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OZET

Gedik, M. E., Meme kanseri hiicrelerinde PI-103 inhibitoriniin aktive
reseptor tirozin kinaz ekspresyonuna etkisinin incelenmesi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tiimér Biyolojisi ve immiinolojisi
Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2014. Meme kanserinde, PI3K/Akt/mTOR sinyal
yolaginin onkojenik aktivasyonuna siklikla rastlaniimaktadir. PI3K inhibitorleri,
tirozin kinaz inhibitorleri ve/veya monoklonal antikorlar ile yapilan sinyal yolagi
inhibisyonu, RTK ekspresyonlarinda ve aktivasyonlarinda artisa yol agmaktadir.
Bu galismada, HER2", PTEN ve PIK3CA mutasyonu tagimayan SKBRS3 insan
meme kanseri hucre dizisinde, PISBK/mTOR dual inhibitérid olan PI-103, Akt
inhibitért  AKTi ve mTOR inhibitdori0 Rapamisin’in HER2 ve HER3 mRNA
ekspresyon duzeylerine etkisi incelendi. AKTi ve PI-103’Un 8 ve 24 saatlik
inkubasyonlari sonucunda HER2 ve HER3 mRNA duzeylerinde istatistiksel
olarak anlamh bir fark saptanmadi. Rapamisin ise, 24 saatlik inkibasyon
sonucunda, hem HER2 hem de HER3 mRNA ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlamh bir artisa sebep oldu (p<0,05). Bu sonug¢, Rapamisin’in bu
hicrelerde re-aktivasyonu tetikleyici etkisine isaret etmektedir. Clunkl, SKBR3
hicrelerinde Rapamisin ile HER3 protein sentezinin de arttigi gosterilmigtir.
Calismamizda, daha sonra, PI-103’Un aktive reseptdr tirozin kinaz (p-HER2 ve
p-HER3) ekspresyonlarina etkisi zamana bagli olarak incelendi. Dual inhibitdrun,
kontrol hicrelerinde izlenen fosfoprotein paternini degistirmedigi saptandi.
SKBR3 hiucrelerinde, aktive RTK duzeylerinin degismemesi, total protein
dizeylerinin ilagtan etkilenmemesi ile uyumlu bulundu.

Sonug olarak, HER2" SKBR3 hiicrelerinde, en gigli onkojenik sinyal iletim
yolagi olan PI3K/Akt/mTOR'un PI-103 ile zamana bagli olarak inhibisyonu
HER2 ve HERS3 ekspresyonunu ve re-aktivasyonunu tetiklememektedir. Ancak,
kalici sinyal inhibisyonu yapamayan bu ajanin potent anti-timoéral etkiyi
saglamak icin diger inhibitorler ile kombinasyonuna ihtiyaci oldugu akilda

tutulmalidir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, PI3K, mTOR, p-HER2, p-HERS3, PI-103

Destekleyen kurumlar: H.U.B.A.P (BAP Proje No: 013 D12 104 001)
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ABSTRACT

Gedik, M. E., Evaluation of the effect of PI-103 inhibitor on the expression
of activated receptor tyrosine kinase in breast cancer cells, Hacettepe
University Institute of Health Sciences, Master Thesis in Tumor Biology
and Immunology, Ankara, 2014. Oncogenic activation of PI3K/Akt/mTOR
signaling pathway is frequently seen in breast cancer. Inhibition of signaling
pathway by PI3K inhibitors, tyrosine kinase inhibitors and/or monoclonal
antibodies causes increase in RTKs expression and activation. In this study, the
effects of PI-103 (dual inhibitor of PI3K/mTOR) and AKTi (inhibitor of Akt) and
Rapamycin (inhibitor of mMTOR) on HER2 and HER3 mRNA expression were
investigated in HER2" SKBR3 breast cancer cells which does not have PTEN
and PIK3CA deficiency. AKTi and PI-103 did not cause any significant difference
on HER2 and HER3 mRNA expression after 8 and 24 hours of incubation. On
the other hand, Rapamycin treatment for 24 hours, changed both HER2 and
HER3 mRNA levels significantly (p <0,05). This result points out reactivation
inducing effect of rapamycin in these cells. Because, it is shown that Rapamycin
increases HER3 protein expression in SKBR3 cells. In our study, time-
dependent effects of PI-103 inhibitor on the expression of activated receptor
tyrosine kinase (p-HERZ2 and p-HER3) were also investigated. Dual inhibitor did
not change phosphoprotein patern of cells that was observed in control cells. In
SKBRS3 cells, the finding of unchanged activated RTK levels were in accordance
with total protein levels which were not affected from drug treatment.

As a result, time-dependent inhibition of PISK/Akt/mTOR pathway which is the
most prominent oncogenic signaling pathway in HER2 overexpressing SKBR3
cells with PI-103 did not trigger HER2 and HER3 expression and reactivation.
But, it should be kept in mind that this agent, which can not provide a
sustainable signal inhibition, is needed to be combined with other inhibitors for

receiving potent antitumoral effect.

Keywords: Breast Cancer, PI3K, mTOR, p-HERZ2, p-HERS, PI-103

Supported by H.U.S.R.C (SRC Project No: 013 D12 104 001)
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1. GIRIS

Meme kanseri insidansi kadinlar arasinda birinci, genel siralamada ise
ikinci sirada yer almaktadir [1]. 2012 verilerine gore, dunya genelinde 1.67
milyon meme kanseri vakasi gozlenmistir. Bu durum, tim yeni kanser
vakalarinin %25’ini olusturmaktadir. Yaklagik olarak 522 000 kiside meme
kanserine bagh olum saptanmistir [2]. Buna gore, meme kanseri kadinlar
arasinda en sik dlumle sonuglanan kanser taradur. Tum kanser turleri icinde

ise, besinci sirada yer almaktadir [3].

Tam kanser tarlerinde oldugu gibi meme kanserinde de, normal
hicrelerin kanserli hlcrelere donusmesi ¢ok basamakli bir slre¢ sonucu
gerceklesmektedir. Bu donusum, sinyal iletim yolagi ile gerceklesmektedir.
Bu durum, malign hucrelere sagkalim ve buyume avantaji saglamaktadir [4].

Sinyal iletimi, hicre disindan alinan sinyaller ile gergceklesmektedir. Bu
sinyaller, hucre yluzeyinde bulunan cesitli reseptor tirozin kinazlar (RTK)
araciligi ile hucre digindan hucre igine tasinirlar. Boylece hucre igindeki
sinyal yolaklarini aktive ederek hucrelerin ¢ogalmasini, farklilagmasini,
gelisimini, sagkalimini ve migrasyonunu duzenlerler. Reseptor tirozin
kinazlarin ve sinyal yolaklarinda rol alan molekullerin ekspresyon
dizeylerinde ve/veya yolaklarin duzenlenmesinde meydana gelen

degisiklikler kanserin gelisimine katkida bulunmaktadir [5].

insan kanser tirlerinde PI3K sinyal iletim yolaginda gergeklesen
bozukluklara sik olarak rastlaniimakta ve farkli proteinlerin mutasyonlarina
sebep olmaktadir [6]. PI3K (Fosfatidilinozitol 3-kinaz) protein ailesi, hucrenin
bayumesi, sagkalimi, proliferasyonu, hucre metabolizmasinin kontrold,
agisindan o6nemli bir role sahiptir [7]. Hlucre zarinda yerlesmis bulunan
reseptér tirozin kinazlara , 6zgil ligandlarinin (Blylme Faktérleri, insilin vb.)
baglanmasi sonucu sinyal iletim mekanizmasi aktive olmaktadir. Reseptor —
ligand etkilesimi sonucu, RTK'larin tirozin kinaz domainlerinin katalitik etkileri
araciligiyla spesifik tirozin reziduleri fosforile olur. Buna otofosforilasyon



denilmektedir. PI3K'in regulatuar alt birimi olan p85, aktive olan RTK’larin
fosfotirozin rezidilerine baglanir. Bu baglanma sonucu, PI3K'in katalitik alt
birimi olan p110’un intermolekuler inhibisyonu ortadan kalkar. Bu sayede
PI3K, PIP, (Fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat)1 fosforile ederek PIP3
(Fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfat)’a donusturmektedir. PIP; hidcre igi sinyal
iletimini, Akt ve PDK1 (Fosfoinozitid Bagimli Kinaz 1) molekullerinin PH
(Plekstrin Homologu) domainlerine direkt olarak baglanarak devam ettirir.
PDK1, AKT'nin treonin 308 rezidusunu, mTORC2 (Memeli Rapamisin Hedef
Kompleksi 2) ise Akt'nin serin 473 rezidusunu fosforile ederek aktive eder.
Aktif Akt, hedef proteinlerini fosforile ederek aktivasyon veya inhibisyonlarina
yol agcmaktadir. Bu hedef proteinlerden, Bcl-2 protein ailesinde yer alan BAD
ve BAX pro-apoptotik etkili proteinlerini inhibe ederek hicrelerin  sagkalimini
tetiklemektedir. Bununla birlikte, NF-kB transkripsiyon faktorinu aktive
ederek anti-apoptozis ve sagkalim ile iligkili genlerin ekspresyonunu arttirir.
Aktif Akt, Mdm2 transkripsiyon faktorunu fosforile ederek p53-aracili
apoptozisi engeller ve FOXO transkripsiyon faktorunu negatif olarak
duzenleyerek hucrede apoptozisi destekleyen proteinlerin ekspresyonunu
azaltir. Ayni zamanda Akt, TSC2 transkripsiyon faktorunu fosforile ederek,
Rheb antagonisti TSC1/TSC2 dimer aktivasyonunu inhibe etmekte ve Rheb
GTPase aktivasyonunu gercgeklestirmektedir. Aktive olmus Rheb, mTORCT’i
induklemekte ve boylece inisiyasyon faktoru olan 4E-BP1’in biyolojik cevabi
olarak protein sentezi olugsmaktadir. mTORC1?’in indukledigi S6 kinaz da
PI3K aktivasyonunu negatif geri-bildirim yoluyla dizenlemektedir [8].

PI3K yolaginin meme kanseri hucrelerinde siklkla ugradigi genetik
degisimler, EGFR, HER2 ve HER3 RTK amplifikasyonlari, PTEN
mutasyonu/kaybi, PI3K katalitik altbirimi (p110a) mutasyonlari olarak
siralanabilir. Bu degisiklikler, PI3K/Akt yolak aktivasyonunun artmasina ve
onkojenik bir potansiyel kazanmasina yol agmaktadir [9, 10].

Hucrede gergeklesen bu degisimler, karsinogenezi ve hucrelerin
fizyolojik kontrol mekanizmalarindan kagmasini saglamaktadir. Sinyal
yolaginda olugan iglev bozukluklarina mudahale etmek igin degisik terapotik
stratejiler gelistiriimektedir [11].



Trastuzumab, Lapatinib gibi HER reseptorlerine (insan Epidermal
Blyume Faktoru Reseptorleri) 6zgul hedeflenmis tedavi ajanlarinin meme
kanserinde kullanimi  oldukga yaygindir. Rapamisin, Temsirolimus,
Everolimus gibi rapalog sinifi inhbitorler mTOR inhibisyonu yapmaktadir. MK-
2206 Akt inhibitoru olarak, Buparlisib PI3K inhibitoru olarak, PI1-103 ise dual
etki gosteren PI3K/mTOR inhibitora olarak kullanilan ajanlardir [11, 12].

Kullanilan bu terapotik ajanlar ile, PI3K/AKmTOR yolagi
molekullerinin hucre proliferasyonu, sagkalim ve motilite artisina yol agan
etkilerinin inhibe edilmesi hedeflenmektedir. Bu asamada, hucrelerin ilaca
direng¢ gostermesi, ilag toksisitesinin yuksek olmasi gibi ilag etkinligini azaltan
durumlarda ise birden fazla terapotik ajanin kombinasyonu yapilarak farkli

tedavi stratejileri gelistirmek gerekmektedir [13].

