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Akciger kanseri dinyada kansere bagli dlimlerde en basta yer almaktadir.
Akciger kanseri teshisi konmus hastalarin %85’i KHDAK hastasidir. KHDAK’lerinde
KRAS mutasyonlari ¢ok siklikla gdzlemlenmektedir bu durumdan dolayr KRAS
mutasyonlari molekiler hedef haline gelmistir. Amgen firmasi tarafindan uretilen KRAS
G12C spesifik inhibitérd AMG 510, KRas G12C mutasyonuna sahip hastalar igin bayuk
oneme sahiptir. Fakat organ boyutu, proliferasyon, doku mimarisi gibi birgok hiicresel
olayda rol alan Hippo yolaginin kanser tedavilerinde direng mekanizmalari gelistirerek
kanserin tedavisini zorlastirdi§i bilinmektedir. Bu calismada KRAS G12C mutant KHDAK
hicre hatti NCI-H23 ve KRAS WT KHDAK hicre hatti NCI-H1975'te KRAS G12C
spesifik inhibitdri AMG 510’un kullanilarak KRAS/MAPK yolagi blokajina ragmen Hippo
yolaginin cekirdek kompenentlerinden YAP/TAZ'In ve Fosfo-YAP (Serl27) protein
ifadeleri arastirlimistir. Yapilan calismada 72 Saat stiresince AMG 510 uygulanan hticre
hatlarinda western blot yéntemiyle protein seviyeleri arastiriimistir. 72 saat AMG 510
uygulanan NCI-H23 ve kontrol NCI-H23 hlicre hattinda YAP/TAZ seviyeleri tayin edilmis
ve AMG 510 uygulanan 6rneklerde YAP/TAZ ifadelerinin anlaml sekilde arttigi tespit
edilmistir. Fonksiyon gésteremeyen Fosfo-YAP ifade seviyeleri ise azalmistir. Bu durum
molekuler hedefli KHDAK tedavisinde Hippo yolagindan dolayi direng mekanizmasi

gosterdigini agiklamaktadir.

Anahtar Kelimeler: KHDAK, KRAS, Hippo, AMG 510
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP OF KRAS G12C SPESIFIC INHIBITOR
AMG 510 WITH HIPPO PATHWAY IN NON-SMALL CELL LUNG CANCER

Kog, Ali Can
M.Sc Thesis in Cancer Molecular Biology
Supervisor: PhD. DEMIRAY, Aydin
July 2020,

Lung cancer is the leading cause of cancer-related deaths in the world. 85% of
patients diagnosed with lung cancer are NSCLC patients. KRAS mutations are frequently
observed in NSCLC, which is why KRAS mutations have become molecular targets. The
KRAS G12C specific inhibitor AMG 510, produced by the company Amgen, is of great
importance for patients with the KRAS G12C mutation. However, the Hippo pathway,
which plays a role in many cellular process such as organ size, proliferation, and tissue
architecture, is known to develop resistance mechanisms in cancer treatments, making
it difficult to treat cancer. In this study, the KRAS G12C mutant NSCLC cell line NCI-H23
and KRAS WT NSCLC cell line NCI-H1975, using KRAS G12C specific inhibitor AMG
510, despite the blockade of KRAS / MAPK pathway, the core components of the Hippo
pathway are YAP / TAZ and Phospho-YAP(Serl27). Protein expressions were
investigated. In the study, protein levels were investigated in 72 lines using AMG 510 by
western blot experiment. YAP / TAZ levels were determined in the NCI-H23 and control
NCI-H23 cell lines, which were administered AMG 510 for 72 hours, and it was found
that the expression of YAP / TAZ increased significantly in the samples applied AMG
510. Phospho-YAP expression levels that did not function decreased. This situation
explains that it shows resistance mechanism due to Hippo pathway in the treatment of

molecular targeted NSCLC.

Keywords: NSCLC, KRAS, Hippo, AMG 510
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1.GIRIS VE AMAG

Artan diinya nifusu ve gelisen teknoloji ile beraber dlinyada sadlik sorunlari ¢ok
blylk sorun haline gelmeye baslamistir. Bu saglik sorunlari basinda kanser en st
siralarda yer almaktadir. Artan diinya nifusu ve gelisen teknolojiyle beraber ¢evre kirligi,
egzoz gazlari, radyasyon, mesleki maruziyet, genetigi degistiriimis besin maddeleri ve
artan sigara ve alkol tuketimiyle beraber kanser hastalarinin sayisi da giderek ylkselise

gecmistir.

Diinya Saglk Orguti (WHO) verilerine gére 2018 yilinda 18,1 milyon yeni kanser
vakasi ve 9,6 milyon kanser iligkili 6lim gerceklesmistir. Her 5 erkekten 1’i, her 6
kadindan 1’i hayati boyunca kanser hastaligi ile karsilagsmakta ve her 8 erkekten 1’i, her
11 kadindan 1’i kanserden dolay! hayatini kaybetmektedir. Kansere bagh 6limlerin en
yuksek oranda sorumlusu akciger kanseridir. 2018 yilinda kansere bagl olimlerin
%18,4’'Unden 1.8 milyon insanin O6luminden akciger kanseri sorumludur (Release,
2018).

Akciger kanseri her yil dinya ¢apinda 1.6 milyon insanin éluminden sorumludur
(Torre et al., 2015). Cevresel etmenler (Hava kirligi, radyasyon maruziyeti vb.) ve yasam
bicimine bagli olarak akciger kanseri hasta sayilari her gegen gun giderek artmaktadir.
Tatln ve thtlin Grunlerinin tiketimi akciger kanserinin en 6nemli sebeplerindendir. Sigara
kullanimi akciger kanseri vakalarinin %85-90 kadarindan sorumludur. Sigara kullanimi
ve asbest gibi kanserojenlere maruziyet akciger kanseri riskini ¢ok yuksek oranda
arttirmaktadir. Akciger kanserlerinin iki ana formu bulunmaktadir bu formlar %15 oraniyla
kicluk hucreli akciger kanseri (KHAK) ve en sik ve yaygin gézlenen formu olan %85

oraniyla kiiguk hicre disi akciger kanseridir (KHDAK) (Duma et al., 2019).



KHDAK’larinin meydana gelmesinde en yaygin olarak epidermal biylime faktor
reseptdr (EGFR) ve Kristen Rat Sarcoma (KRAS) geninde meydana gelen somatik
mutasyonlar sebep olmaktadir (Duma et al., 2019). KRAS’ geninde meydana gelen
mutasyonlarin bati Ulkelerinde goérilen akciger adenokarsinomlarinin %20-25’inden,
Asya Uulkelerinde ise %10-15’'inden sorumludur. KHDAK’arinda goérilen KRAS
mutasyonlarinin %9%’i 12. Kodonda meydana gelen mutasyonlardir (Ferrer et al.,
2018a). KHDAK’lerinde KRAS mutasyonlarinin bu denli sik gérulmesi Uzerine yapilan

calismalari ve arastirmalari arttirmistir.

KHDAK’lerinin disinda KRAS mutasyonlari %3 oraninda kolorektal kanserlerde
ve %2 oraninda diger kanser tiplerinde gézlenmektedir (Canon et al., 2019). Bu sebepten
dolayr kanser tedavi arastirmalarinin hedefi haline gelmigtir. Amgen firmasi KRAS
geninin 12. Kodonunda glisin aminoasitinin sisteine déntsmesiyle meydana gelen KRAS
G12C mutasyonunu hedef alan AMG 510 inhibitérina gelistirmistir (Lanman et al., 2020).
AMG 510, KRAS G12C mutasyonuna sahip kanser hastalar igin umut 111
olusturmustur. Suanda klinik faz 1 ve faz 2 ¢alismalari devam etmektedir (A Phase 1/2,
Study Evaluating the Safety, Tolerability, PK, and Efficacy of AMG 510 in Subjects With
Solid Tumors With a Specific KRAS Mutation (CodeBreak 100) - Full Text View -

ClinicalTrials.gov, n.d.-a).

ilk defa Drosophila melanogaster kesfedilen Hippo yolagi daha sonra yapilan
calismalarla insandaki ortolog proteinleri gosterilmistir. Hippo yolaginin hiicrede hiicre
blylumesi, hiicresel kaderin kararlastiriimasi, organ boyutunun kontroll, rejenerasyon
gibi bircok biyolojik prosesten sorumludur (Ma et al., 2019). Hippo yolagini
kompetentlerinin kanser ile de iligkili oldugunun goésterilmesiyle 6nemi giderek artmistir.
Ozelliklede Hippo yolaginin kanserlerde direng mekanizmasi gelistirmesi lizerine yapilan

calismalar arttirmigtir.

1.1 Amag

Bu yapilan c¢alismayla birlikte KHDAK’larinda meydana gelen KRAS G12C
mutasyonunu hedef alan AMG 510’'unun KRAS G12C mutasyonu tasiyan hicre

hatlarinda ve KRAS yaban tip hiicre hatlarinda etkinliginin tespit edilmesi,



KRAS G12C spesifik inhibitori AMG 510’unun kullaniimasina ragmen Hippo
yolagindan dolayl kaynaklanmasi olasi olan bypass, diren¢ mekanizmasinin ve Hippo
yolaginin ¢ekirdek kompetentlerinin protein duzeyinde degigsimlerin tespit edilip

gOsterilmesi,

KRAS G12C spesifik inhibitdéri AMG 510’unun Klinik kullanima baslanmasindan
once in vitro dizeyde hakkinda daha fazla biyolojik mekanizmanin aydinlatiimasi

amaclanmaktadir.



2. KURUMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1 Akciger Kanseri

Akciger kanseri 20. yy’a kadar nadir gorulen bir hastalik iken suan guinimuzde
ise kansere bagl 6lumlerde en 6n siradadir (Ahmad, 2016). Akciger kanserinin diinyada
ki en buyuk saglhk problemlerinden biri haline gelmesinin en blyuk sebeplerinden biri
sigara kullaniminin da meydana gelen tarihsel degisimden dolayl kaynaklanmaktadir
(Thun et al., 2012).

2.1.1 Epidemiyolojisi

Akciger kanseri diinyada suan en ¢ok teshisi konulan kanserdir. insidansina
bakildigi zamana kadinlarda ilk sirada meme kanseri yer alirken akciger kanseri 4.
siradadir. Erkeklerde ise akciger kanseri 1. sirada yer almaktadir. Mortalite yéninden
degerlendirildiginde ise hem kadin hem erkek cinsiyetlerinde akciger kanseri 1. siradadir
(Torre et al., 2015). Globocan 2018 verileri incelendigi zaman Ulkeler arasi insidansa
bakildiginda Kuzey Amerika, Kuzey ve Bati Avrupa, Cin, Avustralya ve Yeni Zelanda
akciger kanseri acisindan en yuksek insidansa sahip ulkeler gozikmektedir (Release,
2018).

Gecen birkag on yilin ardindan akciger adenokarsinomlari, skuamoéz hucreli
karsinomlarla karsilastirildiginda hem erkek hem de 6zellikle kadin cinsiyetlerde belirgin
bir ylikselise gegmistir (Stellmann et al., 1998). Diinya Saglik Orglitii (WHO) 2004 verileri
incelendiginde akciger adenokarsinomlarinin dinyanin bayun Ulkelerinde teghis edilen

en yaygin histolojik kanser tipi oldugu gdsterilmistir (Beasley et al., 2005). Akciger



kanserlerinin bu denli dinyanin en blyuk saglik sorunlarindan biri haline gelmesinde en
cok katkiyr modern filtreli sigara tuketiminin artmasi gostermektedir (Stellmann et al.,
1998).

Tarkiye’de Saghk Bakanhgi tarafindan yayinlanan 2015 kanser istatistikleri
incelendigi zaman akciger kanseri erkeklerde 1. sirada yer alirken kadinlarda 5. sirada
yer almaktadir. Erkeklerde her 100.000 erkekten 52.5’i, kadinlarda ise her 100.000
kadindan 9'u akciger kanserine yakalanmaktadir. TUrkiye de akciger kanseri teshisi alan

hastalarin yarisindan fazlasi ileri evrede teshis edilmektedir (Saglhk Bakanligi, 2015).

2.1.2 Etyolojisi

Amerikan kitasinda yapilan arkeolojik kazilar sonucunda tutin bitkisinin 1.yy’da
yetistirilip, tlketildigi, dini ritGellerde kullanildiyi ve hediye olarak da sunuldugu
gOsterilmistir. Gegmiste tliketimi ve Uretimi devletler tarafindan yasaklanan titin bitkisi
gecen yuzyillarla birlikte serbest hale gelmistir fakat 19. yy’a kadar populer olmamistir.
1880 yilindan itibaren teknolojinin gelismesi titindn islenmesinin kolaylagsmasiyla birlikte
sigara dretimi 6nemli bir hiz kazanmistir. 1884’te bir yilda 744 milyon sigara
Uretiimekteydi. 1.Dlnya Savasi ile birlikte sigara tiiketimi ¢ok fazla artmis, diinyada yeni
trend haline gelmistir. 18.yy'in sonlarina dogru tutin Grdnd kullanimiyla kanser
iliskilendiriimeye baslanmis, 20.yy’da ise iliskisi gosterilip akciger kanseri insidansinin
arttig) kanitlanmistir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) her yil igilen 5,6 trilyon sigaranin 2030
yilindan itibaren 21.yy’in sonlarina dogru her yil 10 milyon 6lime sebebiyet verecegini
tahmin etmektedir (Proctor, 2002).

6000 - 2000 -

Global cigarette consumption Global lung cancer deaths

5000 4 Caused by smoking,

(estimated)
1500 4

4000

3000 4 1000

2000

Decreases due to
war and depression

Cigarettes smoked per year (billions)

500
1000

Lung cancer deaths per year (thousands)

Non-tobacco related
(estimated)

Sekil 2.1: Global sigara tliketimi ve Akciger kanseri mortalitesi 1990-2030 (Proctor,
2002)



Sigaralarin igeriginde bilinen en az 60 kanserojen madde bulunmaktadir.
Sigaralarin buhar fazi ve partikiil fazlarinin graminda 10% ile 10’ serbest radikal
bulundurmaktadir. Sigaranin kanserlerin birincil etyolojik etmeni oldugu caligmalarla
gOsterilmistir. Kanser haricinde bir ¢ok hastalia da sebebiyet vermektedir (Costa &
Soares, 2009).

Sebze ve meyvelerce zengin diyetin, 6zellikle turpgiller ailesinden sebzelerden
beslenmenin akciger kanserlerine karsi koruyucu 6zelligi oldugu anlasiimistir. Turpgiller
(Brokoli, lahana, karnabahar, bruksel lahanasi vb.) igerisinde bulunan izotiyosiyanat’'in
prokarsinojenleri inhibe ettigi bu yuzden kanserde koruyucu etkisinin bulundugu
dustnulmektedir (Lam et al., 2009). Yiksek oranda kirmizi et tiketiminin akciger kanseri

riskini arttirdigi ortaya konmustur (Malhotra et al., 2016).

Kronik Obstruktif Akciger Hastaldr (KOAH) ve akciger kanseri ortak risk faktoru
olarak sigarayi paylasmaktadirlar. KOAH hastalarinin sigara icme aliskanligindan
bagdimsiz olarak akciger kanseri risklerinin oldugu goésterilmistir. KOAH hastalarinda
akciger kanseri gelistirme risklerinin daha ytiksek oldugu anlasiimistir. KOAH’a benzer
sekilde, tlberkiloz hastalarinin akciger kanserine yakalanma ihtimallerinin ylksek
oldugu ve risk altinda olduklari yapilan ¢alismalarla birlikte ortaya konmustur (Ahmad,
2016).

Mesleki maruziyet, akciger kanserinde rol alan bir diger 6nemli etyolojik faktérdir.
En cok asbest, silika, radon, agir metal ve polisiklik hidrokarbonlarin mesleki maruziyet
ile akciger kanserine sebebiyet verdigi gosterilmistir. Endlstrinin ve sanayinin gelismis
oldugu Ulkelerde hava Kkirliligi ve mesleki maruziyetlerle birlikte akciger kanseri
vakalarinda belirgin yuksekliklerin oldugu anlasiimistir (IARC Working Group on the

Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans, 2012), (Malhotra et al., 2016).

2.1.3 Histolojik Siniflandiriimasi

Akciger kanserinin siniflandiriimasi, hastalarin tedavisinde hayati 6neme sahiptir.
Akciger kanserinin molekuler mekanizmalarinin agiklanmaya baslamasiyla bu hastaliga
sahip bireylerin kanserlerinin histolojik siniflandiriimasiyla hedefe yonelik tedavilerin

uygulanmasi kolaylasmistir. Akciger kanseri genel olarak akciger kanserlerinin %20’sinin



olusturan Kuguk hicreli akciger kanseri (KHAK) ve %80’nini olusturan Kiguk hicreli disi

akciger kanseri (KHDAK) olarak iki gruba ayrilmigtir (Zheng, 2016).

Gelisen teknolojiyle beraber Akciger kanserinin teshis ve tedavisinde énemli bir
ilerleme kaydedilmis ve kisiye 6zel tedavi konsepti olusmustur. Kisiye 6zel tedaviler,
hasta bireyin kanserinin histolojik siniflandirlmasi ve genetik mutasyonlarinin
saptanmasi, terapdétik stratejiyle hedefe yodnelik tedaviyi uygulamak icin avantaj
saglamigtir. 2015 yilinda Dinya Saghk Orgiti (WHO) akciger kanserinin histolojik

siniflandiriimasinda degisiklikler yapmistir (Travis et al., 2015).

Tablo 2.1: Dinya Saghk Orgitinin 2015 yili Akciger kanserinin histopatolojik
siniflandirmasi (Travis et al., 2015).

A. Epitelyal Tiimorler

1. Adenokarsinom

Lepidik Adenokarsinom

Asiner Adenokarsinom

Papiller Adenokarsinom
Mikropapiller Adenokarsinom
Solid Adenokarsinom

invaziv miisindz Adenokarsinom
Kolloid Adenokarsinom

Enterik Adenokarsinom

Fetal Adenokarsinom

Minimal invaziv Adenokarsinom
Preinvaziv Adenokarsinom

2. Skuamoz hiicreli karsinom

Keratinize skuamoz hiicreli karsinom
Non-Keratinize skuamoz hicreli karsinom
Bazaloid skuamoz hicreli karsinom
Preinvaziv lezyon

3. Noroendokrin tiimorler

Kuglk hacreli karsinom

Buytuk hucreli néroendokrin karsinom
Karsinoid timor

Preinvaziv lezyon

4. Buytuk hiicreli karsinom

5. Adenoskuamoz karsinom

6. Sarkomatoid karsinom

e  Pleomorfik karsinom
e Igsi hiicreli karsinom
e Dev hicreli

e Karsinosarkom

e  Pulmoner blastom

7. Salgi bezi tipi tiimorler

e  Mukoepidermoid karsinom

e Adenoid kistik karsinom

e Epitelyal-Myoepitelyal karsinom
e Pleomorfik adenom

8. Papillomlar

e  Skuamoz hiicreli papillom

e Glandiler papillom

e Miks skuamoéz hucreli
papillom

ve glandiler

9. Adenomlar

Sklerozan pnomositom
Alveolar adenom
Papiller adenom
Musindz kistadenom
Miikéz bez adenomu

10. NUT karsinom

11. Lenfoepiteliyoma benzeri karsinom

B. Mezenkimal Tiimorler

1. Pulmoner hamartom

7. Epitoloid hemanjiyoendoteliyema




2. Kondrom 8. Pl6ropulmoner blastoma
3.PEComatoz tiimorler 9. Sinavyal sarkoma
¢ Lenfanjiyoleimyomatozis 10. Pulmoner arteriyal intimal sarkom
e Bening PEComa
e Malign PEComa 11. EWSR1-CREB1 translokasyonlu pulmoner

mist sarkom

4. Konjenital peribrongiyal myofibroblastik L
tiimor 12. Myoepitelyal tiimorler

5. Diffiiz pulmoner lenfanjiyomatozis e Myoepitelyoma
. e  Myoepitelyal karsinom
6. Inflamatuar myofibroblastik tiimor

C. Lenfohistiositik Tumorler

1. MALT Tipi Ekstranodal Marjinal Zon B Hiicreli | 4. intravaskiiler biiyiik B hiicreli lenfoma
Lenfoma
5. Pulmoner Langerhans hiicreli histiositoz
2. Diffiiz buyuk B hiicreli Lenfoma
6. Erdheim-Chester hastaligi
3. Lenfomatoid graniilomatozis

D. Ektopik Kokenli Tumorler

1. Germ hiicreli tlimorler 2. intrapulmoner timoma

e  Matir teratom 3. Melanoma

e inmatiir teratom
4. Meningioma

E.Metastatik Tumorler

2.1.4 Evrelendirilmesi

Akciger kanseri bireylerde hastaligin histopatolojik siniflandiriimasi kadar
evrenlendiriimesi de blylk dnem arz etmektedir. Evrelendirme kisiye 6zel tedavi
stratejisinde onemli bir yere sahiptir. Hastaligin evrelendiriime asamasinda TUmor-
Noduil-Metastaz (TNM) evrelendirme sistemi kullaniimaktadir bu sistemle hem evrensel
bir yaklasim sergilenmekte hem standarti da yUksek bir veri elde edilmektedir. Akciger
kanserinin evrelendiriimesinde, Uluslararasi Akciger Kanseri Calisma Dernegi’'nin
(IASLC) 8. yayin TNM evrelendirme sistemi kullaniimaktadir. Bu TNM evrelendirme
sisteminde primer tumor Ozelliklerini (T), lenf nodu tutulumunu (N) ve uzak mesafe
metastazlarini (M) ifade etmektedir. Suan en gincel olarak Tablo 2.2 verilen TNM
evreleme sistemi kullaniimaktadir (Reckamp, 2016), (Rami-Porta et al., 2018),
(Goldstraw et al., 2016).



Tablo 2.2: Uluslararasi Akciger Kanseri Calisma Dernegi 8. Yayin TNM Evrelendirme
Sistemi (Goldstraw et al., 2016).

TX NO MO
Tis NO MO
Timi NO MO
Tla NO MO
Tib NO MO
Tic NO MO
T2a NO MO
T2b NO MO
Tla N1 MO
Tib N1 MO
Tilc N1 MO
T2a N1 MO
T2b N1 MO
T3 NO MO
Tla N2 MO
Tib N2 MO
Tilc N2 MO
T2a N2 MO
T2b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
Tla N3 MO
Tib N3 MO
Tilc N3 MO
T2a N3 MO
T2b N3 MO
T3 N2 MO
T4 N2 MO
T3 N3 MO
T4 N3 MO
Herhangi T Skoru Herhangi N skoru Mla
Herhangi T Skoru Herhangi N skoru M1b
Herhangi T Skoru Herhangi N skoru Mlc
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2.2 Kristen Rat Sarkoma (KRAS)

2.2.1 KRAS Yapisi

RAS gen ailesinin bir Gyesi olan KRAS geni, Kristen Rat Sarcoma (Ki- veya KRas)
viral onkogen homologudur ve ki¢ik bir GTPaz proteini olan Kras proteinini kodlar (P.
Liu et al., 2019). KRAS geni 12. kromozomun p12.1 kolunda bulunmaktadir ve 6
ekzondan olugsmaktadir 189 aminoasit tarafindan kodlanmaktadir (krishnan, 2018). Kras
proteini yaklasik 21 kDa agirigindadir ve hucre zarinin sitoplazmik bolgesinde lokalize
olmustur (Pylayeva-Gupta et al., 2011). Kras proteini 4 bdlgeden olusmaktadir, N-
Terminal bdlgesi Ras protein formlari arasinda benzerlik géstermektedir, 2. bdlge ise
sekans olarak daha az benzerlik gostermektedir, her iki bdlge Kras proteinin sinyal
fonksiyonu igin yiksek dneme sahiptir ve birlikte G bdlgesini olugturmaktadir. G bolgesi
asagi yolak etkilesimleri ve GTPaz aktive edici proteinler (GAP) etkilesimleri icin gerekli
olan GTP (Guanozin trifosfat) baglayici alan igerir. Kras proteini post-translasyonel
degisikliklerle belirlenen ve plazma membranina baglanmay: belirleyen hiperdegisken C-
Terminal bdlgesi de icerir. Bu bolge, Ras proteinin biyolojik aktivitesinin

dizenlenmesinde 6nemli rol oynar (P. Liu et al., 2019).

pi2.1 Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene (KRAS)

Bl | BD( Bl bE N 1N I

Chromosomeno 12
Start - 25,204,789Bp End- 25,250,936 Bp

3 1 2 3 4 5 6 ] 3
«_Transcript length= 5419 Bps 06 Exons Total size = 46,147 bases
\ Mutation distribution in exons }

p.G12A, p.G12C, p.G12D, p.G12F, p.G12R, p.G12S, p.G12V,
p.G13A, p.G13C, p.G13D, p.G13R, p.G13V,
p.Q61E, p.Q61H, p.Q61K, p.Q61L, p.Q61P, p.Q61R, p.A146.T

\ ¢.34G>A/T, ¢.35G>AIT, ¢.37G>C, ¢.38G>A/C, c.436G>A )
Protein length = 189 residues Y P01116-RASK_HUMAN

o = == -
[ §Iftindine [ Sfiector [ typervariable | switcn1 ] switch2

Sekil 2.2: Kras geni ekzon yapisi, mutasyonlari ve protein bolgeleri (krishnan, 2018)
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2.2.2 KRas Aktivasyonu

Kras proteinin aktif ve inaktif olmak Uzere iki farkli durumu séz konusudur. Kras
proteinin Kras-GTP formunda iken aktif, Kras-GDP formunda iken inaktif durumdadir.
Kras proteinin aktif ve inaktif forma gegislerinden iki farkl protein tarafindan kontrol edilir.
Aktif Kras proteinin guanin-nukleotit degistirme faktoru (GEF) tarafindan, inaktif Kras
proteinin ise GTPaz etkinlestirme proteinin (GAP) tarafindan kontrol edilir (Sekil
2.3)(Ferrer et al., 2018Db).

Active form

Sekil 2.3: Kras protenin GTPaz déngusu (P. Liu et al., 2019)

Reseptor tirozin kinaz (RTK) aktivasyonundan sonra adaptor protein buyime
faktor reseptdr baglanma protein 2 (GRB2) aktiflesir, Son of Sevenless (SOS) proteini
de baglanarak aktif hale gelir. Aktif SOS proteini inaktif halde bulunan Kras-GDP



12

proteinini aktif Kras-GTP haline gelmesini saglar boylelikle aktif Kras proteini alt

yolaklarla etkilesim haline gelir (Wood et al., 2016).

2.2.3. Kras Yolaklar

Aktif Kras proteini hicre dénglsl, proliferasyon, gen ekspresyonu, hicre
sagkalimi, hucre gogu, hucre iskelet proteinlerinin sentezi, kalsiyum mobilizasyonu gibi
hlcre icin hayati fonksiyonlara sahip bir¢gok hlicresel proseste gorev almaktadir (Sekil
2.4). Reseptdr tirozin kinaz/ GRB2/ SOS sinyallenmesi olusup Kras proteinin aktif forma
donustikten sonra en 6nemli yolagi olan RAS/ RAF/ MAPK sinyal kaskatini aktiflestirir
(Roberts & Der, 2007). Aktif Kras proteini altyolak efektor proteinlerinden RAF’I (Ras
iliskili faktor) kinaz aktivitesini saglar. RAF aktivasyonundan sonra MEK’i (Mitojen aktive
edici protein kinaz) fosforilasyon yaparak aktif forma getirir takiben MEK birgok hiicresel
proseste hayati 6Gneme sahip olan protein ERK (Ekstrasellller sinyal dizenleyici kinaz)
fosforilasyon yoluyla aktive eder. Boylelikle MAPK (Mitojenle etkilesen protein kinaz)

sinyal olagi aktif hale gelmis olur (Yaeger & Corcoran, 2019).

cBL ----| Receptor Tyrosine Kinases

l

GEFs (S0S1, S0S2.GRB2.SHC1-4, RASGRP1-4, RAPGEF1-2, RASGRF1-2)

SHP2 (PTPNH)—»l P e e L e e e s e e %

GAPS (RASA1-3, RASAL1-3, DAB2IP, NF1.SPRED1-3, SYNGAP1) - -1 RAS (HRAS, KRAS, NRAS, MRAS, RRAS, RRAS2)

| SHOC2.PP1c
{ I | v

Pl 3' kinases RalGDS RAE e |
(PIKSCA.D,G, PIK3R1-3,5,6) (RALGDS, RGL, RGL2, RGL3) | S (ARAF, ERCTIREED
KSR1,2 MEKS (MAP2K1.2)

eeTmeeEseseessemsessisssessssessssssseesanees {1 ERKS (MAPK1,3) ==cecsncecanas =

S6 kinases (RPS6KA1-3, 6) Transcription factors (ETS1,2, JUN, FOS, ELK1)
JREEREP MAPK phosphatases (busr1-6) Cyclins (p1-3) Sprouty (SPRY1-4) =======
S-phase

Sekil 2.4: RAS sinyal yolaklari (Simanshu et al., 2017)
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RAS/ RAF/ MAPK yolagindan sonra aktif Kras proteinini en iyi ikinci karakterize
oldugu ikinci yolak Fosfoinositid-3 Kinaz (PI3K)/ AKT yolagidir. Ras aracilh PI3K/AKT
yolagl hicre sag kalimi ve proliferasyonunda 6énemli rol oynar. Ras aracili aktiflesen
PI3K, fosfotidilinositol-4,5-bisfosfat’in (PIP2) fosforilasyonunu saglayarak
fosfotidilinositol-3,4,5-trifosfat (PIP3) olusmasini saglar. PIP3 plekstrin homolog (PH)
domainine sahip AKT/PKB proteinlerin kinaz aktivitelerini stimile eder. Bdylelikle hiicre
blylUmesi, hiicre dénglsine girme, sag kalim gibi hlicresel mekanizmalarin aktiflesmesi

saglanmig olur (Castellano & Downward, 2011)(Fruman et al., 2017).

2.2.4. KRAS Mutasyonlari

Ras genleri (HRAS, NRAS, KRAS) tim kanserlerde siklikla mutasyona ugradigi
go6zlenen genlerdendir, aralarinda KRAS geni en yaygin mutasyona ugrayan onkogendir
(Ryan & Corcoran, 2018). RAS genleri mutasyonlari tUm kanserlerin %27’sinde
g6zlemlenmistir (Forbes et al., 2016) (COSMIC Release v84, n.d.). Bu mutasyonlarda
en sik gbézlenen 3 tane mutasyon tespit edilmistir; G12 ( %83 KRAS mutasyonu), G13 (
%14 KRAS mutasyonu), Q61 (%63 NRAS mutasyonu). RAS genleri arasinda %4
oraniyla en az mutasyona ugrayan gen HRAS'I %11 ile NRAS takip etmektedir, en sik

mutasyona ugrayan ise %85 orani ile KRAS genidir (Hobbs et al., 2016).

KRAS geni mutasyonlarinin mortalitesi yiuksek olan kanserlerde ( KHDAK,
kolorektal kanserler, pankreatik kanserler) sik rastlanmasi bu geni terapétik hedef haline
getirmistir. Sigara tiketen bireylerde KRAS geninde mutasyonun daha sik gézlemlendigi
bildiriimistir. KHDAK’lerinde KRAS genini 2. ekzonunda G12C mutasyonu en sik
go6zlenen mutasyondur (Sekil 2.5) (Yang et al., 2019).
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KRAS
Codon

Total No. (%)
of Mutations

Specific Amino Acid and Nucleotide Sequences of Each KRAS Mutation

12

13

61

14

18

19

33

88

146

2098 (91%)

135 (5%)

9(0.3%)
1

1

p.G12C (c.34G>T)
p.G12V (c.35G=>T)
p.G12D (c.35G=A)
p.G12A (c.35G>C)
p.G125 (c.34G>A)
p.G13C (c.37G=T)
p.G13D (c.38G=A)
p.G12R (c.34G>C)
p.061L (c.182A>T)
pNVOV (c.27T=C)
pV14l(c.40G>A)
p.A18D (c.53C>A)
p.L19F (c.57G=C)
p.D33E (c.99T=A)
p.K88 (c.262A>T)

p.A146P (c.146G>C)

N=945

1000

Sekil 2.5: 2034 KHDAK hastasinda KRAS mutasyonlari (Sanger Database) (Wood et
al., 2016)

2.3. Hippo Yolagi

Cok hdcreli organizmalarda organ buyukliginin kontroli evrimsel agidan

bakildiginda bir kilometre tasidir. Bilim adamlarinin yodun ilgi ve ¢alismalarina ragmen

gelisim surecinde organ buyuklugunun nasil belirlendigi ve yetiskinlik slrecinde nasil

surdurdldigl hala gizemini surdirmektedir. Organ buyUkligu kontrolinde Hippo

yolaginin kesfi bu gizeme 11k tutmak igin umut olmustur. Hippo yolagdi Gzerine yapilan

calismalar ile bu yolagin organ buyuklugunde rolinin anlasiimasi, hiucre kaderinin

belirlenmesi, doku mimarisi de dahil birgok temel biyolojik sureci duzenlemede kritik rol

oynadigini gostermistir (Ma et al., 2019).
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Hippo yolagi ilk olarak Drosophila melanogaster'da klonal asin buyime
fenotiplerine neden olan gen mutasyonlarinin tanimlamak igin tasarlanmis genetik
mozaik ekranlar araciligiyla ortaya cikariimistir. Bu kesifle birlikte NDR ailesi protein
kinaz Warts ( Wts), WW domaini iceren Salvador ( Sav) proteini, Ste20 benzeri protein
kinaz Hippo ( Hpo) ve adaptér proteini Mob timoér suppressor ( Mats) dahil olmak Gzere
hippo yoladi ¢ekirdek kompenentleri tanimlanmis oldu. Bu proteinler anormal biyUklikte
organ fenotipleri gdsteren ve fenotipe bakildijinda suaygirini andiran mutantlardan
dolay! hippo yolagl adini aldilar. Bu proteinler timdr baskilayici 6zellik gdéstermektedir,
Hpo-Sav kompleksi fosforilasyonu ile Wts-Mats kompleksi fosforilasyonu ile sinyal kinaz
kaskati olusmus olur. Hippo kinaz kaskatinin asagi yolak proteinleri arastirildiginda,
Yorkie ( Yki) transkripsiyonel bir koaktivator proteinin hiicre proliferasyon ve sagkalimda
Wits ile iligkili oldugu gdsterildi. Yki, Wts ile karsilastiriidiginda karsit islev gdstermektedir,
Hippo yolagi inaktifken ifade gosterip islev gosterirken, Hippo yolaginin aktif oldugu
durumlarda Yki inaktif durumdadir, bdylelikle asir doku bliyumesi engellenmis olur(Sekil
3.1) . Yki Hippo kinaz kaskati ile inaktif olmus olur (Pan, 2010).

Hippo vyolaginin Drosophila’dan memelilere yiuksek oranda korundugu
anlasiimistir. MST1/2 proteini Hpo ile ortolog olup SAV1 (Sav ortolog) ile heterodimer
olusturur. Bu etkilesimle birlikte MST1/2- SAV1, LATS1/2 ( Wts ortolog) ve adaptoér
proteinin MOB1 (Mats ortolog) fosforilenmesi saglanmis olur. LATS1/2- MOBL1
kompleksi, Yki ortolog YAP (Yes-associated protein) ve TAZ ( WW-domain iceren
transkripsiyon regulator protein 1) fosforile edililir boéylelikle YAP/TAZ nlkleer
lokalizasyonu inhibe edilmis olur. Fosforile YAP/ TAZ, 14-3-3’e baglanir ve sitoplazmada
kalmis olur. Fosforile YAP/TAZ, B-TrCP aracili ubikitinasyon ve proteozomal
degredasyona ugrar (Sekil 3.1) (C. Y. Liu et al., 2010).

Sekil 2.6 : A: Drosophilla normal Yki ekspresyonu(sol), anormal Yki ekspresyonu (sag),
B: Memelilerde normal YAP/TAZ ekspresyonu(sol), anormal YAP/TAZ
ekspresyonu(sag) (Pan, 2010).
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Sekil 2.7: Memelilerde Hippo yolagi (Ma et al., 2019).

2.3.1. Hippo Yolaginin Diizenlenmesi

2.3.1.1. Mekanik Sinyaller

Cok hicreli organizmalarda htcrelerin organ ve doku gelisimleri, homeostazi

kontrolleri siki sekilde organize edilmektedir. Hicre-Hucre etkilesimleri, Hicre-ECM

(Ekstraselliler matriks) etkilesimi ve bulunduklari mikro ortam kaynakh mekanik

kuvvetlerin genlerin transkripsiyonunu duzenledigi

ve boylece hlcre buyumesi,

proliferasyon, morfogenez, migrasyon, ve apoptozis gibi hiicreler icin hayati fonksiyonlari

dizenleyip koordine ettigi anlasiimistir (Bissell & Barcellos-Hoff, 1987). Model

sistemlerde yapilan ¢alismalarla birlikte YAP/TAZ'1n mekanik sinyallerle transkripsiyonel

efektor protein oldugu anlasiimistir (Sekil 3.3).
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Sekil 2.8 : Mekanik sinyallenmede YAP/TAZ ve Hippo yolagi (Ma et al., 2019)

Monolayer hiicre kiltirlerinde kontakt inhibisyon hicre proliferasyonunu
durdurucu oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte hiicre yodunlugunun yiksek oldugu
durumlarda LATS1/2 aktivitesinin arttigi ve YAP/TAZ'in fosforilasyonuyla sitoplazmik
lokalizasyonu ilk kesfedilen durumlardandir (Zhao et al., 2007). Hicre yogunlugunun
artmasiyla LATS1/2’nin nasil aktive oldugu hala tam olarak anlasiimamistir. Potansiyel
olarak hicreler arasi tight junction (TJ)da anjiyomotin (AMOT) kompleksinin, Hippo
yolaginin dizenlenmesine aracilik ettigi distnilmektedir. AMOT, YAP’1 inhibisyonu icin
fosforilasyon durumuna bakmaksizin direkt olarak baglar ve niikleer lokalizasyonunu
engellemis olur. AMOT, NF2 ile etkilesimi ile LATS1/2 aktivasyonunu uyarir, aktif
LATS1/2, YAP fosforilasyonu ile YAP’I inaktif hale getirir (Li et al., 2015). Bir diger
potansiyel mekanizma ise  adherens  junction (Ad)larda E-Cadherin
transdimerizasyonuyla a/ B-Catenin, Kibra ve Merlin (Mer) yoluyla MST1/2 LATS1/2

sinyal kaskatinin stimdle edildigi disunilmektedir (Kim et al., 2011).

Doku butunligu ve fonksiyonu sadece Hucre-Hucre etkilesimleriyle degil ayrica
Hicre-ECM etkilesimine de baghdir. Bu etkilesim hicrelerin buyimeleri ve sagkalimlari

icin hucrelere yapisal destek saglar. ECM’in katilidi, hucrelerin baglanma, yayilma, go¢
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etme, farkhlasma gibi Ozelliklerini belirleyen birincil faktorlerdendir. Kanser gibi
hastaliklarda YAP/TAZ proteinlerinin duzensiz oldugu gozlemlenmigtir. Karaciger ve
Pankreas kanserlerinde Hicre-ECM etkilesimlerinde farklilar tespit edilmis ve bu
hastalikta YAP/TAZ tarafindan tetiklenen hastaligin progresyon gosterdigi bildirilmistir
(Calvo et al., 2013).

YAP/TAZ hucrede proliferasyon ve sag kalimin yani sira kok hicre fenotipi
(stemness) icin mekanik sinyallenmede dnemli bir rol almaktadir. Genel olarak YAP/TAZ
hlcrede ylksek oranda katilik ( stiffness) ve gerilim sonucu aktive oldugunda hticrelerin
daha kati bir hiicre tipine farklilasmasina tesvik etmektedir; mezenkimal kok hicrelerin

YAP/TAZ aktivasyonuna bagli olarak osteoblastlara farklilagsmasi (Dupont et al., 2011).

Transkripsiyonel koaktivator olan YAP/TAZ, 6zellikle ECM’in sekillenmesi ve
hicre iskeletinin yeniden yapilandiriimasinda yer alan genlerle etkilesimleri ve bu genleri
aktive ederek, mekanik uyaranlarin hlcresel uyaranlara ddénismesinde vyani
mekanotransdiksiyonda &nemli rol oynamaktadir. Farkli mekanik uyaranlarla
YAP/TAZ In hicre icinde sitoplazmik ve nikleer lokalizasyonuyla
mekanotransdiksiyonda ki roli goézlemlenmektedir (Dupont et al., 2011)(Ma et al.,
2019).

2.3.1.2. Hiicre polaritesi ve Hiicre adezyonu

Hippo yolagi regulatérlerini arastirirken hiicre polaritesi ve adezyonunda rol alan
ve Hippo yolagiyla iliskili birgcok proteine rastlanmis ve tanimlanmistir. Epitel hicreler
genellikle AJ, TJ ve desmozom gibi Hicre-Hucre etkilesimleriyle farkli polarite
kompleksleri olusturur ve bunlarla plazma membranini apikal ve bazolateral bir alana
boler boylece hiicre apikal-bazal bir polarite olusturmus olur (Martin-Belmonte & Perez-
Moreno, 2012).

Merlin ve Ex proteinleri timor baskilayici 6zellige sahiptirler ve hicre
farklilasmasi, proliferasyonunda birlikte fonksiyon gdsterirler (McCartney et al., 2000).
Drosophila’da, Mer ve EX’in inaktivasyonu Hpo mutantlarina benzer sekilde asiri blyime
fenotipleri gosterdigi anlasiimistir (Hamaratoglu et al., 2006). Daha sonra yapilan
calismalarla birlikte, Kibra, Mer ve Ex proteinlerinin etkilesimde oldugu Wits ile birlikte
cahstigi tespit edildi. Mer, Ex, Kibra, polarize epitel hiicrelerin apikal bdlgelerinde lokalize
olmaktadir. Mer/Ex/Kibra kompleksinin Hippo sinyal yolagi kaskatini baglatmak icin

apikal plazma membranina ¢agirdigi dusunudlmektedir (J. Yu et al., 2010).
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Hippo yolaginin dizenlenmesinde birgok molekul gérev almaktadir (Tablo 2.3).
Hucre adezyonu, hiicre polaritesi ve hiicre-hiicre etkilesiminde rol alan AMOT, PTPN14
ve a-catenin MST1/2 ve LATS1/2 ile etkilesim gosterir. Rho GTPaz'lar hiicre iskeletinin
yeniden gekillenmesiyle birlikte ve hlcre gerginliginin degismesiyle YAP/TAZ'1 regule
eder bdylelikle Hippo yolagiyla iligkilidir. Hlicrelerin geometrisi, hiicre-hlicre baglantilari
ve etkilesimleri, apikal ve bazolateral spektrin aglar mekanik uyaranlarla hippo yolagini
regule eder. Cézinebilir faktdrler olarak kabul edilen GPCR’ler Rho GTPaz ve aktin
dinamikleri yoluyla LATS1/2’yi diizenler. Hiicresel enerji ve oksidatif stres gibi metabolik
durumlarda rol alan proteinler; protein fosfataz 2A (PP2A), protein fosfotaz 1 (PP1),
WBP2, CDK1, MASK ve HIPK gibi farkli proteinler Hippo yolaginin diizenlenmesinde rol
almaktadirlar (Sekil 3.4) (F. X. Yu & Guan, 2013)(Codelia & Irvine, 2012).

Cell junctions GPCR
Cell polarity Metabolic status Mechanical cues

Tight
Junction

Adherens
Junction

(MAP4Ks 1 5 I ;
Hypoxia \ X —

Mechanical cues
ECM stiffness

Energy Cell contact

stress ,-* J_ (— Cell geometry
@ —|.m @ Cell attachment

Sekil 2.9: Memelilerde Hippo yolaginin diizenlenmesi (F. X. Yu et al., 2015).



Tablo 2.3: Memeli ve Drosophila’da Hippo yolaginin regulatorleri

MST1/2 Hpo (Hippo) - v
Savl Sav (Salvador) - -
LATS1/2 Wts (Warts) - v
Mob1l Mats - -
YAP/TAZ Yki (Yorkie) v -
TEAD1-4 Sd (Scalloped) - -
Crb1-3 Crb (Crumbs) v -
Frmd6(?) Ex (Expanded) v v
NF2( Mer) Mer (Merlin) v v
Kibra Kibra v -
aPKC aPKC v -
PAR3 Baz (Bazooka) v -
PARG6 Par6 v -
PALS1 Sdt (Stardust) v -
Scrib Scrib (Scribble) - -
Dlg Dlg - -
Lgl Lgl (Discs Large) - -
AMOT ? v v
PTPN14 Pez v v
Ajuba Jub v v
a-Catenin a-Catenin v v
B-Catenin B-Catenin v -
ZO-1 ZO-1 v -
Z0-2 Z0-2 - -
E-cad (E-Cadherin) E-cad v -
.~ DizlemselHicrePolaritesi |
Fatl-4 Fat v
Dchs1/2 Ds ( Dachsous) v v
Fix1 Fj (Four-jounted) - -
? Dachs - -
Zyxin Zyx ( Zyxin) - v
Lix1, Lix1L Lft (Lowfat) - -
CD1d/e Dco (Discs owergrowth) - -
ZDHHCs App (Approximated) - -
Taok1-3 Tao - v
RASSF1-6 RASSF - v
PP2A (STRIPAK) STRIPAK - v
PP1 PP1 - v
Itch Su (Dx) - -
BTRCP Slimb - -
14-3-3 14-3-3 - v
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2.3.2. Hippo yolagi ve Kanser

Hippo yolagi ve YAP/TAZ birgok kanser tipinde dizensiz ifade oldugu
gosterilmistir (Sekil 3.5) . 9125 tumor 6rnedinin sistematik profillenmesinde, akciger
kanseri, glioma, kolorektal kanser gibi bir ¢cok kanser tipinde Hippo yoladi bilesenlerinde

dizensiz ifadelerin s6z konusu oldugu anlasiimigtir (Sanchez-Vega et al., 2018).

Kontrolstiz hiicre ¢odalmasi neoplazilerin ortak 6zelligidir. Hippo yolaginda
dizensizlik ve YAP/TAZ islev bozuklugu kanser hucrelerinin gogalmasini destekledigi
yapilan ¢alismalarda sunulmustur (F. X. Yu et al., 2015). YAP/TAZ'in asin ifadesi ve
hiperaktivasyonu, in vitro hiicre kiltirlerinde hiicre proliferasyonlarini indiklemektedir.
Benzer sekilde xenograf model calismalarinda YAP aktivasyonun ¢oklu doku

proliferasyonuna neden olmaktadir (Zanconato et al., 2016).
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Sekil 2.10: insan kanserlerinde YAP/TAZ (Zanconato et al., 2016).
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Disregile Hippo yolaginin sz konusu oldugu timor hicrelerinde intrinsik
programli 6lumden kagis gdzlemlenir ayrica kemoterapik ve molekiler hedefe ydnelik
tedavilerde ilag direncinin de oldugu anlasiimistir. Kanserlerin niks etmesinde de roll
oldugu agiklanmistir (Zanconato et al., 2016). Kanser hticreleri molekiler hedefe yénelik
tedavi sirasinda orijinal onkojenik mutasyonundan ayri olarak bir baska onkojenik
mutasyona gegebilir ve bdylelikle molekller tedaviye direng 6zelligi gosterebilmektedir.
Yapilan bir ¢alismayla birlikte KRAS mutant pankreas kanserlerinde KRAS’In inhibe
edilmesiyle YAP/TAZ molekullerinde amplifikasyon oldugu gésterilmistir (Kapoor et al.,
2014). BRAF ve RAS mutant kanserlerde, RAF ve MEK hedefli tedavilerinde YAP

hicrede ila¢ direngliligi ve sag kalim icin fonksiyon gdsterir (Lin et al., 2015).

YAP signaling MAPK signaling YAP signaling - -
on on on

ey e Vemurafenib —| [BRAET  EASH Vemurafenio ——| \‘,’Q,oi :{}S'
K" Trametinib —} MEK” Trametinib _{ MEK

i P
ERK ERK RNAI ERK

P DN |[® N @ g

BCl-xL — Proliferation BCl-xL —» ~ No proliferation BOKKL &ss
TEAD ? Antiapoptosis TEAD ? Antiapoptosis TEAD e BohL

\BAONENPIIDA ORI AN

Active disease Cytostasis and incomplete response Synthetic lethality and complete
response

Sekil 2.11: BRAF ve RAS mutant kanserlerde YAP’In fonksiyonu (Lin et al., 2015)

Yapilan immunohistokimyasal (IHC) g¢alismalar sonucunda YAP/TAZ'In ylksek
expresyon seviyelerinin ve nikleer lokalizasyonun malign 6zelliklerle ( yiksek histolojik
derece, TNM ve lenf nodu metastazi) ve kotl hasta prognozu ile korelasyon gosterdigi
anlasiimistir (Cheng et al, 2016). KHDAK’lerinde YAP/TAZ icgin veri setleri
incelendiginde YAP/TAZ aktivitelerinin koti prognoz ile iliskili oldugu go&sterilmigtir.
Akciger adenokarsinom fare modellerinde alveolar hiicrelerde KRAS G12D’nin knockin
edilmesiyde metastatik olmayan timoérler zayif sekilde YAP/TAZ boyamasi sergilerken,
Tp53, LkbTin biallelik kaybi ve KRAS'In indiklenmesiyle metastatik timorlerde
YAP/TAZ yiksek nikleer boyama goésterir. YAP veya TAZ knockdown edilmis KHDAK
hicre hatti A549’da nude fare modellerinin kuyruk venlerine enjeksiyondan sonra timaor
formasyonun bozulma goézlemlenmistir (Noguchi et al., 2014)(Lau et al., 2014).
KRASC!2/ |kb't fare modellerinde, YAP'In genetik kaybi timér formasyonunda ve

sayisinda blyuk oranda azalmaya sebebiyet vermektedir, kalan timor lezyonlarinda ise
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benign 6zellik gozlenmektedir ve bu lezyonlar akciger adenokarsinom veya akciger
skuamdz karsinom 0&zelligi rastlanmamaktadir. Yapilan cgalismalarda YAP/TAZ'In
aktivasyonunun KHDAK’lerinin gelismesi icin tek basina yeterli olmadigi
gbzlemlenmistir. YAP hiperaktivasyonu ve overexpresyonu s6z konusu olan fare hava
yolu epitel hucrelerinde hiperplazi gézlemlenirken malign timor gelisimi i¢in yetersizdir.
Olumsuzlestirilmis insan bronsiyal hiicrelerinde TAZ'\n ifadesi immun sistemi
baskilanmis olan farelerde timor olusumuna sebebiyet verdigi anlasiimistir. KRASG2P
fare modellerinde YAP'In ifadesi ki¢lik adenomlarin akciger adenomlari olusumunu
tesvik etmistir (Zhang et al., 2015)(Lau et al., 2014)(Zhou et al., 2011).

2.4. AMG 510

Pankreas, kolorektal ve KHDAK gibi kanserlerde sik rastlanan KRAS G12C
mutasyonlari, kanser tedavisinde ilag firmalari tarafindan terapétik hedef haline gelmistir.
Amerikan menseili AMGEN firmasi AMG 510 ismini verdigi ve klinik arastirmalari devam
etmekte olan KRAS G12C mutasyonlarini hedef alan inhibitériini gelistirdigini duyurdu
(The Discovery Of Amgens Novel Investigational KRASG12C Inhibitor AMG 510
Published In Nature, n.d.).

KRAS G12C’nin dogrudan inhibisyonu ilk olarak ARS-1620 molekulli ile
dogrulanmistir fakat bu molekulin klinikte kullanim ve testler igin uygunlugu konusunda
zorlaniimistir. En blyuk zorluklardan biri, Kras proteini ve ligand etkilesimleri icin olan
cebin kiclk hacminden dolayr ARS-1620’nin inhibisyon glict yetersiz kalmistir. Bu
durum igin énemli bir gelisme, Kras proteinin Gzerindeki bu cebin His95’in alternatif
oryantasyonlariyla olustugundan bu ylzeyle etkilesimleri arttiracak aromatik halkalar ile
inhibisyonun gli¢csiizliigu sorunu ortadan kaldiriimis oldu. AMG 510 bu sorunu ortadan
kaldiracak, klinik ve tedavide uygulanabilirligi ile en iyi aday olarak ortaya ¢ikti. AMG 510
ve ARS-1620 arasinda yapisal olarak benzerlik olmasina ragmen AMG 510’un Kras

proteininin His95 oluguna daha gucli baglanmistir (Sekil 4.1) (Canon et al., 2019).
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Sekil 2.12: AMG 510’un kimyasal yapisi ve KRAS proteinin ile etkilesimi (Canon et al.,
2019)

2.5. Hipotez

Pankreas, akciger, kolorektal gibi kanserlerde yaygin goézlenen KRAS G12C
mutasyonlari klinik agidan hedef haline gelmistir. Yeni gelistirlen KRAS G12C spesifik
inhibitéri AMG 510 yapilan in vivo, in vitro ve klinik calismalarla etkinligi gdsteriimektedir.
Fakat KRAS G12C’nin inhibisyonuyla birlikte hucrelerde 6nemli bypass
mekanizmalarindan olan Hippo yolagiyla iligkisinin gdsterilmesi klinikte kullanimi ve
ilerde yapilacak olan galismalara énemli bilgiler sunacaktir. Bu ¢calismayla birlikte KRAS

G12C inhibisyonunun Hippo yolagiyla iligkisini gdstermeyi hedeflemekteyiz.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Hiicre Kiiltiiri

Yapilan bu ¢galismada American type culture collection (ATCC) firmasindan ticari
olarak satin alinan KHDAK hicre hatti olan ve KRAS G12C mutant NCI-H23 ve KHDAK
KRAS yaban tip NCI-H1975 hucre hatlar kullanildi. H23 ve H1975 hicre hatlarn %10
Fetal Bovine Serum (FBS Kat. No. 10500064 GIBCO) ve %0,5 Penisilin/Streptomisin
iceren RPMI 1640 ( Kat. No. 52400-025 GiBCO) besiyerinde kiiltiire edildi. Hiicrelerin
tamami %5 CO;, %95 nem ve 37° C’de kiiltire edildi.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan hicre hatlari ve 6zellikleri

Hiicre Hatti KRAS Cogalma Ozelligi
H23 G12C Mutant Adherent
H1975 Yaban Tip Adherent
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Sekil 3.1: Calismada kullanilan hicre hatlari H23 (Sol) ve H1975 ( Sag)

3.1.1. Hucrelerin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Hucreleri dondurmak igin igerisinde %10 dimetil sulfoksit (DMSO) bulunan
besiyeri hazirlandi. Tripsin edilen hicreler 15 ml'lik falkon tlplere alindi ve 100xg
kuvvette 5 dk slresince santrifljlendiler. Santrifijden sonra sipernatant vakum
araciligiyla aspire edildi. Onceden hazirlanmis olan DMSO iceren besiyerinde pipeta;
araciligiyla homojen hale getirildi. Disik sicakhga dayanikli olan &zel cyrotlplere
dagitalarak -80° C muhafaza edildi.

-80° C’de muhafaza edilen hicreler cikartildi 37°C su banyosunda kisa siire
inkibasyon islemiyle ¢ozduruldiu. Falkon tlp icerisinde 5 ml besiyerinde homojen
edildikten sonra 100xg kuvvette santrifij islemi uygulandi. Supernatant vakum
araciligiyla aspire edildi. Pelet besiyerinde homojen hale getirildikten sonra flasklara
aktarildi.

3.2. Kullanilan Kimyasallar

Yapilan tez c¢alismasinda kullanilan kimyasallar ve c¢ozeltiler asagida
listelenmisgtir;



27

YAP/TAZ primer antikor ( Kat. No: 93622, Cell Signaling Technology), Anti-rabbit
IgG sekonder antikor ( Kat. No: 7074 Cell Signaling Technology), Anti-GAPDH antikor (
Kat: No: Fnab03342 Fine Test), AMG 510 ( Kat No: B2558-1 Biovision), Ripa lysis buffer
system ( Kat. No: Sc-24948 Santa Cruz Biotechnology), CellTiter96 Cell Proliferasyon
Assay (MTT) ( Kat. No: G4000 Promega)

3.3. Sitotoksisite Tayini

Yapilan bu tez ¢alismasinda KRAS G12C mutant KHDAK'i hiicre hatlarinda Kras
inhibisyonu igin AMG 510’un kullanildi. Bu AMG 510 molekilunin H23 ve H1975 hucre
hatlarinda IC50 (The half maximal inhibitory concentration) degerlerinin saptanmasi igin
iki hiicre hattida 96-well platelere kuyuda 10* hiicre olacak sekilde ekim gergeklestirildi.
H23 hiicre hatti icin 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 nM olacak sekilde, H1975 hiicre hatti
icin 0, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20 yM olacak sekilde 72 saat boyunca AMG 510

uygulandi. 72 saat sonunda Promega CellTiter96 kit protokolline gore;

e Her kuyucuga 15ul Dye soliisyon eklendi
e 37°C’de, nemli ve %5 CO, inkUibatdrde 1-4 saat inklibasyon gerceklestirildi.
e Uzerine 100pl Stop soliisyon eklendi 1 saat inkiibasyona birakildi

¢ 570 nm dalga boyunda absorbans 6lcimu yapildi.

Tablo 3.2: H23 ve H1975 Hiicre hatlarina uygulanan AMG 510 Konsantrasyonlari

H23- Konsantrasyon( nM) H1975- Konsantrasyon (M)

0 0

0.25 1

0.5 2.5
1 5
2 7.5
4 10
6 12.5
8 15
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3.4. Western Blot

H23 ve H1975 hicre hatlarinda AMG 510 uygulanmig ve uygulanmamis olan
Orneklerde protein seviyesi degisimlerinin gdsteriimesi amaciyla SDS-PAGE western

blot teknigi uygulanmistir.

3.4.1. Orneklerden Protein Eldesi

Western Blot ¢alismasi icin kullanilacak olan érneklerden protein izolasyonu

asagida verilen protokol dogrultusunda gergeklestiriimistir;

e 72 saat inkibasyon sureci biten hlicrelerin besiyeri vakum araciligiyla aspire
edildi. Ardindan soguk Phosphate-Buffered Saline ( PBS) ile 2 kez yikand.

e PBS aspire edildikten sonra hucrelerin bulundugu flask buz Uzerine alindi.
icerisinde proteaz ve fosfataz inhibitérii kokteyl iceren 1x Ripa buffer( Kat. No:
Sc-24948 Santa Cruz Biotechnology) hiicrelerin Gzerine eklendi.

e Uzerine Ripa buffer eklenen hicreler 5-10 dk buzda inkiibe edildiler.

e Ornekler inkilbasyon sonrasinda gerceklestirilen vorteks, pipetaj, buz
inkibasyonu sonunda 15.000xg kuvvette +4°C’de 15 dakika boyunca

santrifiijlendi ardindan stpernatant steril ependorfa aktarildi.

3.4.2. Protein Miktarinin Tayin Edilmesi

Hicre O©rneklerinde izolasyonu gerceklestirilen proteinlerin miktar tayinleri
Bradford yéntemi ile tayin edildi. 1/1000 oraninda diliisyonu gerceklestirilen érneklere
1’e 4 oraninda Bradford Dye reaktifi eklendi. Olgiim standardizasyonu icin 1, 2.5, 5, 12.5,
25 pg/ml olacak sekilde Bovine Serum Albumine (BSA) kullanildi. Hazirlanan érnek ve
standartlar 96-well plate dagitildi ve 595 nm dalga boyunda absorbans olgcimleri

gerceklestirildi.
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SDS-PAGE jelin hazirlanmasi i¢in kullanilan kimyasal ve miktarlarn Tablo 3.3.’te

verilmigtir. Jel'in dokulecedi cam sistemler temizlendikten sonra Biorad Mini-Protean

standina yerlestirildi. ilk olarak ayristirma jeli tist kisimda yaklasik 1 cm mesafe kalacak

sekilde dokuildi Gzerine vakit kaybetmeden izopropanol alkol eklendi. Ayristirma jeli

donduktan sonra Uzerine eklenen izopropanol alkol uzaklastirildi. Yikleme jeli de

dokildikten sonra taraklar nazikge yerlestirildikten sonra jelin donmasi igin beklendi.

Jel'in donmasi beklenirken ornekler hazirlandi.

Tablo 3.3: SDS-Poliakrilamid Jel Kimyasallari ve Miktarlar

% 10’luk
(Seperating) Jeli

Ayristirma

%10’ luk Yukleme ( Stocking)
Jeli

dH20 6.15 ml 3.05 ml
%30 Akrilamid 5ml 850 ul
1.5 M Tris pH 8.8 3.75ml -
0.5 Tris pH 6.8 - 1.25 ml
%10 SDS 150 pl 50 pl
%10 APS (Amonyum 75 ul 25 ul
Persilfat)

TEMED 7.5 4l 2.5yl

3.4.4. SDS-PAGE Jel Elektroforezi

Protein miktari Bradford ydntemiyle tayin edilen 6rnekler 50ug olacak sekilde

steril ependorflara alindiktan sonra 4x Laemli yiukleme tamponu ile pipetaj edildi.

YUkleme tamponu ile muamele edilen 6rnekler 95°C’de 5 dakika inkibasyona birakildi.
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inkiibasyon sonunda &rnekler kisa spin yaptirildi. Donan ve protein &rneklerini
yuklemeye hazir olan jel yUritme tankina alindi. Sistem igerisine Running ( Yuritme)
Buffer eklendi. Daha sonra érnekler jelde ki kuyulara yiiklenildi. Omekler 100V’da 90

dakika boyunca yurimeye birakildi.

Running (Yuratme) Buffer (25 mM Tris, 190 mM Gilisin, %0.1 SDS) Hazirlanisi; 2
jeliyaratmek icin 3.03 gr Tris, 14,26 Glisin ve 1 gr SDS tartilarak 1 It dH>O da ¢dzduruldu.

3.4.5. PVDF Membrana Islak Transfer

Yurtutmenin gergeklestigi ve proteinlerin ayrilmasinin saglandigi jel 15 dakika
boyunca transfer buffer iginde inkibe edilerek dengeleme islemi gergeklestirildi.
Polivinilidene Fluroride (PVDF ) (Kat. No: IPVH00010, Merck Millipore) membran 5
dakika boyunca metanolde inkiibasyona birakildi. inkiibasyonu biten jel ve PVDF
membran sandvic modeline gére hazirlandi ve transferin yapilacagi tankin igerisine
alind1. Islak transfer +4°C’de 90 mA’ de 16- 24 saat boyunca gerceklestirildi. Proteinlerin
membrana transferinin basarisinin tayini icin membran 5 dakika boyunca Ponceau S dye

ile muamele edildi ve membranda ki bantlar gézlemlendi.

Transfer Buffer ( 25 mM Tris, 190 mM Gilisin, %0.05 SDS) Hazirlanigi ; 2 jel igin
2.42 gr Tris, 11.41 gr Glisin ve 0.4 gr SDS tartilarak 800 ml dH0O ile ¢ézdurildi daha

sonra Uzerine 200 ml Metanol eklenerek +4°C’de muhafaza edildi.

3.4.6. immunoblotlama ve Goériintiileme

Membran’in immunoblotlama ve goérintileme islemleri asagida verilen protokole

gore gerceklestirilmigtir ;

e Transfer islemi gerceklestiriidikten sonra ortamda ki SDS'i uzaklastirmak
amaciyla membran TBS-T buffer ile 5 dakika boyunca 180 rpm’de calkalanarak
yikandi.

e Membran %5 oraninda yagsiz sut tozu igeren TBS-T buffer ile 1 saat boyunca
90-120 rpm’de calkalanarak bloklama islemine tabi tutuldu.

e Primer antikor muamelesi i¢in 1/1000 oraninda hazirlanmig olan %5 BSA ile oda

sicakhginda 1 saat boyunca galkalanarak isaretlendi.
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e Primer antikor isaretlenmesinden sonra membran oda sicakliginda TBS-T buffer
ile sirasiyla 5, 15, 5 dakika olacak sekilde 180 rpm de galkalanarak yikandi.

e Membran yikamanin ardindan HRP (Horseradish Peroksidaz) bagh sekonder
antikor ile 1/7500 oraninda hazirlanmis olan %5 BSA ile oda sicaklidinda 1 saat
boyunca calkalanarak isaretlendi.

e Sekonder antikor isaretlenmesinden sonra membran oda sicakliginda TBS-T
bufferile sirasiyla 5, 15, 5 dakika olacak sekilde 180 rpm’de ¢alkalanarak yikandi.

e Yikama isleminin ardindan membran ECL ( Enhanced Chemiluminecence)( Kat.
No: WBLUF0500, Millipore) ile muamele edildi.

e Spesifik protein bantlari Odyssey ® Fc Imaging System (LI-COR Biosciences)

cihazi araciligiyla goéruntilendi.
TBS-T buffer ( 25 mM Tris pH:7.6, 34 mM NaCl, %1 Tween 20) Hazirlanisi;
20x TBS i¢in; 48.46 gr Tris, 175.32 gr NaCl tartilarak 1 litre dH>O’da ¢dzdurulda.

1x TBS-T igin; 50 ml 20x TBS buffer alinip 950 ml dH.O’da ¢ézlldu ve tzerine 1 ml

Tween 20 eklendi.

%5 BSA hazirlanisi; 50 ml %5 BSA igin 2.5 gr BSA tartilarak 50 ml TBS-T buffer iginde

¢ozdurilda.

3.5 istatistiksel Analizler

Elde edilen IC50 verileri icin Excel programinda lineer grafik elde edilerek
sonugclar bulunmustur. Western blot sonuglari Image Studio Lite dansite programinda

Olcimlenerek IBM SPSS 17. paket program kullanilarak Paried-T testi uygulanmistir.
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4.1. Hicre Kiiltiri
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Tez calismasinin deneyleri tasarlanirken KRAS G12C spesifik inhibitéria AMG

510’un KRAS G12C mutant hlcre dizisinde Hippo yolagi etkisinin degerlendirilmesi
amaciyla KRAS G12C mutant KHDAK hucre hattt NCI-H23 kullaniimaya karar verildi.
Kontrol grubu olarak kullanmak amaciyla KRAS yabanil tip (Wild Type) KHDAK Hucre

hattt NCI-H1975 kullaniimaya karar verildi. Hlicreler population doubling zamanlarina

(Tablo 4.1.) uygun sekilde pasajlanmigstir. Tasarlanan deneylere uygun hale getirilmistir.

Tablo 4.1: Calismada kullanilan hicre hatlarinin population doubling zamanlari

Population Doubling Time

NCI-H23

NCI-H1975

38 Saat

~24 Saat
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4.2. Galigmada kullanilan hiicre hatlarinda AMG 510 icin IC50 degerlerinin tayini

Yapilan tez ¢alismasinda kullanilan NCI-H23 ve NCI-H1975 hicre hatlarinda
KRAS G12C spesifik antikoru AMG 510 i¢in %50 sag kalim orani hesaplama iglemi
gerceklestiriimistir. Uygun yogunluga gelen hiicre dizileri tripsin edildikten sonra 96-well
platelere 10* ekildi. Ekimi yapilan hicrelere Tablo 3.2.de verilen oranda AMG 510 gift
tekrar olacak sekilde uygulandi. NCI-H23 ve NCI-H1975 hiicre dizileri igcin AMG 510’un
IC50 degerleri tayin edildi. NCI-H23 hiicre hatti igcin AMG 510’un IC50 degeri; 7.58 nM,
NCI-H1975 hicre hatti icin ise AMG 510°un IC50 degeri; 11.23 pM bulunmustur (Sekil
4.1.), (Sekil 4.2.).
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Concentration Concentration
conc=0 changed in conc2/100
ICn Estimations
Estimation Standard error Lower CI95% Upper CI195% Ratio CI
1C50 758 0.63 583 932 1.6
1S90 11.02 078 9 13.03 145
1C99 16.58 1 14.02 19.14 137
Gamma 5.87 277 -1.81 13.56 -
Sekil 4.1: NCI-H23 Hucre dizisinde AMG 510 IC50 tayini




Tablo 4.2: NCI-H23 Yuzde canhlik grafigi

y =-12,85In(x) + 78,887
R?=0,9477
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Concentration Concentration

conc=0 changed in conc2/100

ICn Estimations

Estimation Standard error Lower CI95% Upper CI95% Ratio CI
IC50 11.23 0.98 8.91 13.54 1.52
1C90 2516 122 2234 2797 125
IC99 60.68 155 571 64.26 1.13
Gamma 272 0.74 0.98 447 -

Sekil 4.2:

NCI-H1975 Hucre dizisinde AMG 510 IC50 tayini
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Tablo 4.3 NCI-H1975 Yuzde canlilik grafigi

H1975 y =-19,59In(x) + 100,72
R?=0,9324
120

100
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4.3. Orneklerin toplanmasi

Yari oldurict doz olan IC50 degerlerinin saptanmasindan sonra NCI-H23 ve
NCI-H1975 hiicre hatlarina 72 saat boyunca KRAS G12C spesifik inhibitori AMG 510
uygulandi. 72 saat boyunca AMG 510 verilen hiicre hatlari western blot protein analizi

yapilmak lzere 1x Ripa buffer ile toplandi ve western blot calismasina gegildi.

4.4. NCI-H23 hiicre hattinda YAP/TAZ protein tayini

Calismada kullanilan KRAS G12C mutant KHDAK hicre hatti NCI-H23 ve KRAS
yaban tip KHDAK hicre hatti NCI-H1975 hiicre hattinda, KRAS G12C spesifik inhibitori
AMG 510 uygulanmadan énce Hippo yolaginin ¢ekirdek kompenentlerinden YAP/TAZ
protein seviyesine bakildi (Sekil 4.3 ).
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NCI-H23
NCI-H1975

: » .

Sekil 4.3: Tez galismasinda kullanilan hicre hatlarinda YAP/TAZ seviyeleri

Tablo 4.4: NCI-H23(Mavi) ve NCI-H1975 Hucre dizilerinde roélatif YAP/TAZ ekspresyon
seviyeleri

1

0,9
08
07
06
0,5
0,4
03
02
01

0

YAPTAZ

Yapilan western blot calismasina ve analizine gore Sekil 4.3’te verildigi gibi hiicre
hatlarinda YAP/TAZ seviyeleri tespit edildi. Sonuglarin dogrulugunun analizi icin GAPDH
goruntisune gore kiyaslama yapildi. Yapilan istatiksel analize gére NCI-H1975 hicre
hattinda, NCI-H23’ e kiyasla daha yuksek YAP/TAZ seviyesi gozlemlendi.
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4.5 AMG 510 uygulanan NCI-H23 hiicre hattinda YAP/TAZ protein tayini

KHDAK KRAS G12C mutant NCI-H23 hiicre hattina KRAS'In susturulduktan
sonra Hippo yolagiyla iligkisinin aragtirilmasi amaciyla NCI-H23 hiicre hattina 72 saat
boyunca KRAS G12C spesifik inhibitérii AMG 510 uygulandi. 72 saat sonunda NCI-H23

hdcre hatti drneklerine western blot yontemiyle gerceklestirilerek analiz edildi (Sekil 4.4).

H23 Kontrol
H23 72 Saat
H1975 Kontrol
H1975 72 Saat

VAPTAz . < - -

Sekil 4.4: AMG 510 uygulanan NCI-H23 hiicre hattinda YAP/TAZ seviyeleri
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Tablo 4.5: NCI-H23 Hicre hattinda AMG 510 uygulandiktan sonra rolatif YAP/TAZ
seviyeleri

2,5

15

0,5

H23 YAP/TAZ

72 Saat boyunca AMG 510 uygulanan NCI-H23 hattindan toplanan 6rneklerde
yapilan western blot calismasi sonucunda uygulanmayan normal NCI-H23 hicre
hattinda toplanan o6rneklerle ile kiyaslandiginda AMG 510 uygulamasi sonucunda
YAP/TAZ proteini seviyeleri istatistiksel olarak ylksek bulunmustur.. Fosforilasyon
sonucunda htcrenin cekirdedgine gegcemeyip sitoplazmada degredasyona ugrayan ve
fonksiyon gdsteremeyen Fosfo-YAP seviyelerinin anlasiimasi igcinde western blot analizi

uygulanmistir (Sekil 4.5.).
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H23 Kontrol
H23 72 Saat
H1975 Kontrol
H1975 72 Saat

- Vo

Sekil 4.5: AMG 510 uygulanan NCI-H23 hiicre hattinda Fosfo-YAP (Serl27) seviyeleri

YAP/TAZ

Tablo 4.6: AMG 510 uygulanan NCI-H23 hicre hattinda Fosfo-YAP rélatif seviyeleri

0,9

0,8

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0
H23 FosfoYAP

Sitoplazmada degredasyona ugrayip, ¢cekirdekte fonksiyon gdsteremeyen Fosfo-

YAP proteini seviyeleri istatiksel olarak dusuk oldugu bulunmustur. Kontrole kiyaslandigi
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zaman normal sartlarda fosforilasyona ugrayip cekirdege gecemeyen YAP proteini

seviyesinde dusis vardir.

4.6. AMG 510 uygulanan NCI-H1975 hiicre hattinda YAP/TAZ protein tayini

KHDAK KRAS yaban tip NCI-H1975 hlcre hattinda 72 saat boyunca KRAS
G12C spesifik inhibitorit AMG 510 uygulanmigtir. 72 saatin sonunda AMG 510
uygulanan NCI-1975 hucre hatti 6rnekleri ve kontrol grubu NCI-H1975 hicre hatlar

toplanip western blot protein analizleri uygulandi (Sekil 4.6 ).

H23 Kontrol
H23 72 Saat
H1975 Kontrol
H1975 72 Saat

YAP/TAZ ——— > - | —

Sekil 4.6: AMG 510 uygulanan NCI-H1975 hlicre hattinda YAP/TAZ protein seviyeleri
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Tablo 4.7: AMG 510 uygulanan NCI-H1975 hucre hattinda rolatif YAP/TAZ protein
seviyeleri

3,5

2,5

15

0,5

H1975 YAP/TAZ

72 saat boyunca AMG 510 uygulanan NCI-H1975 hicre hattinda YAP/TAZ
seviyelerinin analizi igin kontrol grubu ve protein seviyelerinin kiyaslanmasi icin GAPDH
kullanildi. Yapilan analiz sonucunda 72 saat AMG 510 uygulanan érneklerde YAP/TAZ
protein seviyesinde istatistiksel olarak yiksek bulundu. Sitoplazmada degrede olan
Fosfo-YAP seviyelerinin anlasiimasi icinde western blot yéntemiyle analiz edilmistir
(Sekil 4.7 ).
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H23 Kontrol
H23 72 Saat
H1975 Kontrol
H1975 72 Saat

- V‘o

Sekil 4.7 AMG 510 uygulanan NCI-H1975 hicre hattinda Fosfo-YAP( Serl27)
seviyeleri

YAP/TAZ

Tablo 4.8: AMG 510 uygulanan NCI-H1975 hiicre hattinda rolatif Fosfo-YAP( Ser127)
seviyeleri

1,4

1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0
H1975 FosfoYAP

Yapilan western blot analizi sonucunda kontrol grubu NCI-H1975 6rnegiyle 72
saat AMG 510 uygulanan NCI-H1975 6rneklerinde Fosfo-YAP seviyelerinde istatiksel

olarak anlamli kabul edilecek bir fark gérulmemisgtir.
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5. TARTISMA

Akciger kanseri, dinya c¢apinda kansere bagl o6limlerde %18.4 oraniyla ilk
sirada yer almaktadir. Akciger kanseri teshisi almis hastalarin yalnizca %15’i 5 yillik sag
kalim gdstermektedir bu oranda ¢ok disiktir (De Koning et al., 2020). Bu durumun en
blylk sebeplerinden birisi akciger kanserlerinin hastalarda teshislerinde geg¢
kalinmasidir. Akciger kanserlerinin ilerleyen yillarla birlikte rastlanma sikligr giderek
artmaktadir. Bu durum artan tittin ve tatan Grind kullanmaya baglanmaktadir. Akciger
kanseri temel olarak iki ana histolojik sinifta siniflandiriimaktadir bunlardan %85 oraniyla
en sik teghis edileni kiicUk hicre digi akciger kanseri (KHDAK) , digeri ise % 15 oraniyla
kiguk hacreli akciger kanseridir (KHAK). KHDAK’leri kendi iginde %40 oraniyla
adenokarsinoma, %30 oraniyla skuamdz hucreli karsinoma, %10 oraniyla buyuk hicrel
karsinoma ve diger alt histolojik alt siniflara ayrilmaktadir. Akciger kanseri patolojisinin
aydinlatiimasi amaciyla akciger kanserinin histolojik siniflandirilmasi daha da ayrintili
hale getirilmistir (Tablo 2.1. ) ((Travis et al., 2015).

Kaguk hucreli disi akciger kanseri hastalarinin %30’'unda KRAS mutasyonu
gozlemlenmektedir. KRAS mutasyonuna sahip KHDAK hastalari diger KHDAK
hastalariyla karsilastirildi§gi zaman daha kotu prognoz gosterdigi anlasiimistir. KRAS
mutasyonuna sahip KHDAK hastalarina uygulanan standart kemoterapi tedavileri
istenilen yanitlari vermemektedir. KRAS mutasyonuna sahip KHDAK hastalarina
molekuler yaklasim olarak RAS-RAF-MEK vyoladini hedefleyen MEK inhibitorleri
kullaniimaktadir fakat bu yaklasimda istenilen sonuclari vermemektedir. Kras proteinin
kontrol ettigi tek yolak RAS-RAF-MEK yolagdi olmadigi anlagiimaktadir. Bu durum KRAS
mutant KHDAK’lerinde genetik heterojenitenin s6z konusu oldugunu géstermektedir. Bu
durum Ozellikle sik gézlemlenen KRAS G12C mutasyonlarini hedefleyen inhibitérlerin

calismalarini ve klinik kullanimini tesvik etmektedir (Scheffler et al., 2019).
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KRAS G12C mutasyonlari hedef alan spesifik inhibitor AMG 510 henuz Klinikte
kullaniimaya baslanmasa da suan hali hazirda devam etmekte olan Faz 1/ Faz 2
calismalarinin sonuglari hastalari umut olmaktadir (A Phase 1/2, Study Evaluating the
Safety, Tolerability, PK, and Efficacy of AMG 510 in Subjects With Solid Tumors With a
Specific KRAS Mutation (CodeBreak 100) - Full Text View - ClinicalTrials.gov, n.d.-b).
Aciklanan klinik calismada KHDAK hastasi bireylerin 3’ine agiz yoluyla, ginlik tek doz
180 mg AMG 510 uygulanmig, 1 bireye ise yine agiz yoluyla, ginlik tek doz 360 mg
AMG 510 uygulanmigtir. 6 haftaik AMG 510 tedavisinin sonunda gunlik 180 mg AMG
510 uygulanan hastada %34’lUk timoér buzilmesi gdézlemlendi ve 360 mg glnlik doz
uygulanan bir diger hastada ise %64 oraninda timor gerilemesi gdézlemlendi. 18. Haftada
takip taramasinda gunlik 360 mg AMG 510 uygulanan hastada hedef alinan lezyonlarin
hepsinin tam olarak dizeldigi anlasiimistir (Canon et al., 2019). Yapilan bu ¢alismalarin
Isiginda KRAS G12C mutasyonuna sahip hastalar icin umut ortaya ¢ikmistir. AMG 510
yapilan Klinik calismalarda etkinligini kanitlamaktadir. Fakat kanser hastaliginin
tedavisinin en buyuk zorluklarindan birisinin diren¢ mekanizmalarinin  oldugu
bilinmektedir. AMG 510’un etkin kullanimina gecilmeden énce yapilan ve yapilacak olan
calismalarla mutant KRAS’In inhibisyonunun ardindan hastada ortaya c¢ikacak olan
direng mekanizmalarinin anlagiimasi biylk énem arz etmektedir. AMG 510 ile birlikte
kullanilabilecek olan olasi kombine ilag tedavisi stratejilerinin etkinliklerinin anlagiimasi
klinik kullanimda énemlidir. Bizim ¢alismamizla birlikte KRAS G12C mutant ve yaban tip
KHDAK hiicre hatlarinda AMG 510 kullanimiyla birlikte aktif KRAS'In inhibisyonunun
ardindan ortaya gikacak olan olasi Hippo yolagi direng mekanizmasinin aydinlatiimasi

hedeflenmektedir.

RAS inhibitorleri hala klinikte gelisme asamasinda iken, onkojenik Ras
ablasyonunun ardindan potansiyel bypass mekanizmalarinin tanimlanmasi ve
arastiriimasi c¢alismalari giderek sayilarini arttirmistir. Genetik olarak modifikasyona
ugratilmis ileri evre pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC) fare modellerinde
onkojenik KRAS’In susturulmasinin ardindan yeniden niks eden 8 timor
formasyonlarinin 3’inde YAP geninde amplifikasyon oldugu anlasiimistir (Kapoor et al.,
2014). Genom olcekli cDNA ekranlarinda KRAS mutant kolon kanseri hiicre hatlarin
KRAS'In knockdown edilmesinin ardindan sag kalimin desteklenmesinde YAP proteinin
en blyuk etkisi oldugu anlasiimistir (Shao et al., 2014). Bir diger calismada KRAS mutant
akciger kanseri hicre hatlarinda MEK inhibitéri Selumetinib ve TBK/JAK inhibitoru
momelotinib’in kombine kullanimininin ardindan tedaviye direncin ortadan kaldiriimasi
icin YAP proteinin ablasyonunun yeterli oldugu anlasiimistir (Kitajima et al., 2018).

Yapilan bu galismalarin neticesinde RAS/ MAPK yolaginin susturulmasinin ardindan
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anahtar proteinin Hippo yolaginin énemli kompetentlerinden YAP moleklll oldugu

anlasiimaktadir.

RAS/MAPK yolaginin blokajinin ardindan YAP aracili diren¢ mekanizmasinin
arastiriimasinda, YAP’In PDAC hicre hatlarinda hiicre dénglstine devam etmesinde
TEA domain Transcription Factor (TEAD1/2) ve E2F transkripsiyon faktorleri ile igbirligi
yaptigi gdsterilmigtir.  YAP proteini Akciger kanseri hiicre hatlarinda ise AP-1
transkripsiyon faktérl araciligiyla KRAS blokajindan hicreyi kurtardigr anlasiimistir.
BRAF veya KRAS mutant hicre hatlarinda MAPK’a yonelik molekuler tedavide YAP’In
antiapoptotik protein Bcl-xL'i kodlayan BCL2L1’in TEAD aracili transkipsiyonu stz
konusudur boylelikle apoptoz dnlemektedir (Lin et al., 2015). KRAS mutant KHDAK
hicre hatlarinda BRAF/ MEK ve PI3K kombine molekiler hedefli ila¢ tedavilerinde klinik
Oncesi c¢alismalarda iyi sonuglar verirken Klinik c¢alismalarda kismi yanitla
sonuclanmaktadir. Bu bulgularin isiginda YAP proteinin asagi yolak efektor proteinler ile
etkilesimi sonucu tedavi direncini indikledigi, RAS/MAPK blokajina ragmen YAP’In
bypass mekanizmasi olusturarak tedaviyi zorlastirdigi gdsterilmektedir (Nguyen & Yi,
2019). Bu nedenle Hippo yolaginin kanserlerde mekanizmalarinin, efektér yolaklarla
iliskilerinin, mutasyon profillerinin, epigenetik durumlarinin, timér mikro ¢gevre ve immin
yanit iligkilerinin yapilan g¢alismalarla birlikte acgiklanmasi ve ortaya ¢ikarilmasi blyuk

onem arz etmektedir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1: Molekiler hedefli kanser tedavilerinde YAP/TAZ sinyallenmesi ve direng
mekanizmalari (Nguyen & Yi, 2019).

Lin ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada RAS/MEK hedefli molekiiler tedavide
YAP’In nasill YAP’In

susturulmasi durumunda hiicrenin apoptoza gittigi bu durumun YAP’1 sentetik éldurtcu

regile oldugu anlasiimasi amaciyla YAP susturulmustur.
olabilecegini disundirmustir. Clnkl yapilan bir diger calismada RAS/MEK hedefli
tedavide YAP’In susturulmasinin hiicre canliigini bozdugu ve hiicreleri apoptoza tesvik
ettigi gosterilmistir. KHDAK htcre hatlarinda yapilan bir calismada RAS/MEK kombine
tedavide YAP’In susturulmasinin ardindan kaspaz-3, kaspaz-7 ve PARP kesim
aktivasyonun induklendigi bdylelikle hlcrelerin apoptoza tesvik edildigi anlasiimistir
(Sekil 5.2) (Lin et al., 2015). Tez ¢alismamizin bulgularina bakildi§i zaman KRAS G12C
hicre hatlarinda YAP/TAZ protein

seviyelerinde artis oldugu anlasiimistir. Sitoplazmada degrede olan ve c¢ekirdege

spesifik inhibitori  AMG 510’'un uygulandigi

giremeyip fonksiyon gosteremeyen Fosfo-YAP(Ser127) seviyelerine bakildiginda dusus
oldugu anlasilmigtir. Bu durum literaturle karsilastirildiginda paralellik gostermektedir.
Calismada gikan bulgulara ve literature bakildiginda RAS/MAPK yoladinin hedeflenmesi
durumunda hippo yolagi c¢ekirdek kompenentlerinde YAP proteinin seviyelerinin

artmasinin olasi direng mekanizmalarini ortaya c¢ikarabilmektedir.
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Sekil 5.2: BRAF ve RAS mutant kanserlerde YAP’In fonksiyonu (Lin et al., 2015)

Yaptigimiz tez calismada RAS/RAF/MAPK yolaginin bir¢cok kanserlerde en ¢ok
mutasyona ugrayan geni KRAS hedeflenmigtir. Faz 1 ve faz 2 galismalariyla umut vaat
eden AMG 510 icgin literatlirde cok fazla calisma bulunmamaktadir. Yaptigimiz tez
calismasi literatirde AMG 510 hakkinda daha fazla bilgi ve veriye ulagsma imkani
saglamaktadir. KRAS G12C mutant KHDAK’ hiicre hatlarinda AMG 510 kullanilarak
RAS/RAF/MAPK yolaginin blokaji saglanmistir. Bu blokajin ardindan kanserlerde direng
mekanizmalarinda rol alan Hippo yolaginin énemli kompenentlerinden YAP/TAZ ve
Fosfo-YAP(Ser127) protein seviyeleri western blot yéntemiyle analiz edilmistir. 72 saat
surecince AMG 510 kullanilan KRAS G12C mutant KHDAK H23 hicre hattinda
YAP/TAZ protein seviyelerinde kontrole kiyasla 2 kat artis oldugu anlasiimistir. Bu artis
AMG 510 kullanimina ragmen hicrenin Hippo yolagindan kaynakli olarak direng
mekanizmasi gelistirdigi hipotezini desteklemektedir. Fosforilasyona ugrayan ve
sitoplazmada tutularak veya sitoplazmada degrede olarak fonksiyon gdsteremeyen
Fosfo-YAP(Ser127) seviyeleri kontrole kiyasla diisis oldugu western blot yontemiyle
gOsterilmistir. Fosfo-YAP seviyelerinde ki disls fonksiyonel YAP proteinlerinin daha
fazla oldugunu gostermektedir. Ayrica NCI-H1975 hiicre hattinda 72 saat boyunca AMG
510 uygulandiktan sonra toplanan protein ornekleri western blot yontemiyle analiz
edilmigstir. Analiz sonucunda YAP/TAZ protein seviyelerinde kontrole kiyasla 3 kat artis
oldugu gosterilmistir. Calismanin sonuglari dogrultusunda RAS/RAF/MAPK yolaginin
blokajiyla Hippo yolagindan kaynakli direng mekanizmasi olustugu gosterilmigtir.
Calismamiz literatir bilgisi ile desteklenmektedir. Bu ¢alisma sonuglari dogrultusunda ve

literatUr bilgilerine bakildiginda Hippo yolaginin énemli kompenentlerinden YAP/TAZ'In
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AMG 510 kullanilarak RAS yolaginin blokajina ragmen direng mekanizmasi gelistirdigi
gOsterilmistir. Bu galisma literatirde AMG 510 hakkinda daha fazla veri ve AMG 510’un

klinik kullanimindan 6nce olasi diren¢ mekanizmalari hakkinda yeni veriler sunmaktadir.

Literatiirde yer alan galismalarin ve bizim tez ¢galismamizin bulgularinin igiginda
RAS/MAPK yolaginin tek basina hedeflenmesi KHDAK’lerinin tedavisinde tek bagina
yeterli olmadidi anlagiimaktadir. AMG 510 klinik déncesi c¢alismalarda ve klinik
calismalarinda 6nemli ve umut veren sonuglar géstermektedir. Fakat tez ¢alismamizda
ortaya cikan sonuglara bakildiginda KRAS G12C mutant KHDAK hicre hattina ve KRAS
yaban tip hlcre hattina AMG 510’un 72 saat sureyle uygulanmasi durumunda YAP/TAZ
protein seviyelerinde artigin oldugu gézlemlenmektedir. Fonksiyon gésteremeyen Fosfo-
YAP(Ser127) seviyelerinde ise azalig oldugu anlasiimaktadir. Bu durum AMG 510’un
kullanilarak Kras’in inhibisyonuna ragmen Hippo yolaginin direng¢ mekanizmasi
gelistirmede rolunin oldugu géstermektedir. AMG 510 klinik kullanim éncesi olasi direng
ve bypass mekanizmalarinin Gzerine yapilacak ¢alismalar hem hastalar agisindan hem

de arastirmacilar i¢in kaynak, zaman agisindan blytk dnem tagimaktadir.

Sonug olarak yaptigimiz calismayla birlikte KRAS mutasyonlarinin sik goéraldagu
KHDAK’lerinde molekiler hedeflenmesinde KRAS G12C spesifik inhibitérii AMG 510’un
kullanimina ragmen Hippo yolaginin ¢ekirdek kompenentlerinde YAP/TAZ seviyelerinin
arttigr bundan dolayi diren¢ mekanizmasinin gelistigi aciklanmis ve aydinlatiimigtir.
KRAS G12C spesifik inhibitdri AMG 510 klinik kullanimindan énce yapilan bu ¢alismayla
ilerde hastalarda ortaya ¢ikabilecek olan direng mekanizmasinin yapilan on ¢alismayla
ortaya cikarilmistir. Yapilan bu c¢alismayla literatiirde KHDAK hicre hatlarinda AMG
510'un kullanilarak RAS/MAPK blokajina ragmen ortaya c¢ikan direng¢ mekanizmasi
gOsterilmis ve aciklanmistir. Bu durumda hastalarin tek ajan AMG 510 tedavi 6ncesi

YAP/TAZ ekspresyon seviyelerinin arastiriimasi dnerilmektedir.
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6.SONUGLAR

KRAS G12C mutant KHDAK hicre hatlarinda AMG 510 araciligiyla RAS
blokajina ragmen YAP/TAZ seviyeleri yikselmektedir.

KRAS G12C mutant KHDAK hicre hatlarinda AMG 510 araciligiyla RAS
blokajina ragmen fonksiyon gdsteremeyen ve sitoplazmada yikima ugrayan

Fosfo-YAP(Ser127) seviyesi azalmaktadir.

KHDAK’larinin molekuler hedefli tedavilerinde RAS/MAPK yolaginin blokaji tek
basina tedavi igin yeterli degildir

RAS/MAPK yolaginin blokaji ile birlikte Hippo yolaginin molekuler hedeflendigi

tedaviler arastiriimali ve kullaniimahdir.

. YAP molekili kanser tedavisinde ila¢ direngliliginden sorumludur.

. Yapilan bu calismayla birlikte AMG 510’un in vitro modellerde KHDAK’lerinde

Hippo yolaginin diren¢ mekanizmasi olusturdugu gosterilmistir.

. Yapilan bu calisma ve veriler 1siginda AMG 510 igin in vivo ve klinik calismalarin

yapilmasinin gerektigi anlasiimaktadir.
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