD degerlen=SD  ortal amasi
Pos 130.58=20.72 139.55=30.56 0,94 127.07=13 .59 14105883 0,92
Pos 115.83=31.59 139 85551 0,83 110.92=22 82 114 00=049 0.9
Pos 111.15=6.99 140.10=12.15 0,79 105.67=48,01 82.30=749 1.4
Pos 128.32=26.58 121.75=4.13 1.05 119.28=20.584 118.05=8.13 102
Neg 0.68=0.95 0.85=0.84 0.8 0.67=0.93 0,70=0.21 0.88
Neg 0.30=0.55 0.80=0,70 0,38 0.93=0.79 1.00=0.14 0.65
ENATR 42 7552200 22,80=095 1,88 56.20=16.72 35252240 1,73
GCSF 2.08=1.87 2.60=0,95 0.8 8.03=4.62 5.35=0,14 1,12
GM-CSF 4.35=1.33 355017 1.23 1022=3 02 6,25=0.35 1,43
GRO 224 872061 145 90=17.18 1.54 139.30=66.56 81.20=36.76 1.63
GRO-alfa 24625239 23,50=2 43 1.05 12482006 8.95=2 68 1,22
1209 16.83=8.90 12,80=3 39 1,32 3552059 1540=0098 1,81
I.-1-alfa 12.77=8.17 11,80=3 39 1.08 20.88=607 20,10=028 1,28
IL-1-beta 7.60=624 535141 1.37 21,15=563 15,10=0.77 1,39
L2 5.25=4.55 395197 1,332 11.00=2.72 8.00=0.77 1,28
L3 18.35=10.81 14.80=6.11 1.24 43,78=12.08 25.095=0.14 1.46
4 6.55=2.50 485007 1.35 11.17=4 38 5.50=0.35 1,69
L5 3.53=2.77 4. 800,35 0,74 10.38=3 12 7.20=0.36 1,09
ILé 4.95=202 3.10=1.23 1.6 8,72=603 5,85=0.28 1.34
L7 10.98=11.08 0.60=1.13 1.14 16.43=6.30 7.90=1.27 1.61
ILs 3148=21.71 43,65=3 85 1,18 71152216 26551223 1,93
IL10 36,15=11,67 20,20=5 83 1.79 56,70=24 35 3925028 1,62
IL12-p40p70 6,18=5.20 6. 40=0.28 0.97 12,932 7.60=0 1,32
13 4.75=337 4.65=0.91 1,02 2203158 9.70=0.77 1,65
IL15 3.93=6.48 7.10=0.70 0,84 1247=2.71 5,60=0.42 1,52
IFN-gama 11.22=0.78 10,10=1.80 .11 26,75=736 1495=1.13 145
MCP-1 74304112 48,50=205 1,53 65,55=28.34 30.20=11.17 1,85
MCP-2 28.15=745 24.65=049 1.14 26,25=1232 12,00=2.75 1,38
MCP-2 33.40=730 36.45=537 0,92 33,72=7.13 22.00=0.77 1,22
MCEF 1523083 19.80=6.54 0,77 29.10=11.52 2195028 1.05
MDC 8.17=1026 11,90=1.80 0,69 27325784 12.85=1.55 1,41
MIG 2.90=6.29 2.60=1.87 1,12 9.85=4.47 5,75=0,70 1,41
MIP1-bata M A5=1622 39.50=1120 0,87 72881622 33,15=7.91 1,12
MIP1-sigma 39.97=18.95 66,70=2.19 0.9 101.05=15.80 60.70=325 1,28
RANTES 2552347 85 208.80=8.09 1,22 191.78=77.09 27205£39.59 096
SCF 10.87=4 20 12,80=1 27 0,85 14,10=2 85 11,80=028 1.02
SDEF-1 8.22=8 83 6.90=0.60 1.19 19.70=4 82 11.25=0.14 1,47
TARC 1922+1128 14,502 232 1,33 49.75=15.84 2275=1.41 1.76
TGF-betal 10.77=13.46 6.70=1.23 1.61 2375703 11.85=1.13 1.81
TNF-alfa 13337 68 15,20=4 98 0,88 41,77=1523 27752098 1,19
TNF-beta 14,528 92 16,30=2.15 0,89 2103569 13552028 1,22
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EK-D. Erken ve ileri evre hastalarin serumlarinda artis gosteren sitokinlerin oranlari.

Sitokinler Erken evre hastalarda ileri evre hastalarda

kat artig1 (n=6) kat artis1 (n=10)

EGF 2,29 7,8
IGF-1 2,22 3,23
PDGF-BB 2,05 3,18
IGFBP-1 2,15 2,46
IL4 1,35 2,03
IL7 1,14 2,08
IL8 1,18 2,68
IL13 1,02 2,27
IL15 0,84 2,23
MCP-1 1,53 2,16
MCP-2 1,14 2,02
MDC 0,69 2,13
TARC 1,33 2,19
TGF-betal 1,61 2

FGF-6 0,96 2,24
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EK-E. gRT-PZR analizinde kullanilan standartlarin amplifikasyon egrisi (A) ve

dilusyon egrisi (B).
A
Amplifikasyvon egrisi
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EK-F. EGFR (A), IGFBP1 (B), PDGFBB (C), PTEN (D) ve AKT (E) genlerinin

gRT-PZR amplifikasyon egrileri.
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