PI3K/Akt/mTOR kaskadi, RTK’lardan aldigi sinyali efektor molekullere
ileterek hucrede metabolizmayi, gogalmayi, buyimeyi, sagkalimi ve motiliteyi
kontrol etmektedir. TUmor hdcrelerinde, RTK mutasyonu (6r:EGFR), gen
amplifikasyonu (6r:HERZ2), PI3K mutasyonu ve/veya PTEN delesyonu siklikla
gorulmektedir. Bu degisiklikler, sinyal yolaginin kontrolsiz aktivasyonuna yol

acmaktadir [14].

HER reseptorlerinden HER2'nin ligand baglanma bdlgesi yoktur. Diger
bir HER reseptori olan HER3 ise kinaz aktivitesine sahip bolge
icermemektedir. Buna gore, HER2 ile HER3 heterodimer olusturarak hucre
ici sinyal iletiminde rol oynamaktadir [15]. HERZ2 reseptéorinin HER3
reseptord ile olusturdugu heterodimer gugli mitojenik sinyaller olusturmasi
bakimindan meme kanseri patolojisinde 6nemlidir. Ozellikle HER2'nin agir
eksprese edildigi hucrelerde HER3, tUmor gelisimi ve hidcre proliferasyonu

icin gerekli bir reseptordur [16].

HER2 amplifikasyonu olan timor hucrelerinde PI3K/Akt aktivasyonu
negatif geri-bildirim yapmak suretiyle, HER3 aktivasyonunu ve
ekspresyonunu inhibe etmektedir. insan meme kanseri timér hiicre dizisi
olan BT-474 hucrelerinde, Akt inhibitord uygulanarak yapilan deneyler, bu

negatif geri-bildirim yolaginin bozuldugunu ortaya koymustur. Sonu¢ olarak,



Akt inhibisyonu sonrasinda fosforile-HER3 ekspresyonu induklenmigtir. Buna
ilaveten, Rapamisin ile mTORC1 inhibisyonu yapilmasi da yine negatif geri-
bildirim mekanizmasini bozarak PI3K molekulinin re-aktivasyonuna yol

acmaktadir [14].

AKT inhibitort ile AKT aktivasyonu inhibe edildiginde de, mTORC1
aracili negatif geri bildirim mekanizmasinin ortadan kalkmasi s6z konusudur.
Ayrica, Akt inhibisyonu oldugunda FOXO transkripsiyon faktoru Uzerinde
Akt'in inhibitor etkisi ortadan kalkmaktadir. Bunun sonucunda, FOXO aracili

RTK ekspresyonu artmakta ve yine PI3K re-aktivasyonu olmaktadir [14, 17].

Dual PI3K ve mTOR inhibitéri olan PI-103, PI3K ve mTOR
komplekslerinin aktivasyonunu engeller. PI-103, PI3K'nin katalitik altbirimi
olan p110a ile etkilesime girerek PI3K'i inaktive ederken ayni zamanda
mTOR kompleksleri olan mTORC1 ve mTORC2’nin aktivasyonlarini da bloke
etmektedir [18-20].

Anabilim Dalimizda daha ©nce vyapilan bir g¢alismada, HER2
amplifikasyonu olan insan meme kanseri hucre dizisi olan SKBR-3
hacrelerinde, PI-103’Un total HER2 ve total HER3 reseptor tirozin kinazlarin
ekspresyonu Uzerindeki etkisi incelenmistir. Bu ¢alismada, PI-103’Un yolak
aktivasyonu Uzerinde zamana bagli gegici inhibitor etkisi gosterilmis olup,
total HER2 ve total HER3 ekspresyonlarinda anlamh bir fark izlenmemigtir
[21]. Bu asamada, PI-103 inhibitorinun, aktive RTK ekspresyonlarina
(p-HERZ2 ve p-HER3) etkisinin de incelenmesi, farmakolojik inhibisyonun
sinyal yolagi dinamigini nasil etkiledigine isik tutacaktir.

Bu caligmada PTEN tumor baskilayici geni mutasyona ugramamis
olan ve HER2 amplifikasyonu olan SKBR-3 hucrelerinde; 1) PI-103’Un aktive
reseptor tirozin kinaz (p-HER2 ve p-HER3) ekspresyonuna etkisi, 2) PI1-103,
AKTi ve Rapamisinin HER2 ve HER3 gen eskpresyonlarina etkisinin

incelenmesi amacglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Meme Kanseri

Meme kanseri morfolojik agidan homojen bir karakter gostermekle
birlikte, biyolojik karakteri ve klinik seyri agisindan heterojen bir yapiya
sahiptir [22]. Gen ekspresyon profili agisindan meme kanseri Luminal A,
Luminal B, HER2" ve Basal Benzeri (Basal-like = Triple Negative Breast
Cancer (TNBC)) olmak uzere 4 alt tipe ayrilmaktadir. Bu alt tipler, patolojik
dokularin imminohistokimyasal ¢aligmalar sonucu ER (Ostrojen Reseptorii =
Estrogen Receptor), PR (Progesteron Reseptoru = Progesterone Receptor)
ve HER2 (insan Epidermal Biiyiime Faktori Reseptérii = Human Epidermal
Growth Factor Receptor) ifadelerine gore belirlenmektedir [23]. Luminal A ve
B alt tipi, bir diger adiyla hormon reseptor-pozitif meme kanseri tipi, diger alt
tiplere oranla daha iyi prognoz gostermekte olup 5 yillik sagkallm %80-85
duzeylerindedir. Hormon reseptor-pozitif meme kanseri alt tipine ait vakalarin
%401 PIK3CA mutasyonu tasir, PI3KCA mutasyonu olmasina ve yolagin
aktif olmasina kargin dusik mTORC1 sinyal aktivitesi dusuktur. Bazal
benzeri veya Triple-negatif meme kanseri tipi, hormon reseptorleri ve HER2
acgisindan negatif, CK5/6 (cytokeratin 5/6 = sitokeratin 5/6) veya EGFR
agisindan pozitiflik gostermektedir. Genel olarak asiri PI3K aktivasyonu ve
PTEN kaybi ile iligkilidir ve koti prognoz gostermektedir. HER2® meme
kanseri tipi ise agresif fenotipte olup, kotu prognoz gostermektedir. Ortalama
sagkalim suresi diger gruplara oranla daha kisadir [4, 24]. Konvansiyonel
siniflandirmalara ilave olarak yeni yapilan c¢alismalar meme kanseri
vakalarinda mutasyona ugrayan genlerin genomik ve transkriptomik ifadeleri

acisindan 10 farkh alt tipe sahip oldugunu gostermektedir [25].

Tam kanser tarlerinde oldugu gibi meme kanserinde de, normal
hlcrelerin kanserli hlcrelere donusmesi ¢ok basamakli bir slre¢ sonucu
gerceklesmektedir [4]. Bu sure¢ sonucu, normal hicrede gergeklesen genetik

degisimler hicreye malign karakter kazandirmaktadir [26, 27]. Hucre



fonksiyonlarinin regulasyonunu saglayan buyume, proliferasyon ve apoptozis
ile iligkili sinyal mekanizmalarinin kontrolinin ortadan kalkmasi ve/veya
bozulmasi neoplastik hucre transformasyonunun temelini olugturmaktadir.
Karsinojenik sureg igerisinde yer alan ve buyume faktoru reseptorleri (Growth
Factor Receptor = GFR) aracili sinyal iletim yolagi olan PI3K/Akt/mTOR
(Phosphatidylinositol 3-kinase/ Protein Kinase B/ Mammalian Target of
Rapamycin = Fosfatidil inositol-3-kinaz/Protein Kinaz B/Memeli Rapamisinin
Molekuler Hedefi) kaskadi meme kanseri gelisiminde o6nemli rol

oynamaktadir [4, 28].

Genomik stabiliteyi koruyan genlerden (caretaker) olan BRCA1 ve
BRCAZ2 (Breast Cancer Susceptibility Gene) genlerinin mutasyonu veya az
eksprese edilmesi kalitsal veya sporadik meme kanseri riskini arttiran énemli
unsurlardan bir tanesidir [29, 30].

2.2 Reseptor Tirozin Kinaz (RTK)

Tum cok hucreleri organizmalarda hucreler, direkt olarak hicre-hucre
etkilesimi ile veya salgilanarak parakrin/otokrin modelde sunulan sinyal
molekulleri tarafindan uyarilir. Ligand olarak adlandirilan bu sinyal
molekulleri hucre yuzeyinde transmembran protein olarak yer alan
reseptorler tarafindan taninir. Ozgll ligandin reseptdre baglanmasi sonucu
hdcre i¢i sinyal yolagi aktivasyonu gerceklesir. Sinyal yolagi aktivasyonu ile
hicre igi proteinlerin fosforilasyonu gerceklesir. Bu sayede sinyal
molekulinun uyarisi ile gen ekspresyonu degisikligi ve biyolojik cevap olusur
(Sekil 2.1) [5, 31].
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Sekil 2.1. Reseptor kinaz aktivasyonu ve hicre igi sinyal yolagi

(Wilson E.O., 2014’den (Ref. 31) uyarlanmigtir.)

Hucre yuzeyi reseptor proteinlerinden biri olan reseptor tirozin kinazlar
(RTK) hucresel sagkalim, proliferasyon, diferansiyasyon, migrasyon ve hicre
dongusu gibi biyolojik cevaplarin regulasyonununda dnemli rol oynamaktadir
[32]. insan genomunda 90 farkli tirozin kinaz geni tanimlanmakla beraber,
insanda 20 altgruba ait toplamda 58 adet farkli RTK oldugu bilinmektedir
(Sekil 2.2) [5, 33]. Hucrenin cgesitli etkenlere maruziyeti ile birlikte olusan



genetik degisiklikler ve anomaliler sonucu RTK’larin aktivasyonlarinda, hucre
yuzeyindeki dagilimlarinda ve regullasyonlarinda degdisimler ortaya
cikmaktadir. RTK’larda olugsan mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan hucre igi
sinyal yolaginin asir aktivasyonu c¢esitli anomaliler olusturdugu gibi

karsinojenik sureci de tetiklemektedir [5, 34].
2.2.1 Reseptor Tirozin Kinaz Yapisi

Tum RTK’larin hucre disinda bulunan ligand baglanma domaini,
membrana yakin (jukstamembran = juxtamembrane) bodlgede bulunan
transmembran heliks, sitoplazmik bolgede bulunan tirozin kinaz domaini ve
karboksi (C-) terminal bdlgesi bulunmaktadir [5]. insiilin reseptérii (IR) grubu
haricinde bilinen tum reseptor tirozin kinaz gruplari hdcre yuzeyinde

monomerik yapida ve inaktif formda bulunurlar [35].

RTK'larin hicre disinda bulunan immunoglobin benzeri (/g-like)
domainleri, sisteince zengin (cistein-rich) domainleri, fibronektin tip Il benzeri
domainleri ve EGF benzeri (Epidermal Growth Factor-like = Epidermal
Buylume Faktoru benzeri) domainleri gibi farkli modullerin varligi gruplar arasi
cesitliligi saglamaktadir. Bu gesitlilik, RTK'lara spesifik ligandlarin 6zgul bir
sekilde baglanmasini saglamaktadir. Transmembran heliks domaini
sayesinde RTK'lar hicre membranina baglanmig olarak bulunurlar.
Sitoplazmik bolgede bulunan tirozin kinaz domaini, katalitik aktiviteyi
olusturmakta ve sinyal yolagi aktivasyonunu saglamaktadir [36, 37].
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Sekil 2.2. Reseptor tirozin kinaz ailesi ve yapisal gesitlilikleri

(Lemmon M.A., Schlessinger J., 2010’dan (Ref. 5) alinmistir.)
2.2.2 Reseptor Tirozin Kinaz islevi ve Aktivasyonu

inaktif formda bulunan reseptér tirozin kinazlarin aktivasyonlari iki
farkl sekilde gergeklesmektedir. Polipeptit bivalent ligandlarin monomerik
yapili RTK'larin hicre disi ligand baglanma bolgesine spontan olarak
tutunmasi ile birlikte RTK’larin dimerizasyonu gergeklesir. Ligandlarin
reseptor ile etkilestigi ve reseptorlerin direkt olarak etkilesiminin olmadigi
modele ligand aracili dimerizasyon, monomerik reseptorlerin direkt olarak
etkilestigi dimerizasyona reseptor aracili dimerizasyon denilmektedir. Ligand
aracili dimerizasyona ornek olarak VEGFR (Vascular Endothelial Growth
Factor Receptor = Vaskuler Endotelyal Buyume Faktoru Reseptoru), reseptor
aracili dimerizasyona Ornek olarak EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor = Epidermal Buyume Faktori Reseptoru) verilebilir [5]. Her iki
durum i¢in de RTK aktivasyonu igin ligand ile uyarim gerekmektedir.
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Bu asamadan sonra RTK aktivasyonu igin iki temel ihtiya¢c vardir.
Birincisi reseptorun katalitik aktivasyonu, ikincisi ise yolak proteinleri
uyarimini saglayacak tirozin rezidulerinin fosforilasyonudur. Ligandin uyarimi
ile birlikte RTK yapisinda transmembran heliks ve sitoplazmik bodlgede
konformasyonel degisim gercgeklesir. Bu sayede, ATP yapisinda bulunan Y-
fosfat katalizlenir ve reseptorin tirozin rezidulerinde bulunan hidroksil
gruplarina (aktivasyon ilmegi) transferi gergeklesir. Bu olaya otofosforilasyon
denir. Fosforile olmus tirozin reziduleri, SH2 (Src homology 2 = Src Homolog
Domaini), SH3 (Src homology 3 = Src Homolog Domaini), PTB
(Phosphotyrosine-binding = Fosfotirozin-baglayici Domain) adi verilen
fosfotirozin taniyan rezidulere sahip proteinlerin baglanmasini saglar. Bu
sayede liganda ve RTK’ya 6zgul sinyal iletim yolagi kaskad proteinlerinin
fosforillenmesi sonucunda transkripsiyonel regulasyon saglanir ve biyolojik
cevap olusturulur [5, 32, 35, 36, 38-40].

RTK aracili sinyal iletim mekanizmasinda olusan onkojenik fuzyon
proteinleri (kromozomal translokasyon), mutasyonlar veya delesyonlar
sebebiyle olugsan asirn aktivasyon ve gen amplifikasyonlari sebebiyle
RTK’larin agir ifadesi sonucu kanser olusumu gozlemlenmektedir [41, 42].
Meme kanserinde en sik karsilasilan RTK irregulasyonlari, EGFR tirozin

kinaz ailesinde gozlemlenmektedir [43].
2.3 Epidermal Buyiime Faktoru Reseptorleri (EGFR) ve Regulasyonu

RTK superailesinin tanimlanan ilk ailesi olan EGFR ( HER = ERBB =
Epidermal Buyume Faktori Reseptoru = Epidermal Growth Factor Receptor)
ayni zamanda intrinsik protein kinaz aktivitesi gosteren prototipik bir reseptor
ailesidir [44]. Nobel 6dulli Rita Levi- Montalcini ve Stanley Cohen’in 1957
yihinda tumor hdcresinden izole ettikleri NGF’nin (Sinir Buyime Faktort =
Nerve Growth Factor) yenidodan fareye enjeksiyonu sayesinde farenin
fizyolojik geligsiminin hizlandigi ve gozlerinin normalden daha kisa surede

acildigr gozlemlenmistir [45, 46]. Bu galismalardan sonra Cohen ve ekibi
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kesfedilen ikinci polipeptid olan EGF'yi izole etmeyi basarmiglar ve Graham

Carpenter ile yaptiklari ¢alismalar ile EGFR’yi tanimlamiglardir [47, 48].

ErbB (Avian erythroblastosis oncogene B, EGFR) grubu reseptor
tirozin kinazlar 4 Uyeden olugsmaktadir.Bunlar, Epidermal Buyume Faktor
Reseptort (EGFR,ErbB1), HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor
2 = insan Epidermal Biiyiime Faktérii Reseptorii, ErbB2), HER3 (ErbB3) ve
HER4 (ErbB4)tir [49]. ErbB ligandlarr HER2ye direkt olarak
baglanamamaktadir. Ancak, diger ErbB reseptor ailesi elemanlar ile
dimerizasyonu sayesinde kinaz aktivitesi saglamaktadir [49]. HERS3 ise kinaz
aktivitesinden yoksun oldugu igin sadece heterodimer formda reseptor

aktivasyonu gosterebilmektedir [50-52] (Sekil 2.3)

=
g
g
o
e
=)
=
r
o
£
S;E
3 g
— |
=
=
£
=
&8
i=]
78
STATS,
mﬁ [ — [ 1
Kinaz aktivitesi Kinaz aktivitesi Kinaz aktivitesi Kinaz aktivitesi
vardir wvardir s vardir
-
=S AR, EGF, TGFa, - ¢~ NRG1, NRG2, N
2 ¥ 3 NRG1 NRG2 g 2,
s EPGN, EPR, BTC ( Sfinenivor ) ( e j NRG3, NRG4,
= ve HBEGF HBEGF, BTC
- ve EPR
=
8 " Kinaz domaininde “ Gen Protein (* Hucredisi
2 mutasyonlar (NSCLC) ﬂmpiﬂkuyg,m asin-ekspresy maininde
{meme ve Y
.5 s|- Delesyonlar (GBM, idnas in (CLSCLC' (melanoma
= § NSCLC. meme ve iy RIS L ve NSCLC)
digerleri) -  Kinaz i
g 8 + Gen amplifikasyonu = o) mutasyonlar
N~ .g {GBM. meme ve {melanoma,
NSCLC] NSCLC. meme
e GI) J

Sekil 2.3. EGFR reseptor tirozin kinaz ailesi yapi ve 6zellikleri

(Yarden Y., Pines G., 2012’den (Ref. 46) uyarlanmistir.)



12

EGFR ailesine spesifik olarak baglanabilen simdiye kadar tanimh 13
ligand bulunmaktadir [53]. Bunlar 3 gruba ayriimaktadir. ilk grubu olusturan
ligandlar EGF, TGF-a (Transforming Growth Factor = Donusturtct Buyume
Faktora), AR (Amphiregulin = Amfiregulin) ve EPG (Epigen = Epigen)
spesifik olarak EGFR’ye baglanmaktadirlar. ikinci grubu olusturan BTC
(Beta-cellulin = Betaselulin), HB-EGF (Heparin-binding EGF = Heparin-bagli
EGF) ve EPR (Epiregulin = Epiregulin) hem EGFR hem de ErbB4’e baglanan
dual spesifik ligandlardir. Son grubu olusturan NRG’ler (Neuregulins =
Norogulinler) ise hem ErbB3 hem de ErbB4’e 6zgul olan ligandlardir [54, 55].

ErbB reseptorlerinin hicre disi bolgesinde 4 domaini (I-1V) bulunur. Bu
yapinin |. ve lll. domainleri ligand baglanma domainleri olarak bilinmektedir.
II. ve IV. domain ise reseptor-reseptor etkilesiminin saglandigi dimerizasyon
kolu olarak bilinmektedir. Spesifik ligandlarin EGFR, HER3 veya HER4'Un
hicre digi bolgesine baglanmasi ile hetero veya homo-oligomer kinaz aktif
formun olugsmasi tetiklenmektedir [50]. HER2'nin diger ErbB reseptor ailesi
uyelerinden farkh olarak, bilinen bir ligandi yoktur. HER2'nin |. ve Ill. domain
bolgelerinin birbirine gok yakin olmasi EGF iligkili bir ligandin baglanmasini
imkansiz hale getirmektedir. Ayrica HER2'nin bu 6zel yapisal formundan
dolayr homodimerize olmasi, elektrostatik itme gucu olugmasina yol
acmaktadir. Bu durum HERZ2'nin tirozin aktivasyonu i¢in neden heterodimer
olusturmasi gerektigini agiklamaktadir [15, 55] (Sekil 2.4).

1l quand77<,,->8 f/
Q 0
v \g ﬁ
e R ) (3
Transmembran | [%"Hiicre membrani ) ]
- )
Tirozin N-lobe
kinaz C-lobe
C-terminal kuyrugu \K lk
L% N
Reseptor yapisi inaktif monomer Aktif monomer Dimer

Sekil 2.4. EGFR ailesi reseptorlerinin dimerizasyon kolu aracihgi ile etkilesimi
(Sergina N. V., Moasser M. M., 2007°den (Ref. 105) uyarlanmistir.)
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ErbB reseptor ailesi ligand-bagimli aktivasyon modeline gore aktive
olmaktadir. Ligand baglandiktan sonra ErbB reseptorleri homo veya
heterodimer olustururlar. Dimerizasyon basamagindan sonra reseptorlerin
sitoplazmik bdlgede bulunan tirozin kinaz domainlerinin otofosforilasyonu
gerceklesir. Fosforile olan C-terminal tirozin reziduleri SH2, SH3 ve PTB
domainlerine sahip adaptor proteinlerin, protein kinazlarin veya protein tirozin
fosfatazlarin baglanmasi i¢in 0zgul olarak fosforile olurlar. Adaptor
proteinlere Shc, Crk, Grb2, Grb7 ve Gab1, kinazlara Src, Chk ve PI3K ve
protein tirozin fosfatazlara da SHIP1 ve SHIP2 6rnek verilebilir. Hucre igi
araci molekullerin fosforilasyonuyla birlikte sinyal yolaklarinin aktivasyonu
gergeklesir. PI3K (phosphatidylinosithol-3 kinase = Fosfatidil inositol-3-kinaz)
ve Ras/MAPK (Rat sarcomalmitogen activated protein kinase = Fare
sarkoma/mitojen aktive edilmig protein kinaz) yolaklari tum ErbB reseptorleri
ile aktive olabilir. Bunlar diginda JAK/STAT ve PKC yolaklarinin
aktivasyonlari da saglanmaktadir [15, 52].

2.4 Epidermal Biiyiime Faktérii (EGFR) ve Kanser ile iligkisi

ErbB onkojenik bir retroviris olmakla birlikte, yaklagik 30 yili agkin
suredir insanda kanser patogeneziyle iligkili bir reseptor ailesi oldugu
bilinmektedir [50, 56]. ErbB reseptorlerinin dimerizasyon artigi sonucu hem
hicre dizilerinde hem de primer insan tumorlerinde onkojenik transformasyon

gOzlenmigtir [52].

ErbB1, normal fizyolojik kosullarda deri ve skuamoz epitelin
gelismesinden sorumlu birincil blyume faktoru reseptoruduar. Ailenin diger 3
uyesi ise meme dokusunun gelisiminin yanisira, kardiyovaskuler sistem ve

sinir sistemi gelisiminde dnemli rol oynamaktadirlar [53].

ErbB2 veya HERZ2'nin kanser gelisiminde rol aldigi ilk olarak, fare
ortologu olan Neu onkogeninin mutant cDNA’sinin karsinojenle induklenen
noroblastomadan izole edilmesi ile bulunmustur. HER2/neu gen
amplifikasyonunun meme kanseri vakalarinda %30 oraninda goéraldugu ve

kotu prognoz ile ilgkili oldugu bilinmektedir. Ayrica mide, 6zafagus ve over
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kanseri gelisiminde de rol oynadigi bilinmektedir [49, 53, 57]. HER2/neu geni
17q kromozomunda lokalize olmakta ve transmembran tirozin kinaz biyume
faktoru reseptorl olarak kodlanmaktadir [58]. Normal bir hicrede yaklagik
olarak 100.000 HER2 reseptoru bulunurken kanserli bir hucrede bu sayi
yaklasik olarak 2 milyon reseptére ulagsmaktadir [46, 53]. HER2" timérlerde
yuksek oranlarda anoploidi, somatik mutasyonlar, TP53 mutasyonlari ve
FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor = Fibroblast Buyume Faktoru
Reseptort) , EGFR, CDK4 (cyclin dependent kinase-4 = siklin bagimli kinaz-
4) ve siklin D1 amplifikasyonlari gorulmektedir [49]. ErbB2’'nin asir
ekspresyonu buyuk olgide meme ve over kanseri olusumunu tetiklemekte ve

kotu prognoz gostermektedir [59].

ErbB3 (HER3), diger ErbB ailesi uUyelerinden iki yonden farkhlik
g6stermektedir. ilk olarak HER3, kinaz domaini defektine sahiptir. ATP
baglamasina ragmen katalitk olarak fosfo-transfer reaksiyonunu
gerceklestirememektedir. Ikinci olarak HER3, C-terminal fragmentinde 6
fosfo-tirozin bolgesine sahip olup, bu sayede PI3K/AKT yolaginin en guglu
aktivatorudur [60]. HER3'Un kinaz aktivasyonu eksikliginden dolayr HER3
homodimerizasyonu sinyal yolagi aktivasyonunu gergeklestiremez.
Dolayisiyla, diger RTK ailesi uyeleri ile heterodimerizasyon yaparak aktive
olur [61].

ErbB4 mutasyonlarina genellikle melanoma, akciger adenokarsinomu
ve medullablastoma vakalarinda kargilagiimaktadir. ErbB4’4n bilinen 7
ligandi bulunmaktadir. Yapilan g¢alismalar miyokard ekspresyonunda ve
dolayisiyla  ventrikiler  diferansiyasyonda o6nemli  rol  oynadigini
gOstermektedir. Bu sebepten dolayi, ErbB4 mutasyonu olan farelerde
aritmilerin gelistigi bilinmektedir [49, 62].

Meme kanseri tumor gelisiminde rol oynayan ErbB3 ile ErbB2’nin
spontan heterodimer olusturmasi ile proliferasyonu arttirmaktadir. NIH 3T3
fibroblast hucre dizilerinde ErbB3 ekspresyonu ErbB2  aracili

transformasyonu ve tumorojenik buyumeyi arttirdigini gostermigtir. Bu tip
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sinerjik etkilerin agiri ifadeleri sonucu hucre gogalmasinin duzensizligi ile
birlikte tumor progresyonu gelismektedir [52]. HERS3GUn hicre digi
domaininde olugan mutasyonlar sonucu heterodimerin onkojenik potansiyeli
artmakta ve HER2'nin asiri ekspresyonu ile birlikte ligand-bagimsiz tirozin
kinaz aktivasyonu olugsmaktadir. Bu durum, bazi konvansiyonel terapilerin
inhibitor etkilerini etkisiz hale getirmektedir [49, 52, 59, 63] (Sekil 2.5)

Homodimerler Heterodimerler

HER2:HER2 , R ' HER2:HER3

Sinyal aktivitesi

Sekil 2.5. HER ailesi dimerizasyonlarinin sinyal aktivitesi

(www.biooncology.com’dan uyarlanmistir.)

Tum bu sonuglar dogrultusunda ErbB reseptor ailesinin kontrolsuz sekilde
ekspresyonu, spontan dimerizasyonu ve asiri tirozin kinaz aktivasyonu
sonucu mitojenik sinyal yolaklari surekli aktive olmakta ve bu sureg ile birlikte

tumor hucresinin proliferasyonu hiz kazanmaktadir.
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2.5 PIBK/Akt/mTOR Sinyal Yolagi

PI3K (phosphatidylinosithol-3 kinase = Fosfatidil inositol-3-kinaz) farkl
genler tarafindan kodlanan, regulator ve katalitik birimlerden olusan,
heterodimerik yapida bulunan bir lipid kinazdir. PI3K sinyal yolagi, hucre
proliferasyonu ve buyumesi, apoptozis ve hucre iskeletinin dizenlenmesi gibi

birgok hlcresel surecin duzenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir [10, 64].

PI3K proteini G¢ sinifa ayrilmaktadir. PI3K sinif I, p85 regulator ve
p110 katalik olmak Uzere iki altbirimlerden olugsmaktadir. PI3K sinif | kendi
icerisinde A ve B olmak Uzere iki altsinifa ayrilmaktadir. PI3K sinif |A direkt
olarak reseptor tirozin kinazlar tarafindan aktive edilmektedir. PI3K sinif 1B
ise GPCR (G Protein Coupled Receptor = G protein-eslesmis reseptor)
tarafindan aktive edilmektedir [65, 66]. PI3K sinif II'nin membrana
lokalizasyonunun ve Adb (Adaptor-binding site = Adaptor baglanma bdlgesi)
domaininin mevcut olmamasiyla birlikte, yuzey reseptorlerin endositozundan
sorumlu olan klatrin molekuluyle iligkili aktivasyonu oldugu bilinmektedir [66-
68]. PI3K sinif 1ll, Vps34p geni tarafindan kodlanmaktadir. ilk olarak
mayalarda PtdIns (fosfatidilinositolleri) fosforilleyerek PtdIns-3-P (PIPs)‘a
donusumunu saglayan tek protein olarak kesfedilmistir. Sadece FYVE ve PX
(Phox homology) domainine sahip proteinler tarafindan taninabilmektedir [66,
69, 70].

Ligand tarafindan otofosforile olan RTK, PI3K'i direkt olarak veya
indirekt olarak fosforile etmektedir. indirekt fosforilasyonda, aktive olmus
RTK, adaptér protein olan IRS 1/2 (Insulin Receptor Substrate = insiilin
Reseptor Substrat)’yi fosforile eder. Daha sonra, adaptor protein, membrana
lokalize olmus PI3K'in regulator altbirimi olan p85’l SH2 (SRC Homology 2)
domainini fosforile ederek aktive etmektedir. Direkt fosforilasyonda ise, aktive
RTK adaptor proteine ihtiyag duyulmadan direkt olarak membrana lokalize
olan PI3K’in p85 altbiriminin SH2 domainini fosforile ederek aktivasyonu
saglar. Her iki durumda da PI3K'in katalitik altbirimi olan p110, p85’in

inhibitor etkisinden kurtulur ve katalitik domaini ile PIP, (Phosphatidylinositol
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4,5-diphosphate = Fosfatidilinositol 4,5-difosfat)’tan, PIP;
(Phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate = Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat)’a
donusumunu  gergeklestirir  [10, 71]. Normal fizyolojik kosullarda
heterodimerik yapida p85, p110 aktivasyonunu baskilamaktadir [72].

PI3K yolagi, hucre buyumesi, apoptozis direnci, invazyon ve
migrasyon ile iligkilidir. PIP2in PIPs’a donigumu sonrasi, PIP; membrana
lokalize olarak PH (Pleckstrin homology = Plekstrin Homologu) domainine
sahip proteinler i¢cin baglanma ve aktivasyon bdlgesi olusturmaktadir [66].
PIP3; olusumu ile PH domainine sahip ve serin/treonin protein kinaz olan
Akt'nin membrana translokasyonuyla birlikte aktivasyon baglamig olur [71,
73]. Yolagin inaktif oldugu kosullarda, CTMP (Carboxy-terminal Modulator
Protein = Karboksi-ug Modulator Protein), Akt'nin fosforilasyonunu
engellemektedir. Akt'nin membrana translokasyonu sonrasi CTMP fosforile
olur ve Akt Uzerindeki inhibitor etkisini kaybeder ve Akt'nin fosforilasyonu

gerceklesir [10].

Akt proteini hucre proliferasyonu, metabolizmasi, sagkalimi,
invazyonu, migrasyonu, apotozisi ve DNA onarimi gibi biyolojik sureglerde
anahtar regulator gorevi gormektedir [4]. Akt veya c-Akt 57 kDa agirliginda
ve farelerde |0semiye sebebiyet veren viral onkoprotein olan v-Akt'in
hicresel homologu olan bir Ser/Thr kinazdir [71, 74]. Memeli genomunda Akt
geninin 3 izoformu mevcuttur. Bunlar Akt1, Akt2 ve Akt3’'tur. Amino asit
dizilimi agisindan Akt1, Akt2 ile %81 ve Akt3 ile %83 homoloji gostermektedir
[71, 75]. Akt proteini N-ucunda PH domainine, orta bolgede kinaz domainine
ve C-ucunda ise regulatér domainine sahiptir [71]. Akt1/PKB-a’'nin tam
aktivasyonu igin iki bolgeden fosforillenmesi gerekmektedir. Aktnin ve
PDK?’in PIP3s’a baglanmasi ile PDK1 Akt'nin aktivasyon lobunun T308
rezidisunden fosforilasyonunu gercgeklestirir. Daha sonra, RTK tarafindan
aktivasyonu saglanan mTORC2 (Mammalian Target of Rapamycin
Complex 2 = Memeli/Rapamisinin molekuler hedefi kompleksi 2), Akt'nin
regulator lobunun S473 rezidusunden fosforilasyonunu gergeklestirir. Bu
sayede Akt'nin tam aktivasyonu saglanmig olur. S473 rezidisunun PHLPP
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fosfataz proteini tarafindan defosforilasyonu saglanarak, Akt aktivasyonu
durdurulur [17, 76-78].

Akt direkt olarak BAD (Bcl-2 associated death promoter) pro-apoptotik
proteinini fosforilleyerek aktivasyonunu bloke etmekte ve bu sayede anti-
apoptotik fonksiyona sahip heterodimeri olan BCL-X, (B cell lymphoma-extra
large) proteinin ifadesini arttirarak hicresel sagkalimi saglamaktadir [79].
Buna paralel sekilde kaspaz-9 ve FKHR/FOXO1 (Forkhead Family of
Transcription Factors = Forkhead Kutusu Transkripsiyon Faktord)
proteinlerini fosforile ederek apoptotik faaliyeti baskilamaktadir [10]. Ayrica,
NF-kB (Nuclear Factor of kB)'yi fosforile ederek hucresel sagkalimi reguile
etmekte ve pro-apoptotik timor supresor geni olan p53’Un negatif regulatoru
olan MDMZ2yi fosforilleyerek p53’an E3 ubikitin ligaz aktivasyonu ile
degredasyonunu saglamaktadir [80-82]. Akt proteininin aktivasyonu ile
fosforile olan GSK-3B (Glycogen Synthase Kinase-38 = Glikojen Sentez
Kinaz-3B)'nin kinaz aktivitesi engellenmekte, siklin D1’in degredasyonunu
Oonlemekte ve bu sayede hucre siklusu-proliferasyonu devam etmektedir [83].
Akt proteininin aktivasyonu ile fosforile olan serin/threonin kinaz olan
mTOR’un aktivasyonu ile hucre buylumesi regule edilmektedir. mTOR
aktivasyonu ile p70S6 kinaz proteni fosforillenmektedir. Bu sayede mRNA 5’
cap yapisi translasyonel represoru olan 4E-BP1 inhibe olmakta ve mRNA
translasyonu artmaktadir [10, 77, 84]. PI3K AKT'den bagimsiz olarak SGK
(Serum and Glucocorticoid-inducible Kinase = Serum ve Glukokortikoid-
induklenebilir kinaz) fosforile ederek hucrenin sagkalimini, kuguk GTP-
baglanma proteinleri olan RAC1/CDC42 fosforile ederek hucresel ve hucre
iskeletinin  hareketini, PKC fosforile ederek transformasyonu regule
etmektedir [10].

PIP; fosfatazlar, PIP3’In PIP2’a donUsuminu saglayarak PI3K
mitojenik sinyal yolagini regule etmektedirler. PTEN (Phosphotase and
Tensin Homology, MMAC1 = Onuncu kromozom uzerinde silinmis fosfataz
ve tensin homologu) 3’ pozisyonunda bulunan fosfati defosforileze eden

fosfatazdir. SHIP 1/2 ise 5 pozisyonunda bulunan fosfati defosforile eden
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fosfatazdir. PH domainine sahip sekonder mesajci olan Akt proteini gibi, D3
pozisyonuna badglanarak aktivasyon saglayan proteinlerin aktivasyonunu
engellemesi yoninden PTEN, mitojenik aktiviteyi kontrol etmesi agisindan
onemli bir fosfataz 0zelligine sahiptir [10]. Yapilan g¢alismalar, PTEN’in
onemli bir timaor supresor gen oldugunu ve PTEN mutasyonu sonucu meme
kanseri, prostat kanseri ve glioblastoma riskini arttirdigini géstermektedir [85,
86].
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Sekil 2.6. PI3K/Akt/mTOR yolagi ve hicre igi aract molekuller

(Courtney KD., Corcoran RB., Engelman JA., 2010 (Ref. 8)’'dan alinmigtir.)

PI3K sinif IA RTK'lar tarafindan aktive olmakta ve bazi kanser
turlerinde fizyolojik fonksiyonunun deregule oldugu bilinmektedir [10].
PI3K/Akt yolagi, bircok kanser vakasinda yolak proteinlerinin mutasyonlari
sonucu dereglle durumdadir. Ozellikle PI3K altbirimi olan p110a mutasyonu
meme kanseri vakalarinin %20-25'inde gorilir. HER2" meme kanseri
vakalarinda genellikle Akt mutasyonu gorulmemektedir. Ayrica bircok meme
kanseri vakasinda PTEN ekspresyonu dusuk bulunmaktadir [54].
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2.5.1 PI3BK/Akt/mTOR Sinyal Yolagi ve Meme Kanseri

PIBK/Akt/mTOR yolagi proteinlerinin  mutasyonu sonucu sinyal
yolaginin regulasyonu birgok kanserde bozulmaktadir. PI3K sinyali direkt
olarak, mutasyon sonucu (RTK ve Ras) aktivasyon kaynakli, yolak
proteinlerini kodlayan genlerin (Orn: PIK3CA ve Akt1) amplifikasyonu
sonucu, PTEN gibi timor supresorlerin kaybi gibi durumlarda artmaktadir
[8, 69, 87, 88].

Kanser vakalarinda en sik karsilasilan genetik degisim PTEN tumor
supresor genin inaktivasyonudur. Bu durum PIP3 akimulasyonuna
(yigihmina) sebep olmaktadir. PTEN’de olusan bir mutasyon veya gen
delesyonu sonucu inaktivasyonu birgok kanser vakasinda gorulmektedir.
PTEN inaktivasyonlari,  homozigot veya  hemizigot delesyonu,
transkripsiyonel dizeyde baskilanmasi, promotor bdlgede hipermetilasyonu
gibi epigenetik dizeyde olabilmektedir [10, 86, 89]. PIK3CA’'nin ekzon 9 ve
20’de nokta mutasyonu sik rastlanan bir diger durumdur. Ekzon 20 p110a’nin
katalitik domainini kodlamakta ve burada olusan mutasyon sonucu katalitik
aktivite artmaktadir. Ekzon 9 p110a’'nin helikal domainini kodlamakta ve
burada olugan mutasyon sonucu p110a ile p8%’in N-terminaldaki SH2
domaini ile olusan kinaz aktivasyon etkilesimini ortadan kaldirmaktadir [87].
Birgok kanser vakasinda p85 molekulinun altbirimi olan PIK3R1’de olusan
mutasyonlara siklikla rastlaniimaktadir [8]. Meme kanseri vakalarinda
PIK3CA, Akt, PTEN KRAS, HRAS, NRAS ve BRAF genlerinin mutasyonlari
siklikla gorulmekte olup [88], tim bu mutasyonlarin en az bir tanesi meme

kanseri vakalarinda %70 olasilikla gorulmektedir [4].

Meme kanserinde, PI3K'nin katalitik altbirimi olan p110a mutasyonlari
%?20-25 oraninda gorulmektedir. PI3KCA geni tarafindan kodlanan p110a
altbiriminde gorulen en sik mutasyonlar E542K, E545K ve H1057R olmakla
birlikte bu mutasyonlar sonucu katalitik aktivite guclenmektedir (PI3K
onkojenik potansiyel kazanmaktadir). Yapilan galigmalar sonucu, PI3K'in
regulator altbirimi olan p85a defekti olan farelerin B hicre gelisiminde

bozukluk ve serum immunoglobulinlerinde azalma goérulmuastur [68, 90-92].
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Ayrica, PI3K'in katalitik altbirimi olan p110&°da olusan D910A mutasyonu B
ve T hucrelerinde antijen reseptor sinyali duzensizligi ve zayiflamig immun
cevaba yol actigi gosterilmistir [93, 94]. Meme kanserinde PIK3CA
mutasyonu Ostrojen ve progesteron reseptdr (ER/PR) ekspresyonu, lenf
nodu metastazi ve ErbB2 asiri ekpresyonu ile iligkilidir [95] (Sekil 2.7).

| Yabamii-tip PISK
| Yaksek fakat gegici
l aktivasyon

{Yiksek cakojnik ve
’ slrokk aktivasyon

£545

Il-tip
| Diglik aktivite

Sekil 2.7. PI3K’da gergeklesen mutasyonlar

(Chalhoub N., Vaker S.J., 2009°'dan (Ref. 89) uyarlanmigtir.)

Meme kanserinde, Akt'nin somatik aktivasyon mutasyonlari %3-5
oraninda gorulmektedir. Akt'de gorulen en sik mutasyon ise E17K'dir. Akt’'nin
tam aktivasyonu igin C-terminal hidrofobik motifi S473’Un fosforilasyonu
gereklidir. T308 motifinin PDK2 kinaz tarafindan fosforilasyonu ile Akt'nin
aktivasyonu saglanmaktadir [17]. Ancak vyapilan c¢alismalar mTORC2
kompleksindeki RICTOR’un kuguk interferans RNA (siRNA) ile selektif
bozulmasi sonucu ser-473 fosforilasyonunun baskilandigini géstermektedir
[78, 96].
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Ayrica bazi meme kanseri vakalarinda dusuk duzeyde PTEN
aktivasyonu gorulmektedir. Bu sayede PI3K yolagi aktivasyonu ve hucre
proliferasyonu surekli olarak devam etmektedir. PTEN knock-out fare
embriyolarinda letal etki gorulmekte ve PTEN heterozigot farelerin bazi

organlarinda tumor olusumu gorulmektedir [91, 92] (Sekil 2.8).

AN

BlyGme, Proliferasyon, Sagkalim

Hedef RTK 110 AKT
(EGFR, HER2, vb.) PR
Kanser-asosiye Amplifikasyon Amplifikasyon Amplifikasyon Mutasyon
genomik dedisim Mutasyon Mutasyon Mutasyon Heterozigosite kaybi

Sekil 2.8. Meme kanserinde gorulen genetik degisiklikler

(Yuan T.L., Cantley L.C., 2008’den uyarlanmigtir.)

HER2" meme kanserinde reseptdriin asiri ekspresyonundan dolayi
PI3K’in surekli aktivasyonu diger meme kanseri tiplerine oranla daha kotu
prognoz  gOstermektedir [54, 97]. Yapilan c¢alismalar HER?2
dimerizasyonunun hucre blyumesi, anti-apoptozis ve invazyon yolaklarinin
potansiyel aktivatérii oldugunu gostermektedir. Ozellikle HER2'nin agiri
ekspresyonu ile birlikte HERS ile yaptigi heterodimer formunun, HER3'Un
sahip oldugu ve PI3K'In p85 regulator altbiriminin  SH domainine
baglanabilen 6 adet fosforilasyon rezidusunden dolayi, PI3K-Akt yolagi
aktivasyonunun tumorlu hucrelerde daha fazla oldugu gorulmektedir [71, 98,
99]. Kanser hucreleri, ‘onkojen bagimhhgr’ sebebiyle PI3K sinyal yolagi farkli
RTK’lar tarafindan kompanse edilebilmektedir [100].
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2.6 Hedefe Yonelik Tedavinin Biyolojisi

Guncel olarak kullanilan sitotoksik kemoterapi temel olarak, hucre
bolinmesinin inhibisyonuna dayanmaktadir. Hizli bir sekilde bolunen kanser
hicrelerinin yaninda sag¢ hucreleri, gastrointestinal epitelyum ve kemik iligi
hacreleri gibi hizlh bolinen saglikli hucrelerde kemoterap6tik ilaglardan
etkilenmektedirler. Buna karsin hedefe yonelik terapide hedef, kanser
hacrelerin gelisiminde ve buyumesinde rol oynayan molekullerdir. Bu sayede
kanser hucrelerinin proliferasyonu bloke edilmis olur. Bu molekuller saglkh
dokuda da mevcut olabilir ancak kanserli dokuda bu molekuller genellikle
asiri ifade edilmekte ve/veya mutant formda bulunmaktadir. Ornek olarak
meme, akciger ve kolorektal kanser vakalari gibi solid timorlerde genel
olarak EGFR, VEGF ve HER2/neu hedeflenmektedir. Bu hedefler, reseptore
baglanacak ligandi nétralize ederek, reseptorde ligand baglanacak bdlgeye
baglanarak ve bu sayede ligand baglanmasini bloke ederek, reseptor
sinyalini bloke ederek veya yolak igerisinde bulunan hucre i¢i molekulleri

inhibe ederek hedeflenebilmektedir.

Monoklonal antikorlar genellikle suda ¢6zunen, buyuk (yaklagik
150.000 Da), ligandi veya reseptor Uzerinde ligandin baglanacag! hiucre disi
bdlgeyi hedefleyen molekullerdir. Buna kargin, kiuguk inhibitor molekulleri
ortalama 500 Da olan, hucre igerisine girebilen reseptor sinyalini bloke
edebilen veya hucre igi spesifik yolak proteinlerini inhibe edebilen
molekdillerdir. ilk monoklonal antikor 1986 yilinda FDA (Food and Drug
Administration) tarafindan onaylanmigtir. Muromonab-CD3 adli antikor,
organ transplantasyonlarinda T-hucre fonksiyonlarini bloke ederek akut
organ reddini 6nlemektedir. Biyoteknolojik ¢alismalarin geligsmesiyle birlikte
son 20 vyilik sdregte monoklonal antikor dizayninda birgok degisimler
yasandi. Onceleri hedef antijenler ile fareler immiinize edilmekteydi. Uretilen
monoklonal antikorlar tamamiyle fare proteinlerinden olustugundan ve bu
sebepten yuksek oranda insana antijenik oldugundan dolay! kisiye infuzyonu
ile hipersensitivite reaksiyonu gelistirme riski mevcuttu. Bu riski

sinirlayabilmek igin yeni dizayn edilen antikorlarda insan komponentleri daha
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fazla icermektedir. Kimerik antikorlarda %65 oraninda, insansi antikorlarda
%95 oraninda ve insan antikorlarda %100 oraninda insan komponenti
bulunmaktadir  (Sekil 2.9). Antikorlarin  tipleri son  eklerinden
anlasilabilmektedir: -momab ile biten antikorlar (6rnek "*'I-Tositumomab) fare
kaynakl, -ximab ile biten antikorlar (0rnek Cetuximab) kimerik kaynakli, -
zumab ile biten antikorlar (6rnek Trastuzumab) insansi kaynakli ve -mumab
ile biten antikorlar (6rnek Panitumumab) insan kaynakh olmaktadir [101,
102].

A

i

Fare insansi
Kimerik insan
' [] Fare kaynakli f] insan kaynakli
polipeptid dizileri polipeptid dizileri
©  Glikolizasyon - lamamiayiciigi

belirleyen bélge (CDR) |

Sekil 2.9. Monoklonal antikor tipleri

(Carter P., 2001’den (Ref. 102) uyarlanmigtir.)

Kaguk molekulld inhibitorler, hicre igi tirozin kinaz sinyalini bloke
ederek hucresel sureci inhibe eder. Tirozin kinaz sinyali hem normal dokuda
hem de malign dokuda molekuler kaskadi baslatarak, hucrenin blyumesini,
proliferasyonunu, migrasyonunu ve anjiyogenezi saglamaktadir. Bazi kuguk

molekulld inhibitorlerin birden fazla hedef bdlgesi oldugu igin monoklonal
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antikorlara gore daha az spesifite gostermektedir. Birgok kuguk molekullt
inhibitor, sitokrom P450 enzimi ile metabolize oldugu icin bazi antibiyotik
veya proteaz inhibitorleri gibi ilaglarla etkilesime girebilmektedirler.
Monoklonal antikorlarin yari dmurleri glnler veya haftalarca surerken, kiguk

molekulld inhibitorlerin yari dGmurleri saatlerle sinirlidir [101, 103].

» Cetuximab ( ALM (bispecific Ab) ) * MM-121
# Panitumumab .L .L * AMG-888

» EGFR ERBB2 = b ERBB2 ERBB3 /

» Trastuzumal
iy b= | Peruzumab | — ki
Ab targeting |_ Ab targeting

EGFR and ERBB3) EGFR and ERBB3)

» Gefitinib
» Erlotinib
» Lapatinib
» Neratinib
» Afatinib

HSP90 inhibitors
(e.g. 17-AAG and
IP1-504)

PI3K inhibitors
(e.g. GDC-0941
and PX-886)
e R

-
— | (e Mk2206
—~

BRAF inhibitors 7
(e.g. GSK2118436
andPLX4032) | =1

MEK inhibitors
(e.g. GSK1120212
and AZD6244)

and GDC-0068)
. R

mTOR inhibitors
(e.g. rapamycin

and INK128)

Sekil 2.10. Meme kanserinde kullanilan inhibitorler

(Yarden Y., Pines G., 2012°den (Ref. 46) alinmigtir.)
2.7 inhibitorler

Birgok onkogen ve tUumor supresor gen, hidcresel regulasyonu
saglayan protein kinazlari veya proteinleri kodlamaktadir. Bu sebepten
kanser gelisiminde rol oynayan ve deregule olmus protein kinazlara spesifik
inhibitorlerin gelistiriimesi etkin bir tedavi yontemi olarak kullanilabilecegi
fikrini meydana getirmistir. Ornek olarak, EGF reseptorinin mutant formu
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kanserli hucrelerde ligand bagimh veya bagimsiz olarak surekli aktifligini
korumakta ve hiicrenin bdllinmesini saglamaktadir. invazif meme kanseri
vakalarinin yaklasik %30’unda HER2/neu’nun mutant formu mevcut olmakla
birlikte RTK aktivitesi normal hucreye oranla 100 kat artmaktadir. Protein
kinazlarin ATP ile yarigmali modelde ATP baglanma bdlgelerini isgal ederek,
aktif formlara donusmelerini engelleyecek sekilde protein kinazlara spesifik
ila¢ dizaynlari Uretilebilmektedir [104].

Enzim inhibitorleri, enzimatik reaksiyonlari yavaslatan veya durduran
molekdillerdir. iki farkli enzim inhibitérii mevcuttur: Tersinir inhibitér ve tersinir
olmayan inhibitor. Tersinir inhibitorler, iyonik baglar, hidrojen baglar gibi zayif
etkilesimlerle enzimlere baglanirlar. Tersinir inhibitorler yarigmali, yarigsmasiz
ve karigik inhibitorler olmak Uzere U¢ kategoriye ayrilmaktadir. Substrat ile
inhibitor molekulinun, enzimin aktif bolgesine ayri zamanlarda baglanmasi
durumu yarigsmali inhibisyona oOrnektir. Ayrica, yarismali inhibitorler yapisal
olarak substratlarla benzerlik goOstermektedirler. Yarismasiz inhibitorler,
enzim-substrat kompleksine ve enzimin aktif bolgesi disinda bir bodlgeye
baglanan inhibitorlerdir. Karigik inhibitorler ise, hem enzim-substrat
kompleksinin aktif bolge harici farkl bir bolgesine baglanabilmekte hem de
substrat ile yarigarak enzimin aktif bolgesine baglanabilmektedir. Tersinmez
inhibitorler, enzime kovalent bag ile baglanan veya enzimatik aktivasyonda
onemli rol oynayan fonksiyonel gruplarin yikimini saglayan inhibitorlerdir.
Bazi 6zel durumlarda tersinmez inhibitorlerin kovalent baglanmasina ihtiyag
duyulmaz. Bu tip kovalent olmayan fakat siki baglanan inhibitorlere gecis
bdlgesi analoglan (fransition-state analogs) denilmektedir. Spesifik enzimin
aktif bolgesine kovalent olarak baglanarak ve enzimin normal yapisini
degisime ugratarak enzimatik reaksiyonu inaktive eden inhibitorlere intihar
inaktivatorleri veya mekanistik tabanli inaktivatorler (suicide inactivators =

mechanism-based inactivators) denilmektedir [104].
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2.7.1 EGFR inhibitorleri

EGFR, birgok tumor tipinde, kanser hucresinin proliferasyonunu,
invazyonunu ve migrasyonunu saglamaktadir. EGFR normal epitelde de
bulunmasindan dolayi inhibisyonu ciddi dermatolojik ve gastrointestinal
toksisiteye sebebiyet verebilir [101]. HER2/neu geni, meme kanseri
vakalarinda genellikle asiri eksprese olan, PI3K/Akt/mTOR yolagi ile sinyal
iletimini gergeklestiren bir RTK'dir. Anti-HER2 antikoru olan trastuzumab ve
dual HER2/EGFR tirozin kinaz inhibitorii olan lapatinib glincel olarak HER2"
meme kanseri tedavisinde kullanilan ve RTK aracili sinyal yolagi
aktivasyonunu inhibe eden ilaglardir. Trastuzumab, insansi immunoglobulin
G1 (IgG1) antikoru HER2 reseptorunun jukstramembran IV. bolgesindeki
epitopa baglanmaktadir. Trastuzumab, HER2 hicre i¢i domainini inhibe
etmekte, ligand-bagimsiz HER2 dimerlerini ayirarak yolagin sinyal iletimini
parsiyal olarak inhibe etmekte ve antikor bagimli hicre aracili sitotoksisiteyi
tetiklemektedir. Hucre aracili sitotoksisite artisi T hicre populasyonunun
toplanmasini saglayarak bolgede adaptif immun yanit olusturmakta ve timor
yikimini kuvvetlendirmektedir. Pertuzumab monoklonal antikoru, HER2'nin
heterodimerizasyon domaini olan Il. domaini epitopuna baglanir. Bu sayede,
ligand-aracih  HER2-HER3 dimerizasyonunu oOnler ve PI3K/Akt sinyalini
parsiyal olarak inhibe eder. Lapatinib, EGFR ve HER2'nin ATP-yarismali ve
tersinir kiigik molekullt inhibitordar. Lapatinib hizli bir sekilde PI3K/Akt ve
MAPK yolagi sinyal aktivasyonunu inhibe eder. Afatinib ve neratinib ise ATP
yarismall ve tersinmez EGFR/HER2 kuguk molekulld inhibitorlerdir [49, 105,
106]. Ancak, yapilan ¢alismalar klinik yararlarinin 6tesinde kazaniimig direng
mekanizmalarinin gelistigini gostermektedir. Erken evre meme kanseri
vakalarinda trastuzumab gibi HER2-hedefli terapilerde hastalar rekirens
gostermektedirler. PI3K yolagi bu diren¢ mekanizmasinin gelismesinde
onemli rol oynamaktadir [13, 107].

Kazaniimig direng, gesitli mekanizmalar ile hucre igi sinyal yolaginin
reaktivasyonunu gerceklesmektedir. HER2'nin blokasyonu HER3, EGFR ve

IGF-1R (insulin-like growth factor-1 receptor) gibi RTK'larin upregulasyonunu
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saglamaktadir. Ayrica, HERZ2 reseptorunun trunke (kesik) formu olan
p9SHER2 fragmenti ekspresyonu, ilag direngliligine sebep olmakta ve
PISK/Akt/mTOR vyolagi aktivasyonunu surekli kilmaktadir [13, 108].
Trastuzumaba direncli olan HER2" meme kanseri vakalarinda, tirozin kinaz
ve enzim inhibitorleri ile kombine bir tedavi uygulanmasi, tekli monoklonal
antikor tedavilerine oranla daha kuvvetli bir anti-tumoral etki gostermektedir
[3, 13, 59, 109].

Tirozin kinaz inhibitérleri (TKI) HER proteinlerinin katalitik aktivitelerini
inhibe etmektedir. Ayrica doza bagimli yarismali enzim inhibitorleri
olmalarindan dolayr monoklonal antikorlarla karsilastirildiginda daha kuvvetli
ajanlardir. Spontan EGFR mutasyonlarinin ve amplifikasyonlarinin siklikla
karsilagildigi glioblastoma vakalarinda TKi'lerin, kan-beyin bariyerini diger
ilaclara oranla daha kolay gegebilmesi sebebiyle etkili ve umut vaadeden bir
ilag grubu oldugu soylenebilir [105]. HER3’Un tirozin kinaz aktivasyonu
defekti olmasi sebebiyle tirozin kinaz inhibitorleri ile bu reseptor direkt olarak
hedeflenememektedir [110]. Bu yuzden, HER3'e yonelik direkt terapiler
monoklonal antikorlar ile saglanabilmektedir. Faz galismalari devam eden
MM-121 ve LJM716 monoklonal antikorlari HER3'Un hicre disi bodlgede
bulunan II. ve IV. domainlerine baglanarak ligand bagiml ve bagimsiz
aktivasyonunu bloke etmektedir [60].

Meme kanseri vakalarinin %251 HER2" meme kanseri vakasi
oldugundan etki gosterebildigi hedef kitlesi sinirlidir. %75 meme kanseri
vakasinda HER2/neu eksprese olmadigi i¢cin, HER2 hedefli antikorlar bu
hastalarda etkili olamamaktadir [106]. Bu sebepten dolayi, RTK’larin
aktivasyonlari sonrasi sinyal iletiminin saglandigi yolak proteinlerinin
hedeflenmesi, kanser hucrelerinin progresyonlarini engellemek adina

rasyonel bir yaklasim sunmaktadir.
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2.8 PIBK/Akt/mTOR Yolagina Yonelik Terapotik Yaklagim

PI3K yolagl kanser vakalarinda, tumor supresor gen olan PTEN’in
kaybi veya mutasyonu sonucu inaktivasyonu sebebiyle, PI3K'in katalitik
altbirimi olan p110a’y1 kodlayan PISKCA geninin fonksiyon kazandirici
mutasyonlari (gain-of-function mutations) sebebiyle, RTK'larin veya Ras
onkogeninin mutant formu sebebiyle surekli aktif halde bulunmaktadir. Bu
baglamda, PI3K aktivasyonunun inhibisyonu anti-tumor stratejilerinde siklikla

kullaniimakta olan bir hedeftir [111].
2.8.1 PI3K inhibitérleri

p110a’y1 kodlayan PIKCA3 geninde siklikla gorulen mutasyonlar
sebebiyle PI3Ka timorogenezde 6nemli rol oynamaktadir. PI3K[B plateletleri
aktive etmekte ve bu sebepten tromboz ile iligkili hastaliklarda 6nemli rol
oynamaktadir. PI3Ky ve PI3Kd ise enflamasyon gelisiminde rol
oynamaktadir. Bu nedenlerden oturl, PI3K hem kanserde hem de diger

hastaliklarda potansiyel bir terapotik hedef olmaktadir [18].

1990’larin basinda ilk olarak pan-PI3K (PI3Ka, PI3KB, PI3Ky ve
PI3K®) inhibitord olan LY-294002 Uretildi. Devaminda, yine izoform spesifik
olmayan wortmannin inhibitoru dretildi. Her iki inhibitorde fungal
metabolittirler. Wortmannin, PI3K’in fosfat baglayan lizin rezidisune kovalent
olarak baglanan ve tersinmez inhibitordir. LY294002 ise ATP-yarisimli
tersinir inhibitordiir. ilerleyen senelerde yeni jenerasyon PI3K inhibitérleri,
PI3K'in izoformlarina spesifik olarak dretiimeye baslanildi. Faz galismalar
devam eden birgok ilag mevcut bulunmaktadir [4].

PI3K inhibitorleri pan-PI3K inhibitorleri, izoform-spesifik PI3K
inhibitorleri ve dual PIBK/mTOR inhibitorleri olarak u¢ grup halinde kategorize
edilebilir. ilk gruba dahil olan inhibitérlerin zayif farmakokinetik 6zellikleri ve
dusuk selektiviteleri sebebiyle limitli bir terapotik potensiyeli bulunmaktadir.
Bu sebeplerden o6turd, yeni nesil PI3K inhibitorlerinden olan p110a izoform-
spesifik inhibitorlerin  kullanimi  spesifiteyi arttirmakta ve toksisiteyi
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azaltmaktadir. PI3K ve mTOR proteinlerinin benzer yapisal 6zelliklere sahip
olmasindan dolayi, Ggunci grup inhibitorleri dual PI3K/mTOR inhibitorleri
olusturmaktadir. Diger inhibitorlere oranla p110a izoform-spesifik inhibitorler
PI13K yolagini daha etkili bir bicimde inhibe etmektedirler [112].

2.8.2 Akt inhibitérleri

Akt veya diger adiyla PKB (Protein Kinaz B) bir serin/treonin kinazdir.
Akt1, Akt2 ve Akt3 olmak Uzere Ugc izoformu mevcuttur. Ug izoformunda N-
terminalde PH domaini, orta bolgede serin/treonin katalitik domaini ve C-
terminalde regulator (hidrofobik motif) domaini olmak Uzere Ug¢ benzer
izoformik organizasyonu bulunmaktadir. PI3K'in buyime faktoru tarafindan
uyarimi sonrasi, Akt hicre membranina toplanir ve Akt'de bulunan PH
domaini PIP; ile etkilesir. PDK1’in hicre membranina kolokalizasyonu ile
birlikte PDK1, Akt'yi Thr308 rezidusunden fosforilleyerek aktivasyonunu
saglamaktadir. Maksimum enzimatik reaksiyon ig¢in Aktnin C-terminal
bolgesinin  Ser473 rezidusinden mTORC2 tarafindan fosforilasyonu
gerekmektedir [113].

Akt izoformlari birgok insan tumdrlerinde asir eksprese olmaktadir.
Ornek olarak Akt1 mide adenokarsinomlarinda, Akt2 over, pankreas ve
meme kanserleri vakalarinda asiri eksprese olmaktadir. Kontrolsiz Akt
aktivasyonu hicre dongusu inhibitorlerini inaktive etmekte ve hucre dongusu
proteinlerinin ifadesini arttirmaktadir. Hucresel proliferasyonun kontrolsiz
olarak arttirmasi ile hicrenin apoptotik yolaktan kagigi saglanmaktadir [113,
114].

Akt ailesi inhibitorleri genellikle ATP yarismal, PIP; analoglari,
allosterik inhibitorler, psodo-substrat peptidleri olarak
kategorilegtirilebilmektedir.  Preklinik c¢alismalar izoform spesifik Akt
inhibitorlerin pan-Akt inhibitorlerine oranla toksisitesinin daha az oldugunu
gOstermektedir. Ayrica, yapilan c¢alismalar Akt1/2 izoform selektif dual
inhibitorlerin Akt1 veya Akt2 izoform selektif inhibitorlere oranla daha etkili bir
inhibisyon sagladigini gostermektedir. Allosterik Akt inhibitorleri PDK1-
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bagimh Akt fosforilasyon bolgesini inhibe etmektedir. Buna kargin ATP-
yarigsmali inhibitorler daha spesifik ve izoform selektivitesi agisindan allosterik
inhibitorlere oranla daha etkilidirler [4, 115].

2.8.3 mTOR inhibitorleri

mTOR, hucre buyumesinde ve hucre dongusunde 6nemli rol oynayan
proteinlerin mMRNA translasyonlarini arttirmaktadir. mTOR’in iki tane multi-
protein kompleksi bulunmaktadir. mMTORC1 protein sentezi regulasyonunda
ve hicre buyumesinde rol oynamaktadir. mTORC2, Akt'yi fosforilleyerek
aktive etmekte ve bu sayede hucre buyumesinde ve hucrenin sagkaliminda
anahtar regulator protein gorevi gormektedir. Kanser vakalarinda, PI3K/Akt
sinyal yolaginda yaygin olarak gelisen regulasyon bozuklugu mTOR'i kuvvetli
rasyonel bir hedef molekul haline getirmektedir [114].

1975 yilinda kesfedilen ilk mTOR inhibitora olan rapamisin, kansere
karg! kullanilan potansiyel bir ajan olmaktadir. Rapamisin, mTOR proteinini
inhibe ederek protein sentezinde rol oynayan S6K ve 4EBP1/EBP2
proteinlerinin fosforilasyonunu reguile etmektedir. Preklinik galismalar, meme
kanseri vakalarinda kemoterapi ile birlikte kullanilan rapamisinin gostermis
oldugu sinerjik etkiden dolay! kanserli hicre apoptozunu kuvvetlendirdigini
gOstermektedir [4].

Rapamisin ve analoglari (rapaloglar) FKBP12 (FK-506 baglayici
protein-12) proteinine baglanarak mTORC1 kompleksini inhibe etmektedir.
Temsirolimus, everolimus ve ridaforolimus gibi rapaloglar guncel olarak
kullanilan terapotiklerdir. Ayrica, curcumin ve resveratol igceren dogal
maddeler de mTOR inhibitora olarak kullanilabilmektedir [114].

2.8.4 Dual PI3K-mTOR inhibitorleri

Dual PI3K/mTOR inhibitor molekuilleri, mTOR’in ATP baglanan
bolgelerini ve PI3K'i ayni kuvvetle hedefleyen inhibitorlerdir. Tek hedefli
inhibitorlerin aksine en az ug¢ protein (PI3K, Akt ve mTOR) inhibisyonu bu
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grup inhibitorlerin avantajlarindan biridir. Rapaloglar tarafindan tek basina
inhibe edilen mTORC1 proteini sebebiyle, mMTOR-S6K-IRS1 negatif
geribildirim dongusu inaktive olmakta ve bu sebepten 6tura PI3K aktivasyonu
artmaktadir. Bu baglamda, PISK/mMTOR hedefine yonelik dual inhibitor
kullanimi PI3K yolagi reaktivasyonunu etkili bir sekilde engelleyebilmektedir.
Preklinik calismalar dual PI3SK/mTOR inhibitorG olan NVP-BEZ235'in,
PI3KCA mutasyonundan dolayi lapatinib ve trastuzumaba direngli olan
HER2" meme kanseri hiicrelerine karsi anti-proliferatif etki gosterdigi ve
insan kanseri modellemeleri yapilan ksenogreftlerde tumor buylumesi

uzerinde supresif etki yaptigi gosterilmektedir [114, 116, 117].

P1-103 (pyrido[3’,2°:4,5]furo[3, 2-d]pyrimidine), etkili olarak ve ciddi bir
yan etki gostermeksizin PISK-mTOR inhibisyonunu saglayan dual
PI3BK/mTOR inhibitorlerinden bir digeridir. Yapilan c¢algmalar dusuk
konsantrasyonlarda kullanilan PI-103’4n glioma hucrelerinin  hucre
dongusinde Gy fazinda yakalayarak buyumelerini inhibe ettigini
gostermektedir. Devam eden faz ¢aligmalari PI-103’Un invazyon, anjiogenez,
metastaz Uzerine etkileri, p27 artisini saglamasi ve siklin D1 ekspresyonunu
azaltmasi ile direkt olarak anti-proliferatif aktivitesini gostermektedir [118].
Farmakokinetik ¢alismalar, PI-103’Un metabolize formu olan glukuronitin

plazma tarafindan hizlica temizlendigini gostermektedir [18].

Hayakawa ve arkadaslarinin 2006-2007 yillari arasinda PI-103 ile
serviks, akciger, meme kanseri ve melanoma olmak Uzere 4 farkli hiucre
hattinda yaptiklari ilk ¢alismalar, PI-103’Un farkh kanser tiplerinde anti-
timoral etkisini gdstermektedir [119]. insan I16semi hiicre hatlarinda yapilan
calismalarda PI1-103’Un, hiucreyi G1 fazinda yakalayarak hucrenin buyumesini
ve cogalmasini baskiladigi gosterilmektedir. AML (Akut Miyeloid Losemi)
hastalarindan izole edilen blast hicrelerinde ise, apoptozu tetikleyerek AML
progenitdr klonojenitesini inhibe ettigi gosterilmektedir. Ayrica, PI-103’Un
radyoterapi ve kemoterapi aracih  apoptoz etkinligini  arttirdigi
(kuvvetlendirdigi) bilinmektedir [120, 121].
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2.9 Amag

Bu tez calismasinda, PTEN tumér baskilayici geni mutasyona
ugramamis olan ve HER2 amplifikasyonu olan SKBR-3 hucrelerinde,
PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi inhibitorleri olan PI-103, AKTi ve Rapamisin
ajanlarinin HER2 ve HER3 mRNA ekspresyonlarina etkisi ve PI-103 dual
inhibitorintn  aktive reseptor tirozin  kinaz (p-HER2 ve p-HERB3)

ekspresyonuna etkisinin zamana bagl olarak incelenmesi amacglanmaktadir.
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3. GEREG VE YONTEM

Bu tez calismasinda kullanilan tim malzemeler ve cihazlar, butin
deneylerin yir(tildiigi Hacettepe Universitesi Kanser Enstitisii Temel
Onkoloji Anabilim Dali arastirma laboratuvarinda bulunmaktadir.

3.1 Kimyasal Maddeler, Kitler ve Tamponlar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddelerin, kitlerin ve

tamponlarin adlari ve uretildikleri firmalarin adlari asagida siralanmistir.

URUN ADI URETICI ADI ve URETILDIGI ULKE

p-Her3/ErbB3 Rabbit Anti-

human primer antikor

p-Her2/ErbB2 Rabbit Anti-

human primer antikor

B-actin Rabbit Anti-human primer

antikor

Polyclonal Goat Anti-rabbit
immunoglobulins/HRP

P1-103 (pridofuroprimidin)
AKT-i
Rapamisin

Akrilamid (1.29 akrilamid-
bisakrilamid)

Tris

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Biolegend- ABD

Cayman Chemical - ABD
Calbiochem- Almanya
Calbiochem- Almanya

Applichem-Almanya

Applichem-Almanya
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Amonyum perstilfat (APS)

Riedel-de Haen-Almanya

Tetramethylethylenediamine
(TEMED)

Amresco-ABD

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium)

Gibco-ABD

FBS (Fétal Dana Serumu)

Lonza-isvigre

L-glutamin

Biochrom-Almanya

Penisilin/Streptomisin

Biochrom-Almanya

PBS (Phosphate Buffered Saline)

Sigma Aldrich-Almanya

Tween 20 Applichem-Almanya
Super Signal West-femto Maximum Thermo Scientific-ABD
Sensitivity Substrate

Bromfenol mavisi Sigma-ABD
B-merkaptoetanol Sigma-ABD

Gliserol Gerbu-Almanya
NP-40 Sigma-ABD
Tris-HCI invitrogen-ABD

Sodyum Klorur

Carlo Erba-italya

Etilen diamin tetra asetik asit
(EDTA)

Sigma-ABD

Sodyum dodesil sulfat (SDS)

Sigma Aldrich-Almanya
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Biitil alkol (Btanol)

Sigma Aldrich-Almanya

Glisin

Sigma-ABD

Sodyum Florar

Merck-Almanya

Proteaz inhibitér Kokteyli (PIC)

Roche Diagnostic-Almanya

Yagsiz Sut Tozu

Pinar-Turkiye

Dimetil sulfoksit (DMSO)

WAK-Chemie Medical-Almanya

Tripan Mavisi Sigma-ABD
Coomassie Plus Protein Assay Thermo Scientific-ABD
Reagent Kit

Bovine Serum Albumin Standart Thermo Scientific-ABD

Seti

Metanol

Merck-Almanya

Protein Transfer Cihazi (i-BLOT)

Life Technologies- ABD

Full Range Rainbow Molecular
Weight Marker

GE Healthcare-ABD

Sodyum pirofosfat

Sigma-ABD

Calyculin

Cell Signaling Technology-ABD

Tripsin %0.05 (1X)

Lonza-isvigre

Etilen glikol tetra asetik asit (EGTA)

Ambresco-ABD

izopropanol

Sigma-ABD

Etidyum Bromar

Sigma-ABD
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RNA izolasyon Kiti

Qiagen- Almanya

Konvansiyonel PZR kiti

Fermentas- Litvanya

RNA konsantrasyon Kiti

Zymo Research- ABD

PZR Primer (HER-2)

iontek- Turkiye

PZR Primer (HER-3)

iontek- Turkiye

PZR Primer (B-actin)

iontek- Turkiye

Agaroz

Amresco- ABD

Es Zamanl PZR kiti (SYBR Green)

Qiagen- Almanya

cDNA Sentez kiti

Fermentas- Litvanya

TBE (Tris- Borik asit- EDTA)

Dr. Zeydanh- Turkiye

EZ-PCR Mikoplazma Kiti

Biological Industries- israil

DNA-Free RNA Kit

Zymo Research- ABD




3.2 Aletler ve Cihazlar
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Bu tez ¢alismasinda kullanilan aletlerin ve cihazlarin adlari ve

uretildikleri firmalarin adlari asagida siralanmistir.

URUN ADI

Kodak Gel Logic 1500 Goruntuleme

Sistemi

Faz/Kontrast Mikroskop
Etav

Otomatik Calkalayici
Sogutmali Mikrosantrifuj
iBlot™ Dry Blotting
Spektrofotometre

-80 °C Derin Dondurucu
Santrifuj

-196 Sivi Azot Tanki

Buz makinasi
Elektroforez Gug¢ Kaynagi
Elektroforez Gug¢ Kaynagi
Jel Yurutme Tanki

Jel Yuriatme Tanki

URETICIi ADI ve URETILDIGI ULKE

Carestream Healty Inc.-ABD

Olympus-ingiltere
Heraeus-Almanya
Heidolphy-Almanya
Eppendorf-Almanya
Invitrogen- ABD
Spectramax-ABD
Thermo Electron-ABD
Heraeus-Almanya
Taylor Wharton- ABD
Scotsman AF200-ingiltere
Thermo Scientific
Amerscham

Thermo Scientific

Amerscham
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Hassas Terazi

Denver Instrument-ABD

Vorteks Clofton Cycline-ingiltere
Distile Su Cihazi GFL-Almanya
Calkalayici GFL-Almanya
Isitma Blogu Techne Dri Bloc-ingiltere

Manyetik Karistirici

Ika RH Basic-Almanya

Ceker Ocak

Unitest-Turkiye

Dikey Akimli Hava Kabini

Thermo-Electron-ABD

Su Banyosu

GFL-Almanya

+4 °C Soguk Oda

Alarko Carrier-Turkiye

+4 °C Buzdolabi

Bosch-Almanya

-20 °C Derin Dondurucu

Bosch-Almanya

Thoma Lami

Fuchs Roshenthal-ABD

Thoma Lami

Neubauer-ABD




40

Hiicre Kiiltiri

Tripsinizasyon

Hiicre Hiicre

Dondurma

Mikoplazma

Testi Ilag Uygulama

Pasaji

RNA Lizat
izolasyonu Hazirlama
J
DNA Sentezi Protein
¢ e Kantitasyonu

Western Blot
ve Protein
Analizi

Es Zamanl
PZR (qPCR) ve
mRNA Analizi

J

[statistiksel
Analiz

Sekil 3.1. Deney plani
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3.3 Hiicre Kultiiru

insan meme kanseri hiicre dizisi olan SKBR-3, ATCC (American Type
Culture Collection) tarafindan temin edildi. Hudcreler ATCC tarafindan
belirtilen kultar sartlari ve metoduna uygun olarak ¢ogaltildi. SKBR-3 hucre
dizileri, 25 ve 75 cm? flasklar iginde, %10 FBS (Fetal Bovine Serum), 2
mmol/L L-glutamin, 100 IU penisilin ve 100 pug/ml streptomisin iceren DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) tam besiyeri ortaminda 37 °C'de %5
CO; iceren etuvde cogaltildi. Flask icerisinde c¢ogalan hucrelerin doluluk
oranlar %90 ile %100 arasina ulastiklarinda hucreler flasklardan kaldirildi.
Hucrelerin ilk pasaji asamasinda, krayovial tip basina 1 x 10° hiicre/ml
olacak sekilde konuldu ve daha sonraki deneylerde kullaniimak Uzere sivi
azot tankinda muhafaza edildi. 3. ile 11. pasajlar arasindaki hucreler
kullanilarak deneyler yuarutuldd. Uygun pasaj sayisina ve deneylerde
kullanilacak miktara ulasan hucreler kaldirldiktan sonra tripan mavisi ile
boyandi ve Thoma Lami kullanilarak sayildi. Deneylerde hucrelerin ilag ile

inkibasyonlari 6ncesinde %90'in Uzerinde canlihdin olmasina dikkat edildi.
3.4 Tripsinizasyon

Tripsinizasyon yontemi ile aderan meme kanseri hlcre hatti olan
SKBR-3 hucrelerinin flasktan ayrilmasi saglandi. Bu iglem igin ilk olarak
flasklarda bulunan besiyerleri hiucrelere zarar verilmeden serolojik pipet ile
cekilerek uzaklastirildi. T-25 cm? flask igin 2 ml, T-75 cm? flask igin 5 ml PBS
(Phosphate Buffered Saline) eklendi. Flask PBS ile yikandi ve daha sonra
serolojik pipet ile cekilerek uzaklastirildi. Bu sayede aderan hucreler
yikanarak besiyeri artiklari ve tripsinin enzimatik reaksiyonunu indirgeyen
FBS ortamdan uzaklastirildi. T-25 cm? flask icin 500 pl tripsin/EDTA, T-75
cm? flask icin 1,5 ml tripsin/EDTA flask icine koyuldu. Tripsin/EDTA'nin flask
icerisindeki aderan hucrelerin hepsine homojen olarak yayilmasi igin flask
hafifce galkalandi. 37 °C'de %5 CO, igeren etiivde 3-5 dakika arasinda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicrelerin flask tabanindan ayrilip

ayrilmadig1 faz/kontrast (inverted) mikroskopta kontrol edildi. Flask
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tabanindan ayrilmayan hucrelerin yogunluguna goére etuv igerisinde birkag
dakika tekrardan inkube edilerek veya flask hafifce c¢alkalanarak hucrelerin
flask tabanindan ayrilmalari saglandi. Tripsin/EDTA'nin etkinligini durdurmak
icin 2-5 ml arasinda tam besiyeri eklendi. Besiyerinin etkin bir sekilde tum
hicrelere ulasabilmesi igin serolojik pipet ile pipetaj yapildi. Flask igerisinde
slispanse halde bulunan hucreler 50 ml'lik falkon tip icine alinip +4 °C'de
2000 rpm'de 5 dakika santrifuj edildi. Santriflj sonunda hucre artiklarinin
bulundugu supernatant falkondan uzaklastirildi. Falkonun alt kisminda
olusan hucre pelleti Uzerine 6-10 ml arasinda tam besiyeri eklendi. Pipeta;j
islemi yapilarak suspanse hale getirildi.

Pipetaj islemi sayesinde hucrelerin sayim iglemi dncesi birbirlerinden
ayrilmasi ve lam Uzerine tek dusmeleri saglandi. Sispansiyon igerisinden 10
ul alindi ve 10 pl tripan mavisi ile karistirildi. Stspansiyon igerisinde bulunan
hicre miktari 1:1 oraninda seyreltiimis oldu. Tripan mavisi ile karistirilan
suspansiyon Thoma laminin iki ucuna 10'ar ul yayildi ve mikroskop altinda
hicre sayimi yapildi. Thoma lami Uzerindeki her iki ug¢ icin ayri 5 alan segildi
ve bu alanlarda sayilan hicrelerin aritmetik ortalamasi alindi. Oli hiicrelerin
parcalanmaya baslayan hlcre zari igerisinden kolayca gecgebilen tripan
mavisi sayesinde mavi olarak gorulen hucreler ekarte edildi. Kullanilan
Thoma laminin dlguleri 0.1 mm x 0.1 mm olup lam ile lamel arasindaki
uzakhk 0.1 mm'dir. Bu nedenle hucrelerin sayildigi her alan 0.001 mm>e
(0.0001 ml'ye) karsilik geldiginden sayilan hudcrelerin artimetik ortalamasi
10.000 ile carpildi. Hucre suspansiyonu tripan mavisi ile 1:1 oraninda
seyreltigi icin elde edilen deger 2 ile ¢arpilarak ml bagina digen hicre sayisi

hesaplandi.
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3.5 Hucre Pasaji

Hucre sayim igleminden sonra uygun pasaj sayisina ulagsmamis veya
deney igin ihtiyag duyulan hucre miktarina ulasilamamigs durumlarda, SKBR-
3 hucre dizisi pasajlandi. Suspansiyon igerisinde bulunan hiucre miktari goz
éniinde bulundurularak T-25 cm? flasklar igin yaklasik 500.000 hiicre T-75
cm? flasklar icin 1-1,25 milyon hiicre aktarilacak sekilde pasaj yapilacak flask
sayisi belirlendi. Pasaj yapilacak flasklara esit sayida hucre suspansiyonlari
aktarildi. T-25 cm? flasklar son hacmi 5 ml, T-75 cm? flasklar son hacmi 15 ml
olacak sekilde tam besiyeri ile tamamlandi. Flasklar 37 °C'de %5 CO, igeren
etlvde inkube edildi. Flasklar gunlik olarak mikroskop altinda incelendi.
pH'sI dusmus ve rengi degismis olan, flask igerisinde 6lU hucre miktari artmis

olan besiyerleri degistirildi.
3.6 Hiicre Dondurma

Daha sonraki deneylerde kullaniimak igin SKBR-3 hucreleri 1. ve 3.
pasajlarl arasinda hiicre sayimindan sonra, krayovial tip basina 1 x 10°
hicre/ml olacak sekilde konuldu. Suspansiyon igerisine dilisyon orani %10
olacak sekilde DMSO (Dimetil sulfoksit) eklendi. DMSO, besiyerinin donma
sicakligini dusurmekte ve hlcrede buz kristallerinin olusmasini dolayisiyla
hdcrenin lizis olma riskini azaltmaktadir. Kryovial tapler propanol iceren Mr.
Frosty adli kademeli sogutma saglayan kaplar igerisinde 24 saat -86 °C
donduruldu. 24 saat sure sonunda kryovial tlpler sivi azot tankina konularak
muhafaza edildi.

3.7 Mikoplazma Testi

Hucreler  c¢ogaldikca  hucre i¢ci  bakterilerin ~ (mikoplazma)
kontaminasyonu s6z konusu olabilmektedir. Hucrelerin kontamine olup
olmadiklarini test etmek igin, flask igerisindeki yogunlugu %90-100
duzeylerine ulasmis SKBR-3 hucre dizisi besiyerinden 1 ml 6rnek alinarak,
1,5 ml'lik deney tlpl igerisine konuldu. Aldigimiz 6rnek +4 °C'de 2000
rom'de 90 saniye santriftj edildi.
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Santriflj sonrasi olugsan supernatant ayri bir tipe alindi ve pellet atild1.
Alinan supernatant 14000 rpm'de 10 saniye santriflj edildi. Bu islemden
sonra supernatant pipet ile gekilerek atildi. Tipun alt kisminda olugan pelet
25 pl mikoplazma tampon solUsyonu igerisinde suspanse hale getirildi.
Suspansiyon 95 °C'ye getirilmis kuru blok tizerinde 3 dakika inkilibe edildi. Bu
asamadan sonra Polimeraz zincir reaksiyonuna (PZR) gegcildi. Polimeraz
zincir reaksiyonu EZ-PCR Mikoplazma kitinde 6nerilen miktarlarda ornek tup,
pozitif kontrol tupu ve negatif kontrol tipu olarak hazirlandi. Polimeraz zincir
reaksiyonu sonunda tuplerin igerisindeki trunler %2'lik agaroz jele yuklendi.
Yuklenen durinler agaroz jelde yarutuldu (Sekil 3.2). Mikoplazma DNA
fragmenti 280 bp'de bant vermektedir. Sekil 3.2'de goéruldugu Uzere pozitif
kontrol kolonunda bant vardir. Bu deneyimizin duzgun c¢alistigini
gostermektedir. Negatif kontrol kolonunda bant goériimemektedir. Bu durum
kullandigimiz PZR ajanlarinin kontamine olmadigini géstermektedir. Ornek
kolonunda bant gorulmemesi ise SKBR-3 hucrelerinde herhangi bir

mikoplazma kontaminasyonu olmadigini gostermektedir.
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1000 bg >

r

100bg =

50 be
marker

SKBR-3 BT-474 POZ NEG
Sekil 3.2. Mikoplazma testi
3.8 ilag Uygulama

Tripzinizasyon igleminden sonra mRNA analizi i¢in 6 kuyulu plaklarin
her bir kuyusuna 1x10° hiicre eklenecek sekilde hiicre suspansiