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OZET

Akciger kanseri, mortalitesi en yiiksek kanserlerdendir. Akciger kanserinde, kanser hiicrelerinin
primer tiimorden ayrilarak viicudun kan dolagimina veya lenfatik sistemine girerek zamanla
viicuttaki farkli dokulara yayilmasi olarak tanimlanan metastaz, kanser hastalarinda yasami en
fazla tehdit eden olaydir ve Oliimlerin biiyiik ¢ogunlugundan sorumludur. Dolayisiyla,
metastatik siirecin altinda yatan mekanizmalar1 anlamak ve tedavi stratejileri gelistirmek 6nem
tagimaktadir. Hiicre membraninda eksprese olan voltaj kapili sodyum kanallarinin (VGSC),
malignitenin gorildiigii yliksek metastatik kanser hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese
edildikleri saptanmigtir. Kolorektal, prostat, meme gibi kanser hiicreleri ile yapilan in vitro hatta
in vivo ¢aligmalarda, VGSC’lerin bazi ilag ve ajanlarla bloke edilmesiyle metastaza neden olan
hiicre hareketinin (migrasyon ve invazyonun) baskilanabilecegi gosterilmistir. Giliniimiizde
farmakolojik ajanlar ile kanser tedavisi 6nemli bir yere sahip olmakla birlikte, hedefe yonelik
farmakolojik ajanlarin daha fazla kullanildigi dikkati ¢cekmektedir. Bu ¢alismada erlotinib’in
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserinde, klinikte hedefe yonelik olarak kullanilan diisiik
metastatik A549 ve yliksek metastatik H460 hiicrelerinin proliferasyonunu, toksisitesini, koloni
olusumunu ve metastatik davranislarini in vitro olarak degerlendirilmek bdylece ekspresayonu

yiiksek olan Nav 1.7 VGSC iizerindeki roliinii saptamak amaglanmistir.

Bu amag icin, erlotinib’in yiiksek metastatik H460 ve diisiik metastatik A549 hiicrelerinin
proliferasyonu iizerine etkileri MTT yontemi, apoptoz olusumu annexin yOntemiyle
arastirilmig, koloni olusumuna bakilmistir. Metastatik aktiviteye etkisi, yara analizi ile hiicre
motilitesi degerlendirilmis, Nav 1.7 ekspresyonuna etkisi ise, qRT-PCR ile bakilmistir.
(Calismada hiicrenin proliferasyonu ve koloni olusumu iizerinde inhibe edici etki gostermeyen
0,01 uM ve 0,02 pM erlotinib konsantrasyonlar esas alinmig ve pozitif kontrol olarak sodyum
kanal blokeri TTX kullanilmistir. Erlotinib’in yiiksek metastatik H460 hiicrelerinin motilitesi
iizerinde daha yiiksek bir inhibisyona neden oldugu ancak, Navl.7 mRNA diizeyinde etki

gostermedigi belirlenmistir.

Sonug olarak, elde edilen bu veriler tirozin kinaz inhibitorii erlotinib’in H460 ve A549 hiicreleri
iizerinde Nav 1.7 VGSC’yi1 hedef alan ve metastatik potansiyelin ilk kez degerlendirildigi bu
caligmada; erlotinib’in H460 ve A549 hiicre motilite/migrasyonunu inhibe etse de, PCR
sonuglart Nav 1.7 VGSC ler iizerinde etki gosterdigine dair bir veriyi acik bir sekilde ortaya
koyamamuistir. Motilite iizerinde goriilen etkinin hangi yol ile meydana geldigine dair ayrintili

molekiiler caligmalarin yapilmasi1 gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Erlotinib, KHDAK, A549, H460, Nav 1.7 VGSC, Migrasyon, Apoptoz
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ABSTRACT

Lung cancer is one of the cancers with the highest mortality rate. In lung cancer, metastasis, in
which cancer cells break away from the primary tumor and are distributed intermittently to
different tissues throughout the blood units or lymphatic system, is the most life-threatening
event in cancer patients and is responsible for large amounts of deaths. Therefore, it is stored
under the metastatic process and distribution of the treatment is important. Voltage-gated
sodium channels (VGSC), expressed in the cell membrane, are highly expressed in the highly
metastatic range of cancers that promote malignancy. Cell movement (migration and invasion)
due to metastasis can be suppressed by blocking VGSCs with some drugs and agents, which
can be rescued in vitro and even in vivo by cancer treatment such as colorectal, prostate, breast.
Although cancer treatment with today's pharmacological agents has an important place, targeted
pharmacological agents attract more attention. The performance of this effective erlotinib in
small cell lung cancer, low metastatic A549 and high metastatic H460, which are used as
targeted in the clinic, by evaluating the live proliferation, inflammation, colony formation and

metastatic activities of Nav 1.7 VGSC with high expression in vitro.

For this purpose, the effects of erlotinib on the characteristic proliferation of high metastatic
H460 and low metastatic A549 were investigated by the MTT method, apoptosis formation by
the annexin method, and colony formation was examined. Its effect on metastatic activity and
cell motility was evaluated by wound analysis, and its effect on Nav 1.7 expression was
examined by qRT-PCR. In the study, recording was based on 0.01 uM and 0.02 uM erlotinib
concentrations, which have an inhibitory effect on cell proliferation and colony formation, and
the sodium channel blocker TTX was used as a positive control. It was determined that erlotinib
caused a higher inhibition on the high metastatic H460 characteristic motility, but had no eftect

on the Navl.7 mRNA level.

In conclusion, the data obtained are the first time that the tyrosine kinase inhibitor erlotinib
targets Nav 1.7 VGSC on H460 and A549 records and its metastatic potential has been
evaluated; Although erlotinib inhibited H460 and A549 cell motility/migration, PCR results did
not clearly demonstrate an effect on Nav 1.7 VGSCs. Daily detailed visits are required to

determine how the effect on motility occurs.

Keywords: Erlotinib, NSCLC, A549, H460, Nav 1.7 VGSC, Migration, Apoptosis
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1.GIRIS

Oliimciil bir hastalik olan kanser, hiicrelerin anormal sekilde ¢ogalmasi, tiimor olusturmasi ve
dokularin iglevini kaybetmesiyle karakterize edilir ve mortalite orani yiiksektir. Cevresel
faktorlerden ve genetik degisikliklerden kaynaklanabilen primer tiimorler, timor siipressor
genler ve onkogenlerde olusan hasarlar hiicrelerin proliferasyon, migrasyon invazyon ve hiicre
fonksiyonlarmin anormal degisimine sebep olmaktadir. Tiimor hiicreleri, hiicre kontrol
mekanizmalarindan kagarak invazyon yetenegi kazanirlar ve boylece ¢evredeki dokulara ve
organlara metastaz yaparak 6liime neden olurlar (Nikitovic ve ark., 2013). Bu nedenle de
kanserdeki metastaz mekanizmasini anlamak ve tedavi secenekleri gelistirmek biiyiik 6nem arz

etmektedir (Redig ve McAllister, 2013).

Diinya genelinde insidansi en yiiksek olan akciger kanseri, kanserden kaynakli olarak meydana
gelen oliimlerin ilk sirasinda yer alir ve hizla da ilerlemektedir. Akciger kanseri, kadinlarda
meme kanserinden sonra ikinci sirada olmakla birlikte artis egilimi gostermekte, erkeklerde ise,

kansere bagli 6liimlerin ilk sirasinda bulunmaktadir (Siegel ve ark. 2020).

Hiicrenin savunma mekanizmalarindan en giicliisii olan apoptoz sinyal iletim kaskadlariyla
birlikte siki sekilde programlanmis hiicresel proteinler tarafindan diizenlenen hiicre 6liimii
tiriidiir (Abotaleb ve ark., 2018). Mutasyona ugramis hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda
etkendir. Bu sebeple de apoptoz, kanser hiicrelerinde {izerine en ¢ok yogunlasilan arastirma

konusudur (Scorei ve ark., 2008).

Hiicrenin bir dizi fizyolojik siirecinde rol alan hiicre membranlarindaki iyon kanallar,
transmembran protein grubudur. Iyon kanallarinda genetik ya da edinsel bozukluklar sonucu
meydana gelen kanalopatik hastaliklar basligi altinda smiflandirilmaktadir (Petkov, 2009;
Preverskaya ve ark., 2010). Bunlardan voltaj kapili sodyum iyon kanallar1 (VGSC), iyon
kanallarindan elektrokimyasal gradyanlarin gecis durumuna gore siiflandirilir ve membran
potansiyeline gore agilip kapanan bir transmembran protein kompleksinden olusur (Yi ve Jan,
2002; Resta ve Baccheti, 2010; Ruiz ve Kraus, 2015; Wang ve ark., 2017). Son yillarda giderek
artan sayidaki ¢caligmayla elde edilen bir¢ok in vitro ve in vivo kanit VGSC’lerin, kanalopatik
hastaliklarin yani sira, kanserde 6zellikle de metastazdaki rolii oldugunu ortaya koymustur
(Grimes ve ark., 1995; Fraser ve ark., 2003; Campbell ve ark., 2013; Djamgoz ve Onkal, 2013;
Nelson ve ark., 2015; Djamgoz ve ark., 2019; Horne ve ark., 2021).



Bu zamana kadar yapilan ¢alismalar “VGSC’lerin, kanser hiicrelerinin metastatik
potansiyelinde kuvvetlendirici bir etkiye sahip oldugu ve bu kanallarin bloklanmasiyla
metastatik ilerlemenin baskilanabilecegi” varsayimini olusturmustur. Elde edilen bu veriler
insan dokularina ait materyallerin kullanildig1 bazi caligmalarla da desteklemistir (Diss ve ark.,

2004; Suy ve ark., 2012).

Bu bilgiler 1s181nda, metastazlarin akciger kanseri sagkalimini etkilemesi nedeniyle klinikte
kullanilan erlotinib’in yiiksek metastatik H460 ve diisiik metastatik A549 akciger kanser
hiicrelerinin proliferasyonlari, koloni olusumunu, apoptozunu ve metastatik potansiyel
bakimindan hiicre migrasyonu ile gen ekspresyonu degisikliklerinin molekiiler analizlerle in
vitro olarak belirlenmesi hedeflenmistir. Dolayisiyla metastazdan sorumlu Nav 1.7 VGSC
kanal1 tizerine odaklanilmis olup, erlotinib’in metastatik aktivite tizerindeki etkilerini in vitro
ve molekiiler yontemlerle arastirarak, metastazda rol alan Nav 1.7 VGSC iizerinde etkisinin

buliunup bulunmadigini ortaya koymak amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser kelimesi, Yunanca “carcinos” Latince “cancer” sozciiklerinden tiiremistir. Fizyolojik
olarak koordinasyonunu kaybetmis hiicrelerin kontrolsiiz cogalmasi olarak tanimlanan kanser
ile ilgili olarak, yillarca 6nceki dinazor fosillerinde kemik tiimoriine hatta Ebers papiruslarinda

cesitli timdrlerle ilgili bilgilere rastlanmaktadir (Bayik, 1989).

Kanser, genetik degisikliklerden veya cevresel faktorlerden kaynaklanan degisiklikler sonucu
olusan ve kontrolsiiz hiicre biiylimesine yol agan bir hastaliktir. Karsinogenez olarak
isimlendirilen normal bir hiicrenin kanser hiicresine doniismesi siirecinde meydana gelen
genetik degisiklikler kalitsal olabilecegi gibi karsinojenlere de bagli olabilmektedir (Byerley,
2022).

Saglikli normal hiicreler, viicudun ihtiyaci olan yeni hiicreleri meydana getirmek icin biiyiir ve
prolifere olurlar (Weinberg, 2014). Normal sartlarda diizenli isleyen bu sistem bozularak
hiicreler siirekli boliiniir ve cogalmaya baslar. Kanser hiicresi, insan viicudundaki herhangi bir
dokuda olusabilir. Cogalmalar1 ile meydana gelen tiimoérlerde, iyi veya kotii huylu olarak ikiye

ayrilir (Baran ,2018).

Ciddi saglik problemlerine yol agmayan ve biiylik olabilen benign (iyi huylu) tiimdrler,
genellikle cevresindeki dokulara yayilmaz ve onlara metastaz yapmaz. Cerrahi olarak
cikarilarak, tedavi edilen kanser, daha sonra bazi kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ile yeniden
tekrarlayabilirler. (Baran, 2018). Malign (kotii huylu) tiimorler ise, ¢evre dokulara hatta uzak
doku ve organlara yayilarak onlari istila ederler. Cogu kanser solid tiimdrler (kati) olustururken

kan kanserleri kat1 kitlesel bir tiimor olusturmazlar (Baran, 2018).

Kanserler, ¢esitli hiicre ve dokularda ortaya ¢ikar. Bu ¢esitlilik spesifik teshis ve tedavide ciddi
zorluklarla karsilasilmasina neden olur (Fisher ve ark., 2013; Meacham ve Morrison, 2013).
Saglikl1 olan hiicrelerle kanserli hiicreler bazi temel 6zellikle birbirinden ayrilmaktadir. Kanser
hiicrelerinin farkli nitelikteki 6zelliklerini dikkate alan Weinberg ve Hanahan ve arkadaslari
(2011), tiimorlerin gelisim gostermesi esnasinda on temel 6zellik de belirtmisglerdir. (Sekil 1).
Bunlar, biiylime karsit1 sinyallere duyarsizlik, proliferatif sinyalleri siirdiirmek, hiicre 6liimiine
direnmek, sinirsiz replikatif potansiyel, metastaz ve invazyonu aktive etmek ve anjiyogenezi

indiiklemek olarak siniflandirilabilir (Weinberg ve ark., 2000; Hanahan, 2011).



2.2. Kanser Hiicresinin Ozellikleri

Kanserin bilinen temel 6zelliklerinin yaninda onu normal hiicrelerden ayiran 6zellikler de
tamimlanmistir. Kanserin gelisim gosterdigi donemde normal hiicreden kanser hiicresine
dontisen hiicrelerin kazanim sagladigi gesitli biyolojik 6zellikler vardir. Bunlara bakildiginda,
kanser hastaliginin kompleks oldugunu agik¢ca gormek miimkiindiir. Bunlar; biiylime
baskilayicilardan kacinmak, hiicrenin devam eden proliferatif sinyalleri, hiicrenin 6liimiine
direnme/apoptoz, DNA replikasyonunun devamlilig1, anjiyogenezin indiiklenmesi, invazyon ve
metastaz aktivasyonu, hiicresel metabolizmay1 ATP iiretimini yani enerji metabolizmasini daha
fazla enerji iretmek icin diizenleme ve bagisiklik yikimindan kagma seklinde sdylemek

miimkiindiir (Sekil 1.) (Hanahan ve Weinberg, 2011).

¢ogalma biiyiime
sinyalinin baskilayicilarindan
siirduriilmesi kagma

enerji bagisikhik
metabolizmasini sisteminden
degistirme kacma

hiicresel hiicresel
olime olumsuzligiin
direng etkinlestirilmesi
genetik kanserlesmeyi
kararsizlik ve destekleyen
mutasyonlar inflamasyon

yeni damar invazyon ve
olusumunun metastazin
tetiklenmesi aktivasyonu

Sekil 1. Kanser hiicresinin on temel 6zelligi (Hanahan ve Weinberg, 2011)

Farkl1 6zellikler kazanmis olan kanser hiicrelerinin ortadan kaldirilmasini hedefleyen kanser
tedavisi, degiskenlik gostermekle birlikte son zamanlarda bireysel tedaviler dikkat gekmektedir.

Tedavide tiimdriin tipi, evresi ve ne kadar ilerlemis oldugu, metastaz yapip yapmadigi gibi,



bir¢ok faktor nem tagimaktadir. Bu nedenle bazi kanser hastalarina tek tip tedavi uygulanirken,
diger hastalara iki veya daha fazla sayidaki tedavinin kombinasyonu kullanilir. Geleneksel
tedaviler cerrahi, radyoterapi ve kemoterapiyi igerirken zaman zaman ilag¢ direnci gelistirmesi
nedeniyle siirlanmaktadir. Giiniimiizde kok hiicre tedavisi, immiinoterapi, nanoteknoloji
ilaglar1 gibi gelismis ve yenilike¢i tedaviler, kanser tedavisinde daha fazla kullanilmaktadir. Tim
bu yontemlere ragmen, onkoloji daha gilivenli ve etkili kanser ilaglarinin gelistirilmesine
odaklanmaktadir (Debela ve ark., 2021).

En yaygin olarak goriilen kanser tiirlerinden olan karsinomalar, insan kanserlerinin yaklasik
ylizde 90’m1 igerir. Viicudu ve pek c¢ok organi cevreleyen epitel hiicrelerinden meydana
gelmektedir. Epidermisin yani derinin dis tabakasi olarak bilinen bazal hiicreli karsinomalar alt
veya bazal tabakada meydana gelen kanserlerdir (Baran, 2018).

Derinin altindaki epitel hiicrelerde olusan kanserler, skuamoz karsinomalardir, epidermoid
karsinoma olarak ta bilinir. Diiz formda goriinen skuamoz hiicreler bagirsaklar, bobrekler, mide,
mesane, bobrek ve akcigerler gibi pekgok yerde goriiliirler.

Epitel dokuda meydana gelen bir kanser olan transisyonel karsinoma ise transisyonel epitel
hiicreleri veya tlirotelyum olarak da isimlendirilir. Bobrek, iireter ve idrar kesesi gibi organlarin

i¢ katmaninda bulunurlar (Baran, 2018).

2.3. Akciger Kanseri

Diinya geneline bakildiginda, tiim kanser oliimlerinin yaklagik olarak % 30’ undan sorumlu
olan akciger kanseri 6nde gelen malign kanserlerdendir. Kanserde erken teshis olduk¢a 6nem
arz etmektedir. Kadin ve erkeklerde ilk siralarda goriilmektedir. Teshis edildikten sonraki
slirecte hayatta kalma oranmin artmasi i¢in hastanin bulundugu evrede basarili bir tedavi
gerekmektedir. Kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri
(KHDAK) seklinde ayrilir. Biitiin akciger kanseri vakalarinin yaklasik yiizde 85’in1 olusturan
KHDAK, biiyiik hiicreli karsinoma, skuaméz hiicreli karsinoma ve adenokarsinoma olarak
gruplandirilir. Akciger kanserinde goriilen dliimlerin yaklasik ylizde 80 kadar: sigaraya bagl
gerceklesmektedir. Hedefe yonelik tedavi ve immiinoterapiler ¢cok gelistirilmis olsa da heniiz

yeterli degildir. (Kalinke ve ark., 2020).



2.3.1. Akciger Kanseri Epidemiyolojisi

Insidans ve mortalite orani birinci sirada olan akciger kanserinin Diinya’daki ve Tiirkiye’deki
istatistikleri incelendiginde erkeklerde ilk sirada yer alirken (Sekil 2), kadinlarda dordiincii
sirada yerini almistir (Sekil 3). 2020 yilinda akciger kanserinde teshis edilen 2.206.771 yeni
vakanin 1.1796.144°i 6limle sonuglanmistir. Erkeklerdeki insidans ve 6liim oranlar1 kadinlara
gore yaklasik iki kat daha yiiksek olmakla birlikte, bolgeler arasinda da farkliliklar
gostermektedir, Kuzey Amerika’da 1.2°den Kuzey Afrika’da 5.6’ya kadar degisebilmektedir
(GLOBOCAN, 2020). Ozellikle tiitiine erisimin kolay olmas1 ve sanayilesmenin artmasiyla
paralel olarak akciger kanseri de artig gostermektedir (Thandra ve ark., 2021).

Insidans: M Glamliilok
Tiirkiye Diinya
Akciger
Prostat
Kolorectum (Kolorektomi)
Mesane
Mide
Pankreas
Losemi
Girtlak
Karaciger

Hodgkin digi lenfoma

9 80 40 50 60 70 80 90

Sekil 2. Epidemiyolojik olarak erkeklerdeki ilk on kanserin oranlari (GLOBOCAN, 2020)



Insidans: I Olumlilik

Tiirkiye Diinya

Meme

Tiroit
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Yumurtalk

Losemi

Pankreas
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Sekil 3. Epidemiyolojik olarak kadinlardaki ilk on kanserin oranlar1 (GLOBOCAN, 2020).

2.3.2. Akciger Kanseri Etiyolojisi

Akciger kanserinin olusmasina zemin hazirlayan birtakim sebepler belirlenmistir.

Aile oyKkiisii: Ailedeki pozitif 6ykii akciger kanserine yakalanma oranini yaklasik iki kat
arttirmaktadir. Orta ve Dogu Avrupa’da yapilan analizlere gore pozitif aile Sykiisii akciger
kanseri riskini yaklagik 1,7 kat arttirmaktadir. (Thandra ve ark., 2021).

Irk: Afrika kokenli Amerikali erkekler akciger kanserinde en yiiksek insidansa sahipken (87.9),
Asyali/Pasifikler Adalilar ve Hispanikler en diisiik insidansa (sirastyla 40.6 ve 45.2) sahiptir.
Kadinlarda ise, en yiiksek insidansa Kafkasyali Amerikalilar (57.6) , Afrika kokenli Amerikali
kadimnlar 50.1 sahipken, Asyalilar/Pasifik Adalilar 27.9 Hispanikler 25.2 ile nispeten, daha
diistik insidansa sahiptir. Akciger kanserinde temel sorunlardan biri olan epidermal biiyiime
faktorii reseptorii (EGFR) mutasyonunun prevalansit Dogu Asyali hastalarda Kafkasyalilarda
daha ytiksektir.

Tiitiin: Batidaki akciger kanseri vakalarinin yiizde 80 inden fazlasinin sigaraya bagh oldugu
diisiiniilmektedir. Tiiketimi azaltildiginda 6liimlerin ciddi 6nlenebilir olmasinin yaninda yiiksek
oranda tiikketimine bagli olarak ta 6liim oraninda artis goriilmektedir. Tiitiiniin i¢cindeki nikotinin
bagimliligr arttirmasi tiitlin kullanimimin birakilmasini azaltmaktadir, bunun yaninda pasif
olarak tiitiine ikinci derecede maruz kalmak kisinin daha ¢ok solumasina bagli olarak akciger

kanserine yakalanma ihtimalini arttirmaktadir (Thandra ve ark., 2021).



Cinsiyet: Erkeklerin bu taniy1 alma ihtimali kadinlardan yaklasik iki {i¢ kat daha ytiksektir.
Yas: Hastaligin ileri yaslarda ortaya ¢ikmasinin nedeni, mutajenlere maruz kalindiktan seneler
sonra kanserin ortaya ¢ikmasi oldugu sdylenebilir. Diger bir ifadeyle, yas ilerledikge DNA
hasariin tamiri ve onarim yeteneginin azaldig1 goriilmektedir (Thandra ve ark., 2021).
Asbest: Cesitli mesleklere ait calisma alanlarinda kullanilan bir mineral olmakla beraber,
akcigerlerde lif biriktirmekte buna baghh olarak ta akcigerlerde farkli maligniteler
gelistirmektedirler (Thandra ve ark., 2021).

KOAH: Sigara tiiketimine bagli olarak ortaya c¢ikan kronik obstriiktif akciger hastaligi
(KOAH), akciger kanserine yakalanma ihtimalini bes ile on kat arttirmaktadir (Thandra ve ark.,
2021).

Beslenme: Giintimiizde abur cubur adi altinda satilan paketli hazir gidalarin ve hazir yiyecek
tilketiminin artmasiyla beraber, yetersiz beslenme hayat kalitesini azaltmakta ve akabinde

akciger kanserine yakalanma riskini de arttirmaktadir.

2.3.3. Akciger Kanserinin Histopatolojisi

Akciger kanseri metastaz yetenekleri ve tedaviye verdikleri yanitlar bakimindan kiigiik hiicreli
akciger kanseri (KHAK) ve kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olarak iki grupta
incelenir. Tedavi cevabi 1y1 olan KHAK akciger kanserlerinin yaklasik % 15’in1 kapsarken,
tedaviye cevabi daha diisiik olan kiiclik hiicreli dis1 akciger kanseri ylizde 85°lik oran ile
biinyesinde adenokarsinoma, yassi hiicreli karsinoma ve biiyiik hiicreli karsinoma olarak ti¢

farkl tipi barindirmaktadir. (Sekil 4) (Cruz ve ark., 2011).

Adenokanser

M Yassi Hiicreli Karsinom

M BuUyuk Hicreli Karsinom
%40

Adenokanserler Diger
B Kuciuk Hucreli Akciger Kanseri

- - --» %85 Kiciuk Hucreli Disi

Sekil 4. Akciger kanser tiirleri



2.3.4. Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK)

Kiictik hiicreli akciger kanseri terim olarak ilk kez 1926’da kullanilmistir (Barnard, 1926).
Akciger kanserli tiim hastalarin neredeyse ylizde 15’inde goriiliirken tiitiin kullanimi ile dogru
orantili olarak artig gosterdigi saptanmistir. Kromozom analizinde 3. Kromozomun p kolundaki
delesyon hemen hemen tiim KHAK hastalarinda rastlanirken, 7p13 bolgesine denk gelen TP53
mutasyonu ve RB1 tiimor baskilayici1 gendeki delesyonlar en sik goriilen mutasyonlardir. Isik
mikroskobu altinda goriilmesi zor dikkat ¢cekmeyen kiiciik hiicrelerdir. Gogiis agrisi, oksiirtik
kanli balgam gibi bir takim belirti ve sikayetler ile bagvuran hastalar genelde ileri yastadir ve
hizl1 yayilim gostermesine paralel olarak hayatta kalma siireleri dokuz ila onbir ay ile sinirlidir

(Basumallik, 2023).

2.3.5. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK)

Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri ii¢ alt gruba ayrilmaktadir. Bunlar skuamdéz hiicreli
karsinoma, biylik hiicreli karsinoma ile bu tlrlin neredeyse yarisini olusturan
adenokarsinomadir. KHDAK goériilmesindeki en biiylik etken faktdr sigara olmakla beraber,
alkol tiiketimi, ¢evresel kirlilige maruz kalma gibi diger faktorlerde etkili olur (Clark, 2023).
Biiyiik hiicreli karsinoma, sigara tiiketimiyle baglantilidir ve akcigerin genellikle orta
kisimlarinda meydana gelir, diger organlara da yayilim gosterir. Skuamoz hiicreli karsinoma,
erkeklerde daha sik olmakla birlikte akcigerlerin merkez kisminda goriiliir ve akciger kanseri
vakalarinin yaklasik % 25-30’unu olusturmaktadir. Lenf nodlarina hizli, akciger disina daha
ge¢ yayllim gosterir. Adenokarsinomalar yaklasik % 40 goriilme sikligina sahiptir. Yasa
bakilmaksizin kadin ve erkeklerde en cok goriilen akciger kanseri tiiriidiir ve akcigerin
genellikle periferinde olugsma egilimindedir. Yavas biiyiir, erken asamalarda iken, metastaz

olusturur. Farkl: alt tiplere ayrilir (Zappa ve ark., 2016).

2.4. Akciger Kanseri ile Iliskili Genler ve Mutasyonlar

Kiictik hiicreli dis1 akciger kanseri hastalarinda cesitli insersiyon, nokta mutasyonu, delesyon

ve de translokasyonlar genetik agidan 6nemli bozukluklardir (Sekil 5).
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Sekil 5. Genler ve alakali olduklar1 mutasyonlar (Krawczyk ve ark., 2012).

Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptdr Geni (EGFR) : Hiicrenin biiyiimesini ve proliferasyonunu

aktive eden tirozin kinaz ailesine dahil bir reseptordiir. EGFR’de meydana gelen mutasyonlar
kontrolsiiz sekilde boliinme egilimi gosterirler. Tamamina yakin kismi ekzon 19 delesyonu ve
ekzon 21°de bulunan L858R nokta mutasyonlarindan olusur. (Zappa ve ark., 2016).

K-Ras proteini kodlayan gen (KRAS): Tek amino asit mutasyonlari olarak bilinen bu

mutasyonlar cogunlukla adenokarsinomalarda meydana gelir.

Anaplastik Lenfoma Kinaz Geni (ALK): Anaplastik lenfoma kinaz biitiin akciger kanserlerinin

yiizde ii¢ ila yedisini kapsamaktadir. Geng bireylerde daha sik goriiliir. En yaygin goriileni 2.
Kromozomun p23 boélgesinde karsimiza ¢ikmaktadir.
Mezenkimal Epitelyal Transizyon (MET): 7. Kromozomda bulunan bu proto onkogen, SF

kisaltmasiyla bilinen dogal ligand sagilma faktorii, HGF’ye bagh bir reseptor tirozin kinazi
(RTK)) kodlamaktadir. Bu yolak pleiotropik etkilere aracilik eder (El-Telbany ve ark., 2012).
LKBI: STKII olarakta adlandirilan bu gen 19. kromozomun p13.3 bolgesindeki tiimdr
baskilayici gendir (El-Telbany ve ark., 2012).
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V-raf murine sarkom viral onkogen homolog B (BRAF): Proto onkogen olan BRAF, hiicrenin

cogalarak hayatta kalmasini saglar. Bu somatik mutasyonlar tiim KHDAK hastalarinin ytizde
bir ila dordiinde goriilmektedir (Zappa ve ark., 2016).
Fosfotidilinositol 3 Kinaz (PTEN): Tiimor baskilayici genlerden olan PTEN, birden fazla

hiicresel siiregte yer alan lipit kinaz ailesine ait fosfatidilinositol 3-kinazlarin (PI3K’ler) 6nemli

tiimor baskilayici genlerin 6nemli aile liyelerindendir (El-Telbany ve ark., 2012).

2.5. Akciger Kanseri Evrelemesi

Akciger kanseri evrelemesi, uygun tedavinin saptanmasinda dnemli bir yere sahiptir. Evre 1 ve
evre 2’deki hastalar cerrahiden yararlanirlar ve primer tiimor cerrahi yol ile ¢ikarilir. ileri
evreler olan evre 3 ve evre 4 teki hastalara cerrahi tedavi yapilamaz (Molina ve ark., 2009).
Meme, prostat gibi kanserlerde oldugu gibi akciger kanserinde de TNM denilen tiimoriin
ozelliklerine, metastazina ve lenf noduna gore bir evreleme sistemi gelistirilmistir (Tablo 1,

Tablo 2, Tablo 3,) (Cok, 2018).

Tablo 1. Birinci evreleme: Lenf nodu (Goldstraw, Chansky ve ark., 2016).

Nx Bélgesel lenf diigiimler: degerlendirilemiyorsa

N0 Bélgesel lenf nodu metastaz vok

N1 Ipsilateral peribronsial ve/veya hiler lenf noduna ve intrapulmoner lenf nodunda
metastaz

N2 Mediastinal ve/veya subkarinal lenf nodlarinda metastaz

N3 Kontralateral mediastinal, hiler / skalen / supraklavikuler lenf nodu metastaz
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Tablo 2. ikinci evreleme: Uzak metastaz (Goldstraw, Chansky ve ark., 2016).

MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz mevcut ise
Mla Kontralateral lobda ayn tiimér nodiilleni: plevral/perikardiyal nodiillii

veya malign plevral/perikardiyal eflizyonlu timédr

Mlb Tek ekstra torasik organda tek metastaz

Mle Bir veya daha fazla organda miiltipleks tratorasik metastazlar

2.6. Akciger Kanseri Tami ve Tedavisi

Tiimdriin tipi, evresi ve ne kadar ilerlemis oldugu, metastaz yapip yapmadigi gibi durumlar
TNM evreleme sistemiyle belirlenerek uygun tani konulur ve tedavi sekli belirlenir (Tablo 3).
Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi tedavi yontemleri kanser hiicrelerinin ortadan kaldirilmasini
dogrudan hedef almasina ragmen, ilaca direng gelistirmesi, 6zgiilliikk tasimamasiyla sinirl etki
gosterir. Cerrahi, 0zellikle evre III hastalarina uygulanabilirken, cerrahi yapilamayan ileri evre
hastalara platin igerikli kemoterapi uygulanmaktadir. Radyoterapi genellikle metastatik
durumda palyatif amagl olarak kullanilmaktadir.

Giliniimiizde diger kanserlerde oldugu gibi akciger kanserinde de akilli ilag olarakta adlandirilan
hedefe yonelik tedaviler ile kanser hiicre proliferasyon ve metastazini engellemek
amaclanmaktadir. Burada 6zellikle hiicrenin sinyal iletim yollar1 dnemli hedeflerdir. Bu yol ile,
kontrolsiiz ¢ogalma baskilanabilir, anjiyogenez olarak adlandirilan damar gelisimi inhibe
edilebilir, apoptoz baslatilabilir, bagisiklik sistemini uyarilabilir.

Akciger kanserinde hedefe yonelik tedavi olarak, tirozin kinaz inhibitorleri ve monoklonal
antikorlar kullanilmaktadir. Her ikisinin hedefi de hiicre membraninda bulunan EGFR’dir.
Bunun yanisira giiniimiizde bu tedavilerin disinda stirekli olarak daha etkili ve giivenli olan

kanser ilaclarinin gelistirilmesi yoniinde arastirilmalar yiiriitilmektedir (Debela ve ark., 2021).
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Tablo 3. Ugiincii evreleme: TNM (Detterback, 2018).

TO Primer tiimor vok
Tis Yerinde karsinom (skuamoz veya adenokarsinom)
T1 Tiimor < 3 em

T1lmi Minimal invaziv adenokarsinom

Tla Santral hava vyollarinda yiizeysel vayilan timor

Tla Timér = 1 em

Tlb Tiimér > 1 ama < 2 cm

Tle Timédr =2 ama < 3 cm
T2 Tiimoér =3 ama < 5 cm

T2a Tiimér = 3 ama <4 cm

T2b Tiimér > 4 ama < 5 cm
T3 Timoér> 5 ama< 7 em
T4 Tiimér=> 7 em

N (Bilgesel Lenf Nodiilleri).
NO Bolgesel nodiil metastaz1 yok
N1 Ipsilateral pulmoner veya hiler nodiillerde metastaz
N2 Ipsilateral mediastinal veya subcarinal nodiillerde metastaz
N3 Kontralateral mediastinal, hiler veya supraklavikiiler nodiillerde
metastaz
M (Metastaz Mesafesi).
MO Metastaz vok
Mila Kontralateral lobda malign plevral veya perikardiyal efiizyon, plevral veya
perikardiyal nodiiller, ayr tlimér nodiilleri
Milb Tek eksratoraksik metastaz
Milec Coklu ekstratoraksik metastaz (1 veya > 1 organ).
2.7. iyon Kanallar

Iyon kanallari, hiicre uyarilabilirligi ve sivi salgilanmasim kontrol eden 6zelliklerinin yaninda
hiicrenin boliinmesinde, farklilasmasinda ve gociinde rol aldigina dair kanitlar giderek
artmaktadir. Farkli kanser tiirlerine dair veriler mevcuttur ve yapilan pek¢ok arastirma,
kanserdeki biyobelirtegler ve ilagla tedavi edilebilir hedefler olarak iyon kanallarim
aragtirmaktadir (Delisi, 2023).

Iyon kanallari, birgok alt birimin bir araya gelmesiyle olusmus ve iyonlarin elektrokimyasal
gradyanlardan pasif olarak ge¢mesine izin veren porlari olusturan integral membran
proteinlerden meydana gelmistir. Alt birim sayilar1 iyon kanalinin tipine gore degismektedir (Yi

ve Jan, 2002 ; Resta ve Baccheti, 2010) (Tablo 4).
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Tablo 4. Iyon kanal ailesi ve iliskili olduklar1 iyon kanallar1 (Alexander ve ark., 2017).

Iyon kanalt ailesi Iyon kanallan

CatSper ve 2-por kanallar
Siklik niikleotid iliskili kanallar
Potasyum kanallar

Voltaj kapili iyon kanallar Ryanodine reseptérleri
Voltaj kapili kalsiyum kanallarn
Voltaj kapili proton kanallan
Voltaj kapili sodyum kanallar

5-HT3 reseptérleri
Proton kapili iyon kanallar (ASICs)
Epitelyal sodium kanallar
GABAA reseptorleri

Ligand kapili iyon kanallar Iyonotropik glutamat reseptorleri
IP3 reseptérleri
Nikotinik asetil kolin reseptorleri
P2X reseptorleri
ZAC

Agquaporinler
Klor kanallar

Diger 1yon kanallar: Konneksinler ve Panneksinler
Piezo kanallar:

Sodyum sizint1 kanallan

[laca direngte ve potansiyel farmakolojik hedefler olarak iyon kanallar1 son giinlerde dnemli
role sahiptir. Bu roller, ilaca olan direncin ortaya ¢ikmasina engel olmak ve/veya geciktirmek
amactyla iyon kanalinin diizenli olmasini hedef alan yeni tedavilere yol acabilir. Potansiyel
olarak ilgi c¢ekici olan iyon kanallari, plazma membranindaki ekspresyonlarm kiigiik
molekiillerce diizenlenmesini kolayca saglayan terapotik hedeflerdendir.

Edinsel ve genetik nedenlerle iyon kanallarinda olusan islev bozukluklar1 sonucunda heterojen
ve konjenital hastaliklar meydana gelmekte bunlar kanalopatik hastaliklar olarak
adlandirilmaktadir. Voltaj kapili sodyum iyon kanallar1 (VGSC) grubunda belirlenen hastaliklar
Na-+ kanalopatileri adin1 almis ancak, giiniimiizde hepsine birden kanalopatiler denilmektedir.
Bu hastaliklar, epilepsiden, migrene, kalp ritim bozukluklarindan hipertansiyona, diyabetten

astima kadar pek ¢ok hastalig1 i¢ine almaktadir (Preverskaya, 2018).
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Hiicre membraninda bulunan iyon kanallarindan kapili kanallar kapinin acilip kapanma
ozelligine gore voltaj kapili kanallar ve ligand kapili kanallar seklinde siniflandirilmaktadir

(Sekil 6).

Basing
- :u-'i'ﬁ JrOTOOOGOd 7 PP
N ORI ORNS 5- MOIENIOIE WO
Aak Sitozol Kapah A Sxtozol

Mekanik kapilx Siirekli acik

Sekil 6. Farkli tip iyon kanallari (https://www.cusabio.com/c-20803.html).

2.7.1. Ligand Kapih Iyon Kanallari

Iyonotropik reseptdr olarak bilinen ve iyon akist pasif olan bu kanallar, plazma zarinda segilen
iyonlarin gecisine izin vermekle gorevli proteinlerdir. Sinaptik bir iletime aracilik eden bu
kanallar, bir nérondan norotransmitter salinimini ve ardindan hizlica postsinaptik konumdaki
reseptorlerdeki aktivasyonu icermektedir (Alexander ve ark., 2011) (Sekil 7). Hiicre i¢i ligand

kapil1 ve hiicre dis1 ligand kapili iyon kanallar1 olarak iki gruba ayrilmaktadir.

15


https://www.cusabio.com/c-20803.html

Hiicre ici Ligand Kapih Iyon Kanallari: Hiicrelerdeki duyularin iletiminde gorevli olan
hiicre ic¢i ligand kapilt kanallardir. Kokuyu ve 15181 elektrik sinyaline dontigmekle

ylkiimliidiirler (Purves ve ark., 2001).
Hiicre Dis1 Ligand Kapih Iyon Kanallari: Sinaps yoluyla gerceklestirdikleri iletisim

sayesinde hiicre dis1 ligand kapili iyon kanallari, ndrotransmitterler olarak bilinen kimyasallarin
ekzositozu ile &zellesmistir. Ornek olarak y-aminobiitirik asit kapili GABA reseptorleri

verilebilir.

Sekil 7. Ligand kapil1 iyon kanal1 ¢esitleri (http://acikerisim.harran.edu.tr /506100).

2.7.2. Voltaj Kapili Iyon Kanallar

Voltaj kapili iyon kanallart membranin potansiyeline bagli olarak agilirlar ve iginden gegen iyon
tiplerine gore de, kalsiyum, potasyum, sodyum ve kloriir kanallar1 olarak adlandirilirlar

(Prevarskaya ve ark., 2018 ; Shad ve ark., 2018) (Sekil 8).
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Sekil 8. Ilgili protein ve voltaj kapili kanallar aras1 molekiiler iliski (Catterall ve ark., 2017).

2.7.2.1. Voltaj Kapil Kalsiyum Kanallar1 (VGCaC)

Sinyal molekiilii olarak gorev yapan bir ikinci haberci olmasinin yaninda hiicrenin apoptozunda
gocilinde ve hiicre dongiisii de dahil olmak {izere daha temel hiicre aktivitelerinde gorev alir ve
diizenler. (Anderson ve ark., 2019). Bunun yaninda endoplazmik retikulum ve mitokondrilerde

onemli akiga ve depolama alanlarinin salinimina katki saglamaktadir (Imaizumi, 2022).

2.7.2.2. Voltaj Kapih Potasyum Kanallar1 (VGKC)

Biitiin iyon kanallar1 arasinda en biiyiik olan ve dort aile iiyesinden olusan voltaj kapili
potasyum iyon kanalidir. Kanallarin alt gruplari, gecit mekanizmasi, alan yapisi ve islevine gore
farkliliklar gosterir. VGKC’ler, depolarizasyonu hiicrenin zarinda algiladigi zamana kadar ki
siirecte kapali kalir ve bu arada protein konformasyonla sonuglanarak yapisal olarak degisiklige

ugrar. VGKC’lerin biyolojik islevleri arasinda apoptozun diizenlenmesi, potansiyel yayilim,
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kalp kasindaki fonksiyonlar ile hiicrede biiylime ve c¢ogalma hacimsel degisiklikleri

kapsamaktadir (Boyle ve ark., 2022).

2.7.2.3. Voltaj Kapili Sodyum Kanallar1 (VGSC)

VGSC’ler, 1952’de Hodgkin ve Huxley tarafindan kesfedilen voltaj kapili iyon kanali alt
grubudur ve bu ailede kesfedilen ilk iyon kanalidir (Yu ve Catterall, 2004; Ruiz ve Kraus, 2015).
VGSC; sinir, kas ve diger kasilabilir hiicrelerde membran depolarizasyonuna yanit niteliginde
aksiyon potansiyelini baglatabilir ve yayabilirler (Wisedchaisri ve ark., 2020). VGSC’ler
yapisal olarak 260 kDa por olusturan biiytlik bir a alt birimi ile 30-40 kDA iki f alt biriminden
olugmaktadir (Sekil 9). a alt birim, yaklasik 2000 amino asit kalintisindan olusan biiyiik ve tek
zincirli polipeptitlerdir. Homolog olan bu dért alanin her biri, alt1 transmembran sarmaldan S1-
S6 olusmakta olup, a alt birimi, voltaj algilama alani, segicilik filtresi, aktivasyon kapisi ve
inaktivasyon kapisin1 kapsamaktadir. Voltaj algilama alanini olusturan S1-S4 transmembran
sarmallaridir. Bu segmentlerden S4, inaktivasyon siirecini hizli bir sekilde baslatan, arjinin ve
lizin kalintilarimi igeren pozitif yiiklii voltaj sensoriidiir. Porlar1 acip kapatmak igin
konformasyonel degisiklikleri baslatirlar ve hiicre i¢i bir baglayici ile elektrik alan1 boyunca
hareket ederler. S4-S5 segmentleri arasinda fiziksel yonden bagli olduklarindan porlardaki
gozeneklerin acilmasini saglarlar. S5, S6 segmentleri, hiicre dis1 baglanti por looplar ile
arasindaki baglanma yoluyla kanal, por, ve secicilik filtresini olusturur (Ruiz ve Kraus, 2015
;Wang ve ark., 2017). Segicilik filtresi benzer yiik ve yarigaplara sahip olan iyonlar1 ayiran,
porun en dar kismidir, DI’de aspartat, DII’de glutamat, DIII’de lisin ve DIV’de alaininden
olusur. Biizlilme bolgesi de denilen bu kisim segici pordan hidrath Na+ akigina izin vermektedir.
Ayrica glutamattan olusan dis halka Na+ gecirgenliginde dnemli rol oynamaktadir (Ruiz ve
Kraus, 2015; Wisedchaisri ve ark., 2019; Barbieri ve ark., 2023) (Sekil 9).

VGSC farkli genler (SCN1A-SCN11A) tarafindan kodlanan ve farkli islevlere sahip Nav
1.1°den Nav 1.9°a kadar dokuz alt tipe ayrilmaktadir. (Tablo 5). Islevi olmayan bir alt tip Nax
kodlanmaktadir. Bunlarin disinda, dort B alt birim proteini (B1, B2, B3, p4) kodlayan dort adet
SCN1B, SCN2B, SCN3B ve SCN4B geni bulunur (Tablo 6) (Yu ve Catterall, 2004; Ruiz ve
Kraus, 2015; Wang ve ark., 2017).
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Sekil 1. Voltaj kapili sodyum kanali (VGSC) (Andavan ve Gruber, 2011).

Degisik fizyolojik rollere sahip VGSC’ler farkli hiicrelerde olusur. Islevlerinde olusan
diizensizlik ile baz1 hastaliklar1 da beraberinde getirmektedir. Uyarilabilir hiicreler olan kas ve
sinir hiicrelerinin yan sira glia, lenfosit, fibroblast ve epitel kokene sahip metastatik 6zellikteki
kanser hiicrelerinin VGSC ekspresyonlarinin yiiksek oldugu belirlenmistir (Diss ve ark., 2004).
Son yillarda giderek artan sayidaki calismalar ile elde edilen birg¢ok in vitro ve in vivo kanitlar
VGSC’lerin, kanalopatik hastaliklarin yami sira, metastatik kanserdeki roliinii de ortaya
koymustur. Kanser tiirleri ile iliskisi, 6zellikle de zayif metastatik kanser hiicrelerini ytiksek
metastatik kanser hiicreleri ile karsilagtiran deneylerde gosterilmistir. Prostat, akcier ve
endometriyal kanserlerde ifade edilen Nav 1.7, serviks kanserinde Nav 1.6 ve meme, kolon ve
ovaryum kanserinde Nav 1.5 {lizerinde yliriitiilen ¢alismalarda baz1 VGSC blokerlerinin etkileri
de arastirilmistir (Fraser ve ark., 2003; Fraser ve ark., 2005; House ve ark., 2010; Campbell ve
ark., 2013; Drifford ve ark., 2014; Nelson ve ark., 2014; Bugan ve ark., 2016; Djamgoz ve
ark.,2019; Horne ve ark., 2021).

19



Tablo 5. VGSC ye ait a alt birimlerin bulundugu dokular ve iligkili oldugu bilinen
kanser tiirleri (Goldin ve ark., 2000; Brackenbury, 2012).

VGSC
alt Gen Doku lokasyonu Kanser tipi

tipleri

Merkezi sinir sistemi
Na,l.1 SCNIA (MSS), Periferal simir | Yumurtalik
sistemi (PSS), kalp

Na,1.2 | SCN24 MSS, PSS Rahim agz1. mezotelvoma, yvumurtahk, prostat
Na,l.3 || SCN3A MSS, PSS Yumurtalik, prostat, kiigiik hiicreli akciger kanseri
Na,l.4 [ SCN4A iskelet kasi Rahim agz1. yumurtalik, prostat

. Meme, kolon, lenfoma, néroblastoma, kiiciik hiicreli olmayan
Na,l.5 || SCNiA Iskelet kasi, kalp, beyin
akcifer kanseri, vumurtahk. kiiciik hiicreli akcifer kanseri

Meme. rahim agz. lenfoma, melanoma, mezotelyoma, kiigiik
Nal.6 SCN8A MMS, PSS, kalp hiicreli olmayan akciger kanseri, prostat, kiigik hicreli

akcifer kanseri

PSS, néroendokrin hiicreler, | Meme, rahim agz, lenfoma., mezotelyoma, kiigiik hiicreli
Na, 1.7 || SCN9A

duyusal ndronlar olmayan akciger kanseri, yumurtalik, prostat
Na,l.8 SCNI10A Duvusal néronlar Prostat
Na, 1.9 || SCNI1IA Duyusal néronlar Lenfoma, kiiciik hiicreli akciger kanseri

Tablo 6. VGSC ye ait B alt birimlerinin bulundugu dokular ve ilgili oldugu kanser tiirleri
(Brackenbury and Isom, 2011; Brackenbury, 2012).

Protein | Gen Doku lokasyonu Kanser tipi

Bl SCNIB | Kalp, iskelet kasi, bsbrekiistii, MSS, | Meme, rahim agz, kiiciik hiicreli olmayan akciger
glia, PSS kanseri, prostat

p2 SCN2B | MSS, PSS, kalp, glia Meme. rahim agz., kigiik hiicreli olmayan akciger

kanseri, prostat

p3 SCN3B | MSS, bibrekiistii, bobrek, PSS Kiiciik hiicreli olmayan akcifer kanseri, prostat

p4 SCN4B | Kalp, iskelet kasi, MSS, PSS Meme. rahim agz., kigiik hiicreli olmayan akciger

kanseri, prostat

Metastatik hiicrelerde VGSC a alt birimi hiicrelerin invazyon ve migrasyonuna sebep
olmaktadir (Brackenbury ve ark., 2008; Onkal ve Djamgoz, 2009). B alt birimi ise zayif
metastatik hiicrelerin adhezyon artisini, voltaj kapili iyon kanallarinin ekspresyon seviyelerinin

diizenlenmesi saglamaktadir (Tablo 7) (Brackenbury ve ark., 2008; Kaufmann ve ark., 2010).
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Bununla birlikte yeni bazi ¢galismalar VGSC’lerde gorevli B alt birimlerin a alt biriminin islevini

degistirebildigini ortaya koymustur (Sokolov ve ark., 2018).

Tablo 7. VGSC de yer alan a ve B alt birimlerin kanser hiicresindeki
fonksiyonlar1 (Brackenbury, 2012).

a alt birimi fi alt birimi
Kuvwvetli metastatik hiicrelerde Yiiksek derecede zayif metastatik
yiiksek oranda ifade edilir {Onkal hiicrelerde ekspresse edilir (Jansson ve
ve Djamgoz, 2009, dig., 2012).
Migrasyon, invazyon olmak iizere Mdhezyonu arttinr (Jansson ve dig..
metastatik hiicre davramslarim 2012).
arttinr {Brackenbury ve dig.. 2008) Sireg genisletmeyl artnr (Jansson ve
a alt birim ekspresyonunu dig., 2012).
aktiviteye bagh olarak pozitif geri hMiprasyonu diizenler (Jansson ve dig.,
besleme ile diizenler (Brackenbury 2012).
ve Djamgoz, 2006; Chiom ve dig., a alt binm mREMNA ifadesini diizenler
20100 {Jansson ve dig.. 2012; Chiom ve dig..
20059

2.8. VGSC ve Kanser

VGSC’ler akciger kanseri, prostat kanseri, meme kanseri ve serviks kanseri gibi bircok
kanserde normal olmayan sekilde asir1 sekilde eksprese edilir. Metastatik hiicrelerin lateral
motilite, migrasyon, invazyon gibi go¢ ve istila siireclerinde gorevlidirler (Tablo 8) (Wu ve ark.,
2020).

Yapilan ¢caligmalarla akciger kanseri yiliksek metastatik H460 ve H23 hiicrelerinde voltaj kapili
sodyum iyon kanallar1 bulunurken, diisiik metastatik A549 hiicrelerinde voltaj kapili sodyum
kanalina dair herhangi bir akim belirlenememistir. VGSC blokeri olan TTX, yiiksek metastatik
H460 ve H23 hiicrelerindeki invazif kapasiteyi yaklasik yiizde 50 oraninda azaltirken, diisiik
metastatik BEAS-2B ve A549 hiicrelerinde herhangi bir etki gdstermemistir. Bu bulgulara gore,
VGSC’nin hiicrelerin metastatik siirecinin vazge¢ilmez bir parcasi oldugu diisiiniilmektedir
(Jiang ve ark., 2019).

Pek ¢ok arastirma kanser metastazinda VGSC’nin roliiniin 6nemini gostermektedir (Laniado ve
ark., 2001; Onkal ve Djamgoz, 2009; Brackenburyve ark., 2012; Campbell ve ark., 2013; Fraser
ve ark., 2014; Martin ve ark., 2015; Mohammad ve ark., 2016). Bununla beraber kanser
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hiicrelerinin metastazinda VGSC’nin mekanizmasi tam anlamiyla bilinmemektedir. Ayrica gen

ifadesinin diizenmesinde de VGSC’ler gorev almaktadir (Jiang ve ark., 2019).

Tablo 8. VGSC’ler tarafindan diizenlenen metastatik hiicrenin davranislari

(Brackenbury, 2012).

Hiicresel aktivite

Kanser tipi

Ekspresse olan alt birimler

Agin buyime sireci

Meme, prostat

MNawv1l.5, Navl.7, il

Galvanotaksi

Meme, prostat

MNawvl.5, Mavl.7

Lateral motilite

Meme, mezotelyoma, prostat

Mavl.5, Navl.7, B1, B2

Migrasyon

Meme, prostat

Mavl.5, Mavl.7

Endositik membran aktivite

Meme, prostat, kiguk hicreli akciger
kanseri

MNawvl.5, Mavl.7

Vesikular model

Meme, prostat

Navl.7

Adezyon

Meme, prostat

MNavl.5, Navl.7, 1, p2

Gen ekpresyonu

Meme, kolon, prostat

MNavl.5, Navl.7, il

Meme, rahim agzi, kolon, lenfoma, Mavl.5, Navl.g, Navl.7, B1, p2
melanoma, kiigik hiicreli olamayan

akciger kanseri, prostat

invazyon

2.9. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR)

EGFR, epitel hiicrelerinin yiizeyinde bulunan bir tirozin kinaz reseptoriidiir ve cesitli kanser
tiplerinde yiiksek diizeyde eksprese edilmesi, kanserin ilerlemesi ve kotii prognoz ile iligkilidir.
EGFR geni, 170 kDa agirliginda ve 1186 aminoasitten olusan 7pl12 kromozom bolgesiyle
lokalize transmembran glikoprotein olup, hiicre dis1 sinyalleri hiicre igerisine iletir (Sekil 10)
(Miller, 2008). 28 ekzondan olusan farkli mutant formlarindaki bu proteinin yapisal aktif formu

EGFRVIII, en kritik varyantlarindandir (Talukdar ve ark., 2020).
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EGFR, dort tiyeden olugsmakta olup, reseptor tirozin kinaz (RTKSs) iist ailesinin {iyesidir. Bu aile
iiyeleri ErbB-1/HER-1, ErbB-2/neu/HER-2, ErbB-3/HER-3 ve ErbB4/HER-4 olarak
isimlendirilmistir. Tirozin kinaz ailesinde ilk bulunan reseptoér ErbB-1/HER-1 dir. Yap1 olarak

homoloji gosterdikleri alt birimler transmembran ve ekstraseliiler bolgelerdir (Sekil 10)
(Yarden, 2001; Ferguson, 2003 ; Burgess, 2003 ; Capuzzo, 2007). ErbB2, diger ErbB ailesi
iiyeleriyle dimer olustururken herhangi bir ligandi tek basina baglayamazken, ErbB3, islevsel
olmayan kinaz alanina sahiptir ayn1 zamanda heterodinamik komplekslerde sinyal verebilirler.
Bu sinyal yollar1 arasinda MAPK (mitojenle aktiflestirilen protein kinaz) ve PI3K(fosfatidil-

inositol-3kinaz) basamaklari yer alir (Irmer ve ark., 2007).

—
1.1 bdlgesi

Ekstraseliiler CRI1 bélgesi
boélge
1.2 bolgesi

CR2 bdlgesi

—
Transmembran bélge
—
Trozinkinaz
Bolgesi
Hiicreigi
Bolge
Regiilasyon
Bolgesi
R

Sekil 10. EGFR’nin yapisal semast

ErbB ailesi iiyelerinin dimerlesmeleri; ErbB-1/ErbB- 2, ErbB-1/ErbB-3, ErbB-1/ErbB-4, ErbB-
2/ErbB-3,  ErbB-2/ErbB-4, ErbB-3/ErbB-4  seklindedir.  Hiicre icinde  homo-
heterodimerizasyonuyla hiicrelerin farklt sinyal yollar1 ile etkilesime girerek, hiicre
proliferasyonunu arttirir, apoptozu inhibe eder, hiicre motilitesini ve protein salgisini arttirir.

Anjiyogenez ve sitokin salinimini uyarir (Sekil 11).
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Sekil 11. EGFR ailesine ait heterodimerizasyon ve homodimerizasyon semasi

EGFR dimerizasyon semasi ($ekil 12) incelendiginde anlasilacagi iizere baglanacak olan ligand
molekiilii 6nce birinci ve {iglincii kollarin arasinda bagl sekilde kalir. Sonrasinda ikinci kol
130° doniis yaparak ortada bir bag meydana getirir. Dimerin yapisinin membrana bagl halde

kalmasini saglayan ise dordiincii koldur (Roskoski, 2004).

Sekil 12. Epidermal biiylime faktorii reseptoriiniin dimerizasyonu (Roskoski, 2004)
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2.9.1. EGFR’nin Alt Yolaklar

EGFR’leri otofosforilizasyon sonrasinda p85 (C-terminal bdlgesi), shc 2 (src homology 2), grb
2, PLCY, shp 1, Cbl, grb7 gibi adaptdr proteinlerinin spesifik baglanma bdlgeri olusur
(Olayioye, 2000) (Sekil 13).
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Sekil 13. Adaptor proteinlerinin baglandiklar1 bolgeler (Olayioye ve ark., 2000).

Bu adaptor proteinler hiicrenin igerisinde pekc¢ok sinyal yolunda gorevli proteinleri fosforile
ederler (Sekil 14). Bunun sonunda hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi, protein sentezi,
hiicre sagkalimi ve proliferasyonu gerceklesir (Olayioye, 2000). B1 sinyal alami arasinda
kanserin meydana gelmesinde en kritik role sahip olan PI3K/Akt, Jak/Stat ve Ras/Raf/Mek
sinyal yollaridir (Olayioye, 2000). Farkli kanser tiirlerinden glioblastomalarda delesyon sonucu
ekstraseliiler bolge ifadesindeki degisim nedeniyle reseptor devamli aktive haldedir (Roskoski,
2004). Akciger kanser hiicrelerinde de ErbB ailesinin 18-21 arast mutasyonlart1 EGFR
reseptOriiniin  tirozin kinaz bolgesindedir. Kanser hiicrelerinin invazyonu, metastazi,
proliferasyonu, apoptozisten kacist gibi durumlarin olugmasini tesvik etmektedir (Roskoski,

2004).
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Sekil 14. Epidermal biiyiime faktorii reseptor yolaklari.

Akciger kanser tiirlinde EGFR’de olusan mutasyonlar da mevcuttur bunlardan en yaygin olani
T790M ‘dir. Hiicrenin dig alanina ligandlarin baglanmasi, tirozin fosforilasyonuna, reseptor
dimerizasyonuna ve asagi yonde gorevli sinyal yollarmin aktivasyonuna Onciilik eden
konformasyonel degisikliklere neden olurlar (Sekil 15) (Cooper ve ark., 2022).

EGFR, diger bazi malign olmayan dokularda eksprese olmasina ragmen kiiciik hiicreli dis1
akciger kanseri ve diger bazi kanserlerde yiiksek oranda ekprese edildiginden bir siiredir

terapotik hedef olarak goriilmekte ve bu alanda yogun ¢aligsmalar yapilmaktadir (Cooper ve

ark., 2022).
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Sekil 15. Akciger kanserinde goriilen epidermal biiyiime faktorii reseptor

mutasyonlart (Sharma, 2007).

2.9.2. EGFR Tirozin Kinaz inhibitorleri

EGFR sinyal yolunu bloke eden ilk molekiiller gefitinib ve erlotinib’dir. ilk olarak 2000’li
yillarda gefitinib ve erlotinib KHDAK’li hastalarda denenmis ve orta diizeyde bir etki
gosterdigi belirtilmigtir. Yapilan ¢aligmalarla erlotinib ve gefitinib’in, hizli timor yanitlari
KHDAK’ de hedef odakli tedaviye karsi ilk degerlendirmeleri vermistir. Ancak EGFR
inhibitorlerine kars1 kazanilan diren¢ mekanizmasi bir yilda gelisim gostermistir. En sik
karsilagilan diren¢ mekanizmasi1 T790M mutasyonu olan ve ATP ye baglanmasini arttirmasiyla
gefitinib ve erlotinibe baglanmay1 sinirlamasi olarak saptanmistir (Cooper ve ark., 2022).

Afatinib, HER2 ve EGFR’ye kovalent bag ile baglanacak sekilde tasarlanmis EGFR/HER2
inhibitoriidiir. FDA tarafindan 2015 yilinda onaylanan Osimertinib, mutant EGFR’nin ATP
baglanma bolgesinde kovalent baglar olusturarak EGFR T790M mutasyonunu segici olarak

hedefler. Gefitinib veya erlotinib’den daha iyi etkinlik gosterdigi belirlenmistir. (Huang ve ark.,
2021).
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Sekil 16. A) Inaktif EGFR ve B) Aktif EGFR ye ait konformasyonel gosterim
(Park, 2012).

2.10. Erlotinib

Erlotinib HCI (Tarceva), kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri ve pankreas kanserinin tedavisi igin
ilk kez 2004 yilinda FDA tarafindan onaylanan farmakolojik profili farkli bir tirozin kinaz
reseptor inhibitdrii ve antikanser ajanidir (Coban, 2018). Erlotinib HCI'nin kimyasal formiili
C22H23N304 ‘tiir ve molekiil agirligi; 393,4 gr/mol ‘diir. Erlotinib hemen hemen 0,4 mg/mL

olmakla birlikte pH s1 2 oldugunda maksimum ¢oziiniirliik gdstermektedir.

o " /@k&
o, /“\“u‘/ s,
/DM/"‘"‘D N
Sekil 17. Erlotinib kimyasal formiilii (Tarceva, 2004).
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Erlotinib anjiyogenez ve tliimoriin biiyimesiyle baglantili bir tirozin kinaz inhibitérii olarak
molekiiler anomalilere karsi savasmaktadir. Kanserin ilerlemesini durduran reseptorlerin
inhibisyonu bazen tiimor direncinin gelismesine katki da saglayabilmektedir. Erlotinib, bir¢ok
kanserde mevcut olarak yer alan insan epidermal biiylime faktéri (EGF) tirozin kinaz
reseptorleri HER1 ve EGFR’ye kars1 6zel bir aktiviteye sahiptir. Gliniimiizde kii¢iik hiicre dis1
akciger kanseri hastalarinda spesifik rahatsizliklar1 olan ve ameliyat edilemeyen hastalarda
birincil basamak tedavi olarak kullanilmaktadir.

Giinliik 150 mg’lik tablet seklinde kullanilmasi 6nerilen erlotinib’in bazi yan etkileri de
gorilmektedir. Dokiintli, anoreksi, 0dem, karin rahatsizliklari, bas agrisi, el ve ayak
sendromlari, cilt renginde degisiklik gézlenmesi, yorgunluk, anemi, kasint1 ve oksiiriik. Yaygin
olmayan yan etkileri olarakta interstisyel akciger rahatsizlifi, gastrointestinal perforasyon,
pankreatit, kalp rahatsizliklari, bobrek yetmezligi, cilt rahatsizliklar1 ve de embriyo-fetal
toksisite sayilabilir.

EGFR tirozin kinaz inhibitorii olan erlotinib’in faz II ¢alismalari, EGFR mutasyonlu tiimorlere
kars1 oldukga aktif oldugu gergeginin yaninda KHDAK’l1 hastalarda aktivitesi sinirlt olmakla
birlikte genel sagkalim agisindan anlamli bir fark bulunamamistir (Hsu W.H. ve ark., 2018).
Tiimor baskilayict miRNA olan miR-223’1in, akciger kanseri dahil olmak tizere ¢esitli kanser
tirlerindeki varlig1 bilinmektedir. miR’nin yiiksek oranda eksprese olmasini indiiklemek igin
erlotinib’e direnc¢li PC-9 akciger hiicrelerinde miR-223 modeli olugturulmustur ve 0,01 uM, 0,1
uM, 1 uM, 10 uM, 100 uM ve 500 uM erlotinib konsantrasyonlar1 uygulanmistir, miR-223’iin
in vitro apoptozu indiiklemesi saglanarak PC-9 hiicrelerinin erlotinib’e duyarliligini arttirmigtir.
Ayni ¢alismada in vivo olarak nude farelere PC-9 hiicreleri enjekte edilerek Iki haftalik erlotinib
uygulanmasindan sonra farelerin tiimor kiitlesi Ol¢iilmiistiir. Erlotinib uygulanmis PC-9
hiicreleri kontrol grubuna gore bes kat daha biiyiiktii, PC-9/ER-miR-223 tiimdrii tasiyan nude
farelerde tiimor biiylimesinde inhibisyon gozlenmistir ve tlimor kiitlesi kontrol grubuna oranla
yaklagik %60 daha biiyiik oldugu goriilmiistiir (Zhao ve ark., 2016).

Insan akciger kanser hiicresi olan HCC827’ye 0,001 uM, 0,01 uM, 0,1 pM, 1 uM, 10 uM ve
100 uM konsantrasyonlarda erlotinib uygulanmasiyla ilaca olan direnci gdsterilmistir.
Ubikuitin ligaz enzimi olan NEDD4{in roliinii belirlemek i¢cin HCC827 hiicresinde NEDD4
mRNA seviyesi ve protein ekspresyonu qRT-PCR ile analiz edildiginde, kontrole kiyasla
erlotinib uygulanan HCCS827 hiicrelerinde  mRNA seviyesinin daha yiiksek oldugu
gosterilmistir. Yapilan western blot analizi ile de NEDD4 ekspresyonunun bu hiicrelerde

artmas1 qRT-PCR sonuglar1 ile de paralellik gostermektedir (Sun ve ark., 2017).
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Zhou ve arkadaslarinin (2017), 6zofagus skuamdéz hiicreli karsinom hiicreleri olan OE21 ve
KYSE140 hiicrelerine 1uM erlotinib uygulandiginda AKT ve ERK ’nin fosforilasyonunu inhibe
ettigi, direncli TES, KYSE30 ve KYSES520 hiicrelerinde daha az inhibisyon goriilmiistiir
Dolayisiyla secilen 06zofagus skuamoéz hiicreli karsinoma hiicrelerinde bazilarinin
proliferasyonu engelledigi, hiicre dongiisiini durdurdugu ve apoptozu indiikledigi
goriilmektedir. Yapilan in vivo ¢alismayla da OE21 ksenograflari barindiran nude farelere
timor olustuktan sonra erlotinib (1uM), palbociclib(1uM) ile kombinasyon tedavisine
baslanmistir, yaklagik dort hafta sonra tek basina uygulanan erlotinib, timdr biiyiimesini ¢ok
daha yavas sekilde devam ettirdigi goriilmiistiir bunun yaninda palbociclib monoterapisi ile
tiimoriin bilyiimeye devam ettigi gozlenmistir yaklasik {i¢ hafta sonra ise biiyiime timor
bliylimesi sabit kalmistir, erlotinib/paplociclib kombinasyonu beraber uygulandiginda ise timor
hacminde tutarli azalma goriilmiistiir. Bu c¢alisma ayrica, erlotinib’in palbociclib ile
uygulanmastyla direncin bloke edildigini net bir sekilde gdstermistir.

Bu sekilde kanser hiicrelerinin hiicre proliferasyonu, migrasyonu, invazyonu, metastatik
aktivitesi, apoptozu iizerine erlotinib’in etkisi pek cok arastirma oldugu goriilmektedir.
Literatiirde, erlotinib’in VGSC’ler Tizerine etkisi ile alakali siirli oranda ¢alisma

bulunmaktadir.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Hiicre Kiiltiiri

Calismada iki farkli KHDAK hiicresi kullanilmig olup, bunlardan A549 hiicre hatt1 1972°de
erkek bir hastanin tlimorlii akciger dokusundan alinarak in vitro ortamda yetistirilmistir (Giard,
Aaronson ve ark., 1973). Yiiksek metastatik olan H460 hiicre hatt1 ise, 1982 yilinda biiyiik
hiicreli akciger karsinom erkek hastanin plevral sivisindan elde edilmistir (Sekil 3.1). Diisiik
metastatik A549 hiicre hatt1 laboratuvarimizda devam eden kiiltiirden, yiiksek metastatik H460
hiicre hatti ise, Istinye Universitesi Tip Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik

laboratuvarindan getirilerek, yetistirilmis ve ¢alismada kullanilmistir.

H460 (ATCC - HTB-177™) ve A549 (ATCC - CCL-185™) hiicreleri RPMI-1640 besiyerine,
ek olarak %10 fetal bovin serum (FBS), 5 ml penisilin/streptomisin ve 1 mM sodyum piriivat
iceren petrilerde bulunan medyumda, 37°C, %5CO: 11 inkiibatorde yetistirilmistir. Stok olarak
-86°C’de bulunan diisiik metastatik A549 ve yiiksek metastatik H460 hiicre hatlarinin deneye
hazirlanabilmesi i¢in hizli bir sekilde eritilen hiicre stogu 1 ml besiyeri ile yavas bir sekilde
pipetaj yapilarak, igerisinde 6 ml besiyeri bulunan 100 cm? lik hiicre kiiltiirii petrilerine ekilir.
Hiicreler giinliik olarak inverted mikroskop ile incelenerek, petri kabinin %80 ninden fazlasini
kaplamas1 sonucunda, tripsin ile 5-7dk muamele edilerek hiicrelerin petriden kalkmalari
saglanir. Hiicrelerin tamamina yakini petriden ayrilmig ise, dikkatle toplanarak, hiicreler
RPMI1640 besiyeri bulunan santrifiij tiipiine eklenir. Santriflij edildikten sonra siipernatant
atilir ve lizerine taze besiyeri konularak homojen bir hiicre siispansiyonu olusturulur. Hiicreler

tripan mavisi yontemi ile hemositometrede sayilarak 1 ml’deki hiicre sayis1 belirlenir.

OATCC? RN e =
Sekil 3.1. Diisiik metastatik A549 (A) ve yiiksek metastatik H460 (B) akciger kanseri
hiicreleri (10x)
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3.2. Hiicre Dondurma

Stok hiicre olusturmak i¢in gergeklestirilen hiicre dondurma prosediirii, pasajlama isleminde
oldugu gibi yiiriitiiliir ve santrifiij asamasindan sonra, siipernatant atilir. Hiicrelerin {izerine 1
ml dondurma besiyeri (Freezing Media= FBS: RPMI1640: DMSO, 7:2:1) eklenip iyice pipetaj
yapilip homojen bir siispansiyon elde edilir. Olusan bu siispansiyon kriyoviyal tlipe aktarilir.
Etiketlemesi yapilip yavas yavas dondurulmak iizere 6nce -21°C ye konur, ardindan -86°C derin

dondurucuda saklanir (Freshney ve ark., 1987).

3.3. Farmakolojik Ajanlarin Hazirlanmasi

Erlotinib (OSI-774) (Apollo SCL), DMSO icinde ¢oziilerek hazirlanir ve -21°C'de saklanir.
Erlotinib, 1 ml dimetil siilfoksit (DMSO) i¢ine 4 mg eklenerek ¢ozdiiriilmiis ve 1mM ana stok
hazirlanmistir,. DMSO miktar1 %0,1°dir. Literatiirde erlotinib’in kii¢iik hiicreli dis1 akciger
kanseri iizerindeki etkilerinin incelendigi calismalardaki dozlar degerlendirildikten sonra
caligmada kullanilacak konsantrasyonlar 6n denemeler ile belirlenmistir. Deney yapildigi sirada
0,01uM ve 0,02uM konsantrasyonlar1 taze medyum ile seyreltilerek kullanilmistir.

Spesifik VGSC blokeri olan Tetrodotoksin (TTX) (Alomone Labs), pozitif kontrol olarak pH
7.4'te fizyolojik tuzlu suda Img’1t 1ml distile suda ¢ozlinmiis, 3132 uM ana stok olarak
hazirlanmis ve -21°C’de saklanmistir. TTX, tiim deneylerde 600 nM konsantrasyonunda

kullanilmustir.

3.4. Hiicre Biiyiime Analizi

Hiicrelerin biliylime egrilerinin ortaya konulmasi igin, H460 ve A549 hiicreleriyle biiylime
deneyi yapilmistir. Biiylime deneyi i¢in 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleyti kullanilmis ve her
kuyucuga 2x10%, 4x10°, 6x10°, 8x10°, 10x10°, 12x10°,14x10* hiicre olmak iizere farkli sayida
hiicre ekilmistir. Kiiltiir medyumlar1 eklenmis ve her 24 saatte bir tazesi ile degistirilmistir.
H460 ve A549 hiicrelerinin 24. ve 48. saatteki biliylimelerini saptamak lizere MTT yontemi
kullanilmistir. Pleytin kuyucuklarindaki medyumlar ¢ikartilarak, 3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) —
2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) eklenmis ve dort saat karanlikta tutulmustur. Bu siire
icerisinde sar1 renkli tetrazolyum tuzu canli hiicrelerin mitokondri aktivitesi sonucunda, mor
renkli formazan kristallerini olusturmustur. 4 saat sonra MTT c¢ikarilarak kuyucuklara organik

¢ozilicli DMSO ve glisin eklenmistir. Canli hiicre sayisina paralel olarak olusan mor formazan
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kristalleri DMSO ve glisin eklenmesi ile pembe-mor renk meydana getirmistir. Tim
kuyucuklar, bir mikroplaka absorbans okuyucusunda (iMarkTM BioRad) 570 nm dalga
boyunda okunmustur. Her hiicre hatt1 i¢cin deney minimum {i¢ kez tekrarlanmis ve elde edilen

absorbans degerlerinden hiicre sayisi ile zamana bagl biiytime grafigi ¢izilmistir.

3.5. Toksisite

Kullanilan farmakolojik ajan, erlotinib’in H460 ve A549 hiicreleri iizerinde toksik etkisi olup
olmadigini belirlemek {izere tripan mavisi yontemi kullanilmistir. Toksisite deneyi i¢in alt1
kuyucuklu hiicre kiiltiirii pleytlerine kuyucuk basina 3x10* hiicre ekilmistir. Kiiltiir medyumu
ile gece boyunca 37°C sicakliktaki %5 COz2 inkiibatorde tutulmustur. 24 saatte hiicreler invert
mikroskopta kontrol edildikten sonra, kontrol grubu igin hiicrelere kiiltiir medyumu, deney
gruplarina ise, 0,1 uM, 1 uM, 10 uM, 20 uM erlotinib ile negatif kontrol olarak DMSO iceren
kiiltiir medyumu uygulanmistir. Her 24 saatte medyum degistirilmis ve 48 saatlik erlotinib
uygulamasindan sonra medyumlar kuyucuklardan g¢ikarilmis ve 0,2 ml tripan mavisi ile 10
dakika bekletildikten sonra boya uzaklagtirilmig ve FBS igermeyen taze kiiltiir medyumu
eklenmistir. 40x objektif ile invert mikroskopta, 40 farkli alandaki mavi renkli 6lii hiicreler ile
boyanmamis canli hiicreler sayilmistir. Her hiicre hatti icin deneyler ii¢ paralel olarak

yuriitiilmis ve 6l hiicre yiizdesi hesaplanarak grafik cizilmistir.

3.6. Hiicre Proliferasyonu

Yiiksek metastatik H460 hiicreleri ve diisiik metastatik A549 hiicreleri ayr1 iki 96 kuyucuklu
plakaya her kuyucukta 2x10* hiicre olacak bigimde ekim yapilir. 24 saat boyunca 37°C, %5
CO», li inkiibatérde kiiltiir medyumu ile yetistirilir. Inkiibasyon sonrasinda kontrol ve DMSO
iceren kuyucuklarin yani sira deney gruplarina 0,01 uM, 0,02 uM, 0,05 uM, 0,1 uM, 0,5 uM,
1 uM, 5 uM konsantrasyonlarda hazirlanmis olan erlotinib ilave edilir. 24 ve 48 saat olmak
lizere iki ayr siirede hiicreler erlotinib ile tedavi edildikten sonra her kuyucuktaki besiyeri
cikarilip 100 pul MTT c¢ozeltisi eklenir ve alimiinyum folyoya sarili sekilde dort saat boyunca
inkiibatorde bekletilir. Bu siire sonunda kuyucuklardaki MTT c¢ozeltisi atilir, olusan formazan
kristallerinin ¢dziinmesi icin her bir kuyucuga 89 ul DMSO ve 11 pl glisin eklenerek meydana
gelen boya absorbansi, mikroplate okuyucuda (iMarkTM BioRad) 570 nm dalga boyunda
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Olciiliir (Bugan ve ark., 2015). Deneyler her hiicre i¢in li¢ kez tekrarlanmis ve elde edilen

absorbans degerlerinin hiicre sayisi ile zamana bagl grafigi ¢izilmistir.

3.7. Koloni Olusum Analizi

Erlotinib’in hiicrelerin koloni olusturma yetenekleri tizerindeki etkisini incelemek tizere koloni
olusum deneyi yapilmistir. Alt1 kuyucuklu pleyte her kuyucuga 2x10* hiicre olacak sekilde
hiicrelerin ekimi yapilmis ve bir gecelik inkiibasyondan sonra deney grubu hiicrelere erlotinib
uygulanmistir. 48 saat siire ile erlotinib uygulanan kontrol ve deney gruplar1 normal medyum
ile degistirilmis ve sonraki, 14 giin siiresince hiicreler biiylimeye birakilmistir. Her dort giinde
bir gruplarin medyumlari tazesi ile degistirilmistir. 14. giinde metanol ile tesbit edilen hiicreler,
%0,5 kristal viyole ile boyanmustir. (Franken ve ark., 2006). Invert mikroskop kullanilarak her
kuyucuktan rastgele 40 alandaki koloni sayis1 sayilmis ve gruplarin ortalamalar ile grafikler

cizilmistir. Deneyler ii¢ kez tekrarlanmistir.

3.8. Apoptotik Hiicre Oliimii

Erlotinib’in yiiksek metastatik H460 ile diisilk metastatik A549 akciger kanser hiicreleri
tizerindeki apoptotik etkisinin belirlenmesi ic¢in, Annexin V-FITC apoptoz tespit Kkiti
kullanilmistir. Annexin V-FITC Kkiti, iiretici firmanin talimatlarina uygun sekilde kullanilarak
akis sitometresi ile hiicre zarmin dis katmanindaki fosfatidilserin araciligiyla saptanmistir. Kit
icerisinde ayrica, degrede edilmis hiicrenin zarma giren niikleus ve kromozomu boyayan
propidyum iyodiir (PI) bulunmaktadir. Alt1 kuyucuklu pleytlere 10x10* hiicre ekilmis ve 24 saat
inkiibe edilmistir. 24 ve 48 saatlerde kontrol grubu kiiltiir medyumu ile degistirilmis, deney
gruplarina erlotinib 0,01 puM ve 0,02 uM olarak uygulanmistir. 48 saat sonra hiicreler tripsin
EDTA ile toplanip 2500 g’de santrifiij edilmistir. PBS ile yikandiktan sonra 200 pL baglama
tamponu (1x) i¢inde yeniden siispansiyon haline getirilmistir. 5 uL. Annexin V-FITC eklenerek
pipetaj yapilmistir. Oda sicakliginda 15 dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra hiicrelere 5
pL propidyum iyodiir (PI) eklenmistir. Hiicre 6limii FACS (BD Accuri ™) analizi ile

gergeklestirilmis ve grafikler ¢izilmistir. Her hiicre hatti i¢in deneyler ii¢ kez tekrarlanmistir.
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3.9. Lateral Hareket (Migrasyon/Motilite)

Akciger kanseri yliksek metastatik H460 ve diisiik metastatik A549 hiicrelerinde erlotinib’in
hiicrenin lateral hareketi yani hiicrenin motilitesi/migrasyonu iizerine olan etkisi, yara iyilesme
modeli ile belirlenmistir. Kontrol, TTX ve deney gruplari i¢in alt ylizii ¢izilerek hazirlanan 35
mm’lik steril petrilere 3x10° hiicre olarak ekilir. Hiicrelerin ekilmesinden 24 saat sonra
petrilerde yara olusturulur. Medyum degistirildikten sonra invert mikroskop altinda
mikrometrik okiiler ile, ¢izgilerin kesistigi noktalardaki yara genislikleri dl¢tilerek, 0.saatteki
yara genisligi (Wo) saptanir. Petrilere kontrol ve deney mediumlar1 ilave edilerek, 24. ve 48.
saatlerdeki yara genislikleri (W¢) yeniden 6l¢iilmiis ve her 6l¢iimde medyumlar1 degistirilmistir.
Degerler MI=1 — (W;— Wp) formiiliinde yerine konularak hiicrenin migrasyon indeksi
(motilite indeksi=MI) hesaplanmistir. Wy, 0. saatteki yara genisligi; W;ise, 24 veya 48.
saatlerdeki yara genisligini vermektedir (Fraser ve ark., 2014). Her grup i¢in minimum {i¢ adet

petri kullanilmis ve deneyler en az ii¢ kez tekrarlanmistir.

3.10. Protein Izolasyonu

Yiiksek metastatik H460 hiicreleri ve diisiik metastatik A549 hiicreleri 100 mm’lik petrilere
2x10% hiicre olacak sekilde ekim yapalir. 24 saat sonunda hiicrelerin yapisip yapismadigi kontrol
edildikten sonra, deney grubuna belirlenen konsantrasyonda erlotinib uygulamasi yapilir.
Ardindan 24 saatlik inkiibasyon sonunda hiicrelerin medyumu ¢ikarilir ve 1 ml 1X PBS ile petri
yikanir. Daha sonra petrilere soguk 1-1,5 ml 1X PBS (Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) eklenir ve
hiicreler kazinarak ependorfa toplanir, 13.200 rpm’de, 2 dakika santrifiij edilir ve siipernatant
kisim olan iist faz atilir. Bu islem iki kere tekrarlanir. Pellet miktarina gore RIPA tamponu (RIPA
Lysis Buffer) eklenir. RIPA tamponu eklendikten sonra pipetaj islemi uygulayarak pellet
cozdiiriiliir. Kisa siireli vortex uygulamasindan sonra ependorf c¢alkalayicida calkalanir.
(Calkalama sonrasinda 20 dakika boyunca 13.200 rpm’de santrifiij yapilir. Slipernatant, protein
igerigi, farkl bir ependorfa alinir ve -86°C ‘de muhafaza edilir (Lobb ve ark., 2015).

3.11. QRT PCR

RNA Ekstraksiyonu ve Piirifikasyonu: TRIzol Reagent total RNA izolasyonu ig¢in
kullanilmigtir. TRIzol Reagent eklendikten sonra soguk kloroform ilavesi ile 14 g’de 15 dk

santrifiij yapilir ve st faz alinir, purezole eklenen miktarda izopropanol ilavesi yapilarak, 14 g
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‘de 10 dk santrifiij ile RNA c¢oktiirtiliir. Elde edilen RNA pelleti, DEPC su igerisinde
cozdiiriildii. Elde edilen total RNA’ nin konsantrasyonu ve saflik derecesi kantitatif olarak
Nanodrop cihazi ile 260/280 nm’ lik absorbansta spektrofotometrik olarak tayin edilir (Diss ve
ark., 2005).

cDNA sentezi: Konsantrasyonlari belirlenen total RNA Orneklerinden iScript™ cDNA
Synthesis Kiti (Bio-Rad) kullanilarak komplementer DNA (cDNA) sentezi yapilir. RNA
orneginden 1000 ng, kit igerisinden ¢ikan 4 ul 5x iScript reaction mix, nucleas free water ve en
son 1 ul Reverse Transkriptaz enzimi eklenerek PCR cihazina yerlestirilir. Uretici firmanin
protokolii dogrultusunda 5dk 25°C, 30 dk 42°C, 5 dk 85°C ve son olarak 4°C soguduktan sonra
cDNA sentez iglemi bitirilir ve elde edilen cDNA 6rnekleri -20°C ‘de saklanir (Diss ve ark.,
2005).

Jelde Yiiriitme: Total RNA {iriinlerinin biitiinligii % 0,8’lik agaroz jel elektroforez yontemi ile
goriintlilenir. 1X TBE tamponunun igerisine 0,8 gr agaroz ilave edilerek karigim hizlanir.
Kaynatilan agaroz, 10 dk oda sicakliginda sogutularak igerisine red safe ilave edilmis ve hava
kabarciklar1 olmaksizin onceden hazirlanmis olan jel plagina dokiilerek katilasmasi
saglanmustir. 11k kuyucuga 1 kb marker yiiklendikten sonra, sirasiyla diger kuyucuklardaki
ornekler brom-fenol mavisi ile karistirilir ve 80V akimda 40 dk yiiriitiiliir. Bantlar ultraviyole
151k altinda incelenir ve RNA zincirinin biitlinligii Science UV Transliiminator ile goriintiilenir

(Diss ve ark., 2005).

QRT-PCR: Her PCR reaksiyonu cDNA ornekleri, ilgili primerler ve SYBR Green ilave
edilerek hazirlandi. Real-Time PCR cihazinda gergeklestirilen analizlerde 95°C’de 3 dk ‘Taq’
polimeraz aktivasyonu; 95°C’de 30 saniye denatiirasyon; 60°C’de 30 saniye primer baglanma
ve uzama olmak tlizere 35 siklustan olusan deney protokolii uygulandi. Nav 1.7 i¢in
amplifikasyon dongiileri 2-AACt yontemi ile analiz edildi (Livak ve ark., 2001). Kullanilan

primerler Tablo 9’da gosterilmistir.

Tablo 9. Nav1.7 ve Beta-actin forward ve reverse primerler

Gene Name Gene Product | Forward primer 5'=3 Reverse primer 3'=5'
SCNSA Nav 1.7 GGCTCCTTGTTTTCTGCAAG TGGCTTGGCTGATGTTACTG
ACTB Beta-Actin TCACCCACATGTGCCCATCTACGA | CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG
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3.12. istatistiksel Analiz

Tiim deneyler ii¢ tekrarli olarak yapilmistir. Deneylerden elde edilen tiim veriler ortalama + SE
olarak verilmistir. Kontrol ve tedavi gruplar1 arasindaki farki degerlendirmek icin t-testi

kullanilmistir. Elde edilen sonug¢larda P<0.05 anlaml1 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Akciger kanseri hastalarinda hedefe yonelik tedavi amagh olarak klinikte kullanilan tirozin
kinaz inhibitorii erlotinib’in kiiclik hiicreli dis1 akciger kanseri yiiksek metastatik H460 ve
diisiik metastatik A549 hiicrelerinin biiylime, toksisite, proliferasyon, koloni olusumu ve
apoptozu iizerindeki etkilerinin yani sira metastatik potansiyeli arttirici 6zellige sahip Nav 1.7
VGSC’ler tizerindeki etki profili migrasyon indeksi ve qRT-PCR ile in vitro olarak

arastirilmustir.

4.1. Hiicrede Biiyiime

Erlotinib’in etkileri degerlendirilmeden 6nce hem yiiksek metastatik H460 hem de diisiik
metastatik A549 hiicrelerinin in vitro ortamdaki biiyltime 6zellikleri belirlenmistir. Hiicre kiiltiir
pleytinin her kuyucuguna 2x10%, 4x10°, 6x10°, 8x10%, 10x10%, 12x103 ve 14x10° olarak ekilen
hiicrelerin, 24. ve 48. saatlerde elde edilen absorbans degerleri grafik seklinde verilmis ve
korelasyon katsayisi belirlenmistir (Sekil 4.1). Sekil 4.1°de yiiksek metastatik H460
hiicrelerinin 24. ve 48. saatlerdeki absorbansi ile hiicre sayisi arasi iliski incelendiginde,
biiylime egrilerinin her iki saatte de absorbans ile hiicre sayisinin paralel olarak artis gosterdigi
izlenmektedir. H460 hiicresinin biiylime egrisindeki 24. ve 48. saatteki korelasyon katsayisi

sirastyla 0,971 ve 0,8652 olarak saptanmaistir.

24k 4sh oo Utel (24B)  eeeveeens Tstel (48h)
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Sekil 4.1. Yiiksek metastatik H460 hiicrelerinin 24. ve 48. saatlerde zamana bagh

absorbansi.
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Diisiik metastatik A549 hiicrelerinin biiylime egrileri incelendiginde; arastirilan her iki saatte
de hiicre sayisindaki artiga bagli olarak absorbansin’da arttig1 goriilmektedir. A549 hiicresinin
biliylime egrisindeki 24. ve 48. saatlerdeki korelasyon katsayisi sirastyla 0,9255 ve 0,9032
olarak saptanmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Diisiik metastatik A549 hiicrelerinin 24. ve 48.saatlerde zamana bagli absorbansi.

4.2. Toksisite

DMSO’da ¢oziinen Erlotinib’in yiiksek metastatik H460 ve diisiik metastatik A549 kiiciik
hiicreli dis1 akciger kanseri hiicrelerinde toksik etki gdsterip gostermedigi tripan mavisi
yontemiyle 6lii hiicrelerin yiizdesi hesaplanarak belirlenmistir. Sekil 4.3’te ¢izilen grafikte
goriildiigl gibi, yiiksek metastatik H460 hiicrelerine DMSO, 0,1uM, 0,2uM, 10 uM, 20 uM
erlotinib uygulanmasi sonucu 6lii hiicre yiizdesi konsantrasyon artisi ile biraz artmakla birlikte,
istatistiksel agidan anlamli bir farkin bulunmadigi (P>0,05) dolayisiyla, erlotinib’in hiicreler

tizerinde toksik bir etki gostermedigi saptanmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Erlotinib’in H460 hiicreleri lizerindeki toksik etkisi.

Diisiik metastatik A549 hiicreleri ile yapilan deneylerde saptanan 6li hiicre yiizdesine gore,

hem DMSO hem de erlotinib konsantrasyonlari ile kontrol grubu karsilagtirildiginda 6lii hiicre
ylizdesinin konsantrasyon artisiyla artmakla birlikte, bu farkin anlamli olmadig1 (P>0,05) ve

toksik bir etki gostermedigi saptanmustir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Erlotinib’in A549 hiicreleri iizerindeki toksik etkisi.

4.3. Hiicre Proliferasyonu

Belirlenen Erlotinib konsantrasyonlarinin yiiksek metastatik H460 hiicrelerine Boliim 3.6’da
aciklandigr gibi, uygulanmasi ve MTT yontemi ile saptanmasi sonucu elde edilen normalize
hiicre sayis1 ve konsantrasyon arasinda 24. saatte ¢izilen grafik Sekil 4.5’de verilmistir. 24.
saatte kontrol grubu ile ¢oziicli olarak kullanilan DMSO grubu hiicrelerin proliferasyonu
iizerinde anlamli bir etki olusturmadigi goriilmektedir (P>0,05). Kontrol grubu ile 0,01uM,
0,02uM, 0,05puM, 0,1uM, 0,5uM, 1uM, 5uM erlotinib uygulanan H460 hiicrelerinin
proliferasyonlari lizerinde konsantrasyon artisina ragmen anlamli bir etki meydana getirmedigi

saptanmistir (P>0,05).
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Sekil 4.5. Erlotinib’in H460 hiicre proliferasyonu iizerinde 24. saatteki etkisi.

Erlotinib’in belirlenen konsantrasyonlarinin yiiksek metastatik H460 hiicrelerine 48.saat
stiresince uygulanmasi sonucunda hiicrelerin proliferasyonlarinda anlamli bir farklilik olmadig:

(P>0,05) ve 24. saatteki veriler ile benzerik gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Erlotinib’in H460 hiicre proliferasyonu iizerinde 48. saatteki etkisi.

Diisiik metastatik A549 hiicrelerine belirlenen erlotinib konsantrasyonlarmin uygulanmasi
sonucu elde edilen normalize hiicre sayilarinin erlotinib konsantrasyonuyla iligkisi Sekil 4.7°te
verilmistir. Elde edilen verilere gore, 24. saatte kontrol grubu hiicre proliferasyonu ile DMSO
grubu hiicre proliferasyonlar1 arasinda bir fark bulunmadigi saptanmistir (P>0,05). Kontrol

grubu ile, 0,01 uM, 0,02 uM, 0,05 uM, 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM ve 5 uM erlotinib uygulanan
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deney gruplarinin hiicre proliferasyonlar1 arasinda da istatistiksel bakimdan anlamli bir farkin

goriilmedigi izlenmektedir (P>0.05).
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Sekil 4.7. Erlotinib’in A549 hiicre proliferasyonu iizerinde 24. saatteki etkisi.

Erlotinib’in A549 hiicrelerine 48. saat siire ile uygulanmasi sonucu ise, 1 puM erlotinib
uygulanmasina kadar artan ila¢ konsantrasyonlarina bagli olarak hiicre proliferasyonunda
anlaml bir fark goriilmezken, 1 pM erlotinib’in hiicre proliferasyonunda anlamli olmayan
(P>0,05) bir azalma meydana getirdigi belirlenmektedir (Sekil 4.8). Erlotinib 5uM
konsantrasyonda uygulandiginda ise, hiicre proliferasyonu anlamli (P<0,05) olarak

azalmaktadir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Erlotinib’in A549 hiicre proliferasyonu iizerinde 48. saatteki etkisi (*P <0.05).
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4.4. Koloni Olusumu

In vitro olarak yiiksek metastatik H460 ve diisiik metastatik A549 kiiciik hiicreli dis1 akciger
kanseri hiicrelerinin koloni olusumlar iizerinde erlotinib’in etkileri degerlendirilmis ve koloni
yiizdeleri Tablo 10’da verilmistir. H460 hiicrelerine 48.saat siireyle TTX ile 0,01 pM ve 0,02uM
erlotinib uygulanmasi sonucu olusan koloni olusum ylizdelerinin grafikleri Sekil 4.9°da
verilmistir. Elde edilen sonuglara gore TTX, 0,01 uM ve 0,02 uM erlotinib’in koloni yiizdeleri
iizerinde anlamhi etki meydana getirmedigi (P>0.05) goriilmektedir. Erlotinib’in diisiik
metastatik A549 hiicrelerinin koloni yiizdeleri lizerindeki etkisi Sekil 4.10°da gosterilmistir.
Burada A549 hiicrelerinin koloni olusumlari tizerinde de TTX, 0,01 uM ve 0,02 uM erlotinib’in

istatistiksel bakimdan anlamli bir etki meydana getirmedigi (P>0.05) saptanmustir.

Tablo 10. Erlotinib’in H460 ve A549 hiicrelerinin koloni olusum yiizdesi tizerindeki etkisi

(P>0.05).
Koloni Yiizdesi (%)
Deney Gruplan

Kontrol TTX 0.01 pM 0.02 pM

A549 100 101=0.1 | 98.8+0.1 | 98.9+0.1

H460 100 | 102.1%0.1 | 102.5+0.1 | 104.1%0.1
120
100
E‘ 80
;é 60
40
20

Kontrol TTX 0,01 pM 0,02 pM

Konsantrasyon (uM )

Sekil 4.9. Erlotinib’in H460 hiicrelerinin koloni yiizdesi {izerine etkisi (P>0.05).
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Sekil 4.10. Erlotinib’in A549 hiicrelerinin koloni yiizdesi iizerine etkisi (p>0.05).

4.5. Apoptotik Hiicre Oliimii

Erlotinib’in yiiksek metastatik H460 ve diisiik metastatik A549 hiicrelerinin hiicre Sliimii
iizerindeki apoptotik etkisi incelenmistir (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12). Annexin V-FITC kiti
kullanarak, apoptotik hiicre yiizdesi, akim sitometri analizi ile Slgiilmiistiir. Akim sitometri
analizinde canli hiicreler, erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz olarak dort alana ayrilan
diyagramda canli hiicreler ilk alanda goriinmektedir. Erken apoptotik fazda Annexin V’in,
membranin dis tabakasindaki fosfatidilserin’e baglanmasi diyagraminin sag alt alaninda geg
asamasi ise, propidum iyodiiriin (PI), membran biitiinliigii bozuldugundan hiicre i¢in hareket

eder ve diyagramin sag iist kosesinde yer alir. Nekrozda sadece PI oldugu i¢in sol iist alanda
bulunur (Sekil 4.11).

Erlotinib’in yiiksek metastatik H460 hiicreleri tizerindeki etkisi Sekil 4.11°te verildigi gibi 48.
Saatte sodyum kanal blokeri TTX’in ge¢ apoptotik hiicre sayisini azalttig1 0,01 uM ve 0,02 uM
erlotinib’in de ge¢ apoptotik hiicre sayisini kontrole oranla azaltmakla birlikte bu farkin anlamli

olmadig1r (P>0.05) belirlenmistir.

44



0,01 pM 0,02 uM

- Kontrol - TTX Erlotinib - Erlotinib
hé - h-s - - ] E = h-s -
3.4% L5% F5% 1%
% E % % E EE
% % % %4
<% T % %
2o é £q < 2o é £q N
4 44 44 44
3 3 EA 3 EA ER EA
s gIqilll.llllq"olllllll TTTOW VT T T 1' |1fll|% —5 gI.]IIII'IQ"OIIIIIII TTTIIN TTTTr I[lllﬂ:}I:[:il% '_ﬁ _9%9’0”"“' TTTAT T |f|||“‘}|g|% —5 7%0,6”!"" TTTHW TTTTT I[llluql:ls:l%
R .,, W2 KR u Wi PP S T S I B P S T I e
FL1-A FL1-A FLA-A FL1-A
] ® kon
TTX
4 -
@ 0,01 uyM
=
= 0,02 uM
23 7
o
=
B
A2 I
&
=
o
1 _
0 \
Erken apoptoz Geg apoptoz

Sekil 4.11. Erlotinib’in H460 hiicreleri lizerindeki apoptotik etkisi (P>0.05).

Diisiik metastatik A549 hiicrelerinin, 0,01uM ve 0,02uM erlotinib’e 48 saat boyunca maruz

birakilmasiyla hem erken hem de ge¢ apoptoz tizerinde kontrole kiyasla azalma goriilmekle

birlikte istatistiksel bakimdan anlamli olmadig1 (P>0,05) gosterilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Erlotinib’in A549 hiicreleri tizerindeki apoptotik etkisi (P>0.05).

4.6. Lateral Motilite (Migrasyon/Motilite)

Yiiksek metastatik H460 ve diisiik metastatik A549 akciger kanseri hiicrelerinin migrasyonu
iizerinde erlotinib’in etkisini degerlendirmek amaciyla yara iyilesme deneyi uygulanmis,
motilite indeksi ve motilite yiizdesi hesaplanmistir. Hiicrelerin lateral hareketini tespit etmek
iizere erlotinib’in hiicre proliferasyonu iizerinde etki gostermedigi 0,01 pM ve 0,02 pM
konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Ylksek metastatik H460 hicrelerinin motilite indeksi ve
motilite degisim yiizdesi Tablo 11 ve Sekil 4.13‘te verilmistir. Kontrol grubunda motilite
indeksi 24. saatte 0,47+0,01, 48.saat i¢in 0,67+0,01 olarak belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak
kullanilan VGSC blokeri TTX i¢in ise, motilite indeksi 24. saatte 0,32+0,01, 48. saat igin ise,
0,47+0,01 olarak tespit edilmistir. TTX, kontrol grubuna gore hiicrelerin lateral hareketini 24
ve 48. saatte sirasiyla %32,5, %29,8 oraninda anlamli (P<0.05) olarak azaltmistir. 24. saatte

0,01uM ve 0,02uM erlotinib’in 24 saat siire ile uygulanmasi sonucu H460 hiicrelerinin motilite
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indeksi sirasiyla 0,26+0,01, 0,21+0,01, 48. saat icin, 0,31+0,01, 0,26+0,01 olarak
hesaplanmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmelere gore, 0,01 uM ve 0,02 uM erlotinib
uygulanmasi sonucu Yylksek metastatik H460 hucrelerinin lateral hareketlerinin kontrol
grubuna oranla sirasiyla 24. saatte %44,5, %54,7, 48. saatte %52,5, %59,8 oraninda anlaml

olarak azaldigi tespit edilmistir (P<0,05).

Diisiik metastatik A549 hiicrelerinin motilitelerine erlotinib’in etkisi motilite indeksi ve motilite
degisim ylizdesi olarak Tablo 12 ve Sekil 4.14’te verilmistir. Kontrol grubunda motilite indeksi
24. saatte 0,55+0,01, 48. saatte 0,58+0,01 olarak belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan
VGSC blokeri TTX igin ise, motilite indeksi 24. saatte 0,48+0,01, 48. saat icin ise, 0,49+0,01
olarak saptanmistir. TTX, kontrol grubuna oranla htcrelerin lateral hareketini 24 ve 48. saatte
strastyla %13,2, %15,6 oraninda anlamli (P<0.05) olarak azaltmistir. Erlotinib’in 0,01 uM ve
0,02 pM konsantrasyonlar1 motilite indeksi 24. saatte sirasiyla 0,41+0,01, 0,44+0,01 ve 48.
saatte 0,43+0,01, 0,44+0,01 olarak hesaplanmistir. Yapilan istatistik degerlendirmelere gore,
0,01 uM ve 0,02 UM erlotinib uygulamasi sonucu diisitk metastatik A549 hicrelerinin lateral
hareketleri kontrol grubuna oranla sirasiyla 24. saatte %24,8 ve %20,7, 48.saatte ise, %25,1 ve

%22,9 oraninda anlaml olarak azaldig: tespit edilmistir (P<0,05).

Tablo 11. H460 hiicrelerine TTX ve erlotinib uygulanmasi sonucu elde edilen motilite indeksi
ve % degisim degerleri (*P<0.05).

ey Motilite indeksi Motilite Degisim (%)
Gruplan - 24.saat 48.saat |24.saat 48.saat
SaAYISI
Kontrol 3 0.47=0.01| 0.67=0.01
TTX 3 0.32=0,01 | 0.47=0,01 [ 32.5|* 20.8|*
0.01 pM 3 0.26=0,01] 0.31=0,01 | 44.5|* 52.5)*
0.02 uyM 3 0.21=0,01 | 0.26=0,01 | 54.7|* 50.8)*
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Sekil 4.13. Erlotinib’in H460 hicrelerinin lateral hareketi/motilite indeksi (izerine etkisi
(*P<0.05).

Tablo 12. A549 hiicrelerine TTX ve erlotinib uygulanmasi sonucu elde edilen motilite indeksi
ve % degisim degerleri (*P<0.05).

Kontrol 3 0.55=0.01 | 0.58=0.01

TTX 3 0.48=0.01 | 0.49=0.01 132 * 15.6)*
0,01 pM 3 0.41=0,01 | 0.43=0.01 24 8| * 25.1|*
0,02 pM 3 0.44=0,01 | 0.44=0.01 20,7 * 22.9|*
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Sekil 4.14. Erlotinib’in A549 hiicrelerinin lateral hareketi/motilite indeksi Uzerine etkisi
(*P<0.05).

4.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Erlotinib’in yiiksek metastatik H460 ve diisiik metastatik A549 hiicrelerinin Nav 1.7 protein
dretiminden sorumlu olan SCN9A geninin mRNA miktarina etkileri qRT-PCR ile
degerlendirilmistir. Housekeeping gen olarak B-actin kullanilmistir. Sodyum kanal blokeri
TTX, 0,01uM, 0,02uM erlotinib’in cq degerleri, kontrol grubunun cq degerlerine gore
normalize edilmis ve yliksek metastatik H460 hiicrelerinin SCN9A gen ifadesine etkisi Sekil
4.15’te ve diisik metastatik AS549 hiicrelerinin SCN9A ifadesine etkisi ise 4.16°da

gosterilmistir.

Sodyum kanal blokeri olan TTX, yiiksek metastatik H460 hiicrelerinin SCN9A mRNA seviyesi

lizerinde kontrol grubuna oranla yaklasik %70 civarinda anlamli bir azalmaya neden oldugu
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dolayisiyla Nav 1.7 kanalini inhibe ettigi goriilmiistiir (P<0,05). 0,01uM ve 0,02uM erlotinib’in

ise, kontrol grubuna kiyasla anlamli bir etki géstermedigi belirlenmistir (P>0.05).
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Sekil 4.15. Erlotinib’in yiiksek metastatik H460 hiicrelerinin SCN9A ifadesine
etkisi(*P<0.05).

Sekil 4.16’da verilen disiik metastatik AS549 hiicrelerinin  SCN9A mRNAseviyeleri
degerlendirildiginde TTX, kontrol grubuna oranla yaklagik %60 azalma gosterdigi tespit
edilmistir (P<0.05). TTX, hiicrelerin SCN9A mRNA seviyesini inhibe ederken, erlotinibin bir

etki gostermedigi (P>0.05) belirlenmistir.
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Sekil 4.16. Erlotinib’in diisiik metastatik A549 hiicrelerinin SCN9A ifadesine etkisi
(*P<0.05).
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5.TARTISMA

Kanser, diinyadaki en yaygin 6liimciil hastaliklardan biri haline gelmekle beraber, insidans
oraninin da giderek artmakta oldugu goriilmektedir. Akciger kanseri dahil olmak tizere kanserde
meydana gelen farkli genetik degisiklikler ve farkli organlara yayilma yetenegi nedeniyle,
kanser gelisiminden metastatik asamaya kadar altinda yatan mekanizmalar1 anlamak ve yeni

tedavi stratejileri gelistirmek temel hedeftir.

Calismalar ilaca olan direncin dinamik diizenlenmesiyle iligkili olabilecek EGFR
mutasyonunda siirekli degisiklik oldugunu gostermistir. Bazi ¢alismalar, ilaca olan direncin
ortaya ¢cikmasinin kisa ve geri donilisimli olabilecegini, EGFR tirozin kinaz inhibitoriiniin
akciger kanseri hiicre hatlarinin EGFR tirozin kinaz inhibitorlerine kars: duyarliligi yeniden

kazanabilecegini de gostermistir. (Dong Y. Ve ark., 2021).

Bu calismada, sag kalimda etkili olan metastazlardan sorumlu oldugu belirlenen akciger
kanserindeki Nav 1.7 VGSC kanali iizerine odaklanilmis olup, kiiciik hiicreli dis1 akciger kanser
hastalarinda hedefe yonelik tedavi olarak kullanilan erlotinib’in apoptoz ve metastatik aktivite
tizerindeki etkilerini in vitro ve molekiiler yontemlerle arastirmak, metastazda rol alan Nav 1.7
VGSC iizerinde etkisinin bulunup bulunmadigini ortaya koymak amag¢lanmistir. Bu amag i¢in,
erlotinib’in yiiksek metastatik H460 ve diisiik metastatik A549 kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanseri hiicrelerinin proliferasyonu, koloni olusumu, apoptotik hiicre 6liimii tizerindeki etkileri

ile Nav 1.7 VGSC iizerindeki etkileri hiicre migrasyonu ve PCR ile degerlendirilmistir.

Erlotinib’in, kii¢lik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre hatlarindan yiliksek metastatik H460 ve
diisiikk metastatik A549 hiicreleri lizerinde toksik etki gostermedigi saptandiktan sonra, hiicre
proliferasyonuna etkisi incelenmistir. Anti-proliferatif aktivite i¢in incelenen 0,01uM, 0,02 uM,
0,05 uM, 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 5 uM, erlotinib konsantrasyonlar1 hem yiiksek metastatik
H460, hem de diisiik metastatik A549 hiicrelerinin proliferasyonlari tizerinde 24. saatte bir etki
gostermezken, erlotinib’in 48 saat uygulanmasi sonucunda, SuM erlotinib’in sadece diisiik
metastatik A549 hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir. Calismamizda diistik
metastatik A549 ve yiiksek metastatik H460 hiicrelerinin koloni olusum kapasitesi {izerine 48
saat erlotinib uygulamasinin etkisi de incelenmistir. TTX ve 0,01uM ve 0,02uM erlotinib

konsantrasyonlarinin koloni olusumu iizerinde bir etki gostermedigi saptanmistir.
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EGFR tirozin kinaz inhibitorleri olan gefitinib ve erlotinib, ilk kez EGFR mutasyonlarinin
bulunmasindan yaklasik on yil kadar evvel kullanilmistir. Gefitinib ile yapilan ilk klinik
deneylerde sag kalim oran1 basarisiz olsa da, erlotinib ile yapilan faz I1I ¢aligmasi orta seviyede
pozitif bir etki gostermistir (Kelleher ve ark., 2012). Erlotinib ve EGFR’yi hedef alan diger
ilaglar bir kinolin halkasindan meydana gelmektedir. Siilfonile indenol [1,2-c] kinolinler (SIQ),
kinolin ¢ift halkali yapiy1 igerdiginden dolay1 bu calismada SIQ’larin EGFR inhibitorlerine
benzer sekilde EGFR tirozin kinaz aktivitesini inhibe edebilecegi varsayilmis ve SIQ‘lar ile
birlikte A549 ve A431 akciger kanser hiicreleriyle yapilan proliferasyon deneyinde 10 uM
erlotinib konsantrasyonunda A549 ve A431 hiicre cevaplarinin birbiriyle benzer oldugu
gmriilmiistiir. SIQ’larin EGFR ekspresyon seviyesinin A431 hiicrelerinde daha yiiksek olmasi
nedeniyle A549’a gore daha yiikksek proliferasyona sahip oldugu belirlenmistir
(Hengphasatporn ve ark., 2023).

Literatiirde, A549 ve H460 hiicre hatlarinin akciger kanser hiicrelerinde doza bagli olarak
biliylimeyi inhibe ettigi gosterilmistir. Memon ve arkadaglar1 (2009), diisiik metastatik A549
hiicreleri, EGFR tirozin kinaz mutasyonuna sahip akciger adenokarsinomas1t HCC827 hiicreleri
ile bronkoalveolar karsinoma hiicreleri NCI358’in hiicre proliferasyonlar: lizerine 0,5- ile 6
umol/L erlotinib’in etkilerini degerlendirmislerdir. Farkli 6zellikteki bu akciger hiicresinden
HCC827 hiicrelerinin proliferasyonu artan doza bagh olarak inhibe olurken, 6 pmol/L’ye kadar
olan dozlardaki erlotinib, A549 ve NCI358 hiicrelerinin proliferasyonunda bir etki gostermemis

ve bu hiicrelerin ilaca kars1 duyarhiliklarinin az oldugunu belirtmislerdir.

Yan ve arkadaslarinin (2024) yaptig1 bir ¢aligmada, birinci nesil tirozin kinaz inhibitorii olan
erlotinib’in en sik rastlanan yan etkilerinin ishal ve dokiintii oldugu ve siklikla iyi toleransa
sahip etkili ve giivenli tedavi secenegi olarak kabul gordiigii ifade edilmektedir. EGFR L858R
mutasyonlu akciger adenokarsinomu tanili kadin hasta, birinci basamak tedavide erlotinib
almis, tedavi sonras1 megaloblastik anemi meydana gelmistir. (Yan ve ark., 2024). Calisilan bir
vaka raporunda ise, pankreas adenokarsinomlu 59 yasindaki erkek hastaya gemsitabinle
kombine erlotinib giinde 150 mg baslandiktan yaklasik 15 giin sonra ciddi deri dokiintiisii
gelistiginden erlotinib uygulanmasi gecici olarak kesilmistir. Giinliik erlotinib dozu 100 mg’a
distiriildiiglinde ve ilerleyen donemde diismeyen ates nedeniyle erlotinib tedavisinin pankreas
kanserli hastalardaki yan etkilerinin dikkatle degerlendirilmesi gerektigi ortaya konmustur

(Boeck ve ark., 2007).

Erlotinib’in diistik metastatik AS549 hiicreleri {lizerindeki antitimdr aktivitesine hem
monoterapdtik olarak hem de kabozantinib ile kombine olarak uygulayan ¢alismada hiicre
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canlilig1 iizerinde belirlenen konsantrasyonlarda (10nM, 100nM, 1uM, 10uM, 30uM) doza
bagli olarak hiicre canliligini inhibe ettigi tespit edilmistir. Erlotinib’in tek basina 5.3uM ve
kabozantinib’in tek basina 9.5uM olarak uygulanmasiyla proliferasyonda bir etki goriilmezken,
Erlotinib ve kabozantinib’in kombine olarak birlikte A549 hiicrelerine uygulanmasi hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigini gostermistir (Alhazzani ve ark., 2023). Erlotinib’in akciger
ksenograft modellerindeki tiimor biiyiimesine etkisini inceleyen bir ¢alismada QG56, HCC827,
NCI-H3255 ve H1975 kiigiik hiicreli dist akciger kanser hiicreleri kullanilmigtir. 24 ve 48 saat
siirelerde 0 - 100 puM artan erlotinib konsantrasyonlarinda hiicrelerin proliferasyonu
arastirilmistir. HCC827 ve NCI-H3255 hiicreleri erlotinib’e duyarliyken QG56 ve NCI-H1975
hiicrelerinin daha az duyarli oldugu goriilmektedir. Daha sonra bu hiicreler farelere uygulanmig
ve yaklasik bir saat sonra PET ¢ekimi ile tiimoriin canlili§i ve biiyiime hiz1 tespit edilmistir.
Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanser hastalarinda karsilasilan mutasyonlari teshis edip, erlotinib’e
duyarli ve duyarli olmayan tiimorleri, erlotinib’e direncli olan tiimdrlerden ayirt edilmesini

gostermek amaglanmistir (Abourbeh ve ark., 2015).

Hepatosit biiyiime faktoriit HGF’nin MAPK/ERK1/2 ve PI3K/Akt yollarinin fosforilasyonunu
saglayan MET’i aktive ettigi ve EGFR tirozin kinaz inhibitdr direncini indiikledigi
bilinmektedir. Bu direncin iistesinden gelmesi i¢in terapotik hedef olarak 6nem gostermektedir.
Yapilan ¢alismada kullanilan erlotinib, gefitinib ile PI-103(PI3Ka inhibitorii-1) ajanlart i¢in
0,01uM, 0,03uM, 0,1uM, 0,3uM, 1uM, 3uM konsantrasyonlar1 hazirlanmis ve PC-9 ve
HCCB827 hiicrelerine ayr1 ayr1 uygulanmistir. Erlotinib ve gefitinib hiicre proliferasyonlarin
doza bagh olarak indiiklemekle beraber PI-103 proliferasyonundaki inhibisyonun daha yiiksek
oldugu saptanmistir (Donev ve ark., 2011).

Ying Lu ve arkadaslar1 (2008), tarafindan BxPC-3 pankreas kanseri hiicrelerine 1 uM ile 100
puM araliginda farkli konsantrasyonlarda erlotinib uygulanmis ve artan doza bagh olarak hiicre
biliyiimesinin inhibe oldugu belirlenmistir. 50 uM erlotinib konsantrasyonunda 24 ve 48 saat ile

72 ve 96. saatler arasinda hiicre biiyiimesinde anlamli bir fark gortilmemistir.

Bir ¢alisma, Bryopsis plumosa lektinlerinden BPL2 nin antikanser ajani oldugu diisiiniilmiis ve
akciger kanseri hiicre hatlar1 olan A549, H460 ve H1299 hiicrelerine karsi hiicre canliligi ve
koloni olusumlarina bakilmistir. 24. saatte 100 pg/mL konsantrasyonda A549 ve H1299
hiicrelerinde hiicre canliligi yaklasik %40, 72 iken saatte ise %Z20’ye kadar diistiigl
gorilmiistiir. Bunun yaninda koloni olusturma kapasitesi analiz edildiginde, diistik
konsantrasyonda bile BPL2’nin etkili oldugu, 20 pg/mL’de kolonilerin yarisimin 6ldigi
goriilmistiir (Jei Ha Lee ve ark., 2022).
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Elde ettigimiz proliferasyon ve koloni olusum sonuglarimiz mevcut literatiirdeki ¢alismalarla

uyum igerisindedir.

Calismada erlotinib’in apoptotik aktivitesi lizerindeki etkisi de degerlendirilmis ve 0,01uM ve
0,02uM erlotinib hem yiiksek metastatik H460 hem de diisiik metastatik A549 hiicrelerinde,

geg apoptotik hiicre yilizdesini azaltmakla beraber bu etkinin anlamli olmadig1 belirlenmistir.

Literatiirde tirozin kinaz inhibitorlerinin, EGFR aktivasyonunu bloke etmesiyle kanser
hiicrelerinde apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Marisa L ve ark., 2021). Bir ¢alisma ile 20
pg/mL BPL2 ajaninin A549 ve H460 hiicreleri iizerindeki apoptotik etkisine bakilmis ve
sirastyla A549°da %17.1 H460’da %9.5 apoptoza gittigi goriilmiistiir (Lee ve ark., 2022).

[laglarmn hiicre apoptozundaki etkisini tespit etmek amaciyla Alhazzani ve arkadaslari (2023),
A549 hiicrelerine, 24 saat boyunca 10uM erlotinib, 10uM kabozantinib ve 5uM
erlotinib+kabozantinib ile muamele etmislerdir. Tek basina veya kombine sekilde yapilan

uygulamalarin A549 hiicrelerinin apoptozunu arttirdig1 goriilmektedir.

Yapilan bir literatiir calismasinda erlotinib ile ¢esitli kanserlerde anti-proliferatif etkisi oldugu
bilinen TAT-NBI1’in kombine tedavisi ile birlikte akciger kanseri A549 (>20 uM) hiicresinin
yaninda ii¢ farkli meme kanseri hiicresi olan MCF-7 (>20 uM), SKBr3 (5 uM) ve MDA-MB-
468 (>20 puM) kullanilmistir. Belirlenen konsantrasyonlar anti-proliferatif 6zelliklerine gore
belirlenmistir. Deney sonunda 20 uM MCF-7"nin apoptozu herhangi bir sekilde etkilemedigi
A549, SKBr3 ve MDA-MB-468’in ise apoptozu %50’ye yakin indiikledigi saptanmistir
(Orzaez ve ark., 2012).

Ying Lu ve arkadaslariin pankreas kanseri hiicre hatti olan BxPC-3’te, 50 puM erlotinib
konsantrasyonuyla 48 saat sonunda apoptotik etkisine baktiklarinda, hiicre dongiisii
degisiklikleri ve hiicre apoptozundaki artisin, erlotinib’in in vitro BxPC-3 hiicrelerinde
antiproliferatif etkisinden sorumlu mekanizmalardan oldugunu gosterdiler ayrica in vivo BxPC-
3 tlimorlerini tagiyan farelere giinde 100 mg/kg dozunda erlotinib uygulanmis ve sonucta
erlotinib’in tiimdr biiylimesini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigini gosterdiler (Ying Lu ve ark., 2008).
Potasyum tutucu bi diiiretik olan amiloridin erlotinib ile kombinasyonuyla pankreas kanseri
hiicrelerine kars1 in vitro antikanser etkilerini arastirmak amaciyla yapilan bir calisma 24 ve 48
saatlik stirelerde amirolid (30 uM) ve erlotinib (3 uM) uygulamasiyla pankreas kanserinde
sinerjik sitotoksisitesinden apoptotik hiicre 6liimiiniin sorumlu olup olmadigini agiklayabilmek

icin Annexin V ve PI boyama ile akis sitometrisi analizinde erlotinib ve amirolidin beraber
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uygulanmasi apoptoz oranini tek basina erlotinib uygulanmasina gore ciddi oranda arttirdig:

goriilmistiir (Zheng ve ark., 2015).

Metastatik aktivitenin in vitro olarak incelenmesi hiicrenin lateral hareketi ve Nav 1.7 mRNA
belirlenmesiyle ortaya konmustur. Hiicre hareketi tiizerine Nav 1.7°’nin katkisinin
degerlendirilmesi hiicre proliferasyonunu etkilemeyen 0,01pM ve 0,02uM erlotinib
konsantrasyonlari ile yapilmistir. Sodyum kanal blokeri olan TTX, yiiksek metastatik H460
hiicrelerinin motilitesi ilizerinde yaklasik %30 oraninda diisiik metastatik A549 hiicrelerinin
motilitesi lizerinde de yaklasik %15 civarinda inhibisyon meydana getirmistir. Uygulanan 0,01
uM ve 0,02uM erlotinib konsantrasyonlari, yliksek metastatik H460 hiicrelerinin motilitesini
artan erlotinib konsantrasyonlarinda biraz daha yiiksek oranda olmak iizere yaklagik %53-59
oraninda inhibe ettigi, diisilk metastatik A549 hiicrelerinin lateral hareketini/motilitesinde ise
yaklasik %?23-25 oraninda inhibisyon olusturdugu saptanmustir. Hiicre hareketi {izerinde
erlotinib’in meydana getirdigi inhibisyonun Nav 1.7 VGSC iizerinden olup olmadigini
degerlendirmek i¢in PCR ile Nav 1.7 mRNA miktarlar1 arastiritlmistir. Sodyum kanal blokeri
TTX, her iki hiicrenin Nav 1.7 mRNA iizerinde yaklasik % 60-70 oraninda inhibisyon meydana
getirirken, her iki erlotinib konsantrasyonu hem H460 hem de A549 hiicreleri lizerinde herhangi

bir etki olusturmamuistir.

Literatiirde baz1 kiiclik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicrelerinde Nav 1.7 mRNA’y1 baskin
VGSC alt tipi olarak tanimlanmis ve Nav 1.7 protein ekspresyonunun normal dokulara oranla
timor hiicrelerinde daha yiiksek oldugu ifade edilmistir (Campbell ve ark., 2013; Djamgoz ve
ark., 2019). Campbell ve arkadaglar1 (2013), Nav 1.7 VGSC’nin kiiclik hiicreli dis1 akciger
kanserindeki aktivitesini degerlendirmek {izere gerceklestirdikleri ¢alismalarinda, yiiksek
metastatik H460 hiicrelerinin diisiik metastatik A549 hiicrelerine oranla daha invaziv oldugu,
diisiik metastatik A549 hiicrelerinin ise, daha yiiksek hiicre migrasyonunu sahip oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica, yliksek diizeyde invaziv olan H460 hiicreleriyle invaziv olmayan A549
hiicrelerinin Nav 1.7 ekspresyon diizeylerinde ise benzerlik goriilmektedir. Hiicrelere 1uM
gefitinib uygulandiginda, Nav 1.7 mRNA ekspresyonunun bloke oldugu goriilmiistiir
(Campbell ve ark., 2013). Literatiirde erlotinib’in Nav 1.7 iizerindeki etkisini ortaya koyan bir

caligmaya rastlanmamastir.

Erlotinib ile kombinasyon ¢alismasi yapan Alhazzani ve arkadaslar1 (2023), diisiik metastatik
AS549 hiicresi olan akciger hiicrelerine, erlotinib (10 uM) ve kabozantinib’i (10 uM) ayr1 ve
erlotinib+kabozantinib (5uM) seklinde kombine olarak uygulamistir. Kombine erlotinib +
kabozantinib uygulanmasinda 6nemli derecede azalma goriilmiistiir.
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Sonug olarak erlotinib ile elde edilen bu veriler literatiirdekilerle paralellik géstermekte olup,
erlotinib hiicrelerin migrasyonunu inhibe etse de, elde edilen pcr sonuglari, metastazda etkili
oldugu bilinen Nav 1.7 VGSC ler iizerinde etki gosterdigine dair bir veriyi acik bir sekilde
ortaya koyamamustir. Elde edilen verilere gore erlotinib’in motilite iizerinde gostermis oldugu
inhibe edici etkinin Nav 1.7 VGSC aracili olmadig1 diisiiniilmekte olup, bu etkinin hangi yol
ile meydana geldiginin saptanmast i¢in ayritili molekiiler c¢aligmalarin yapilmasi
gerekmektedir.
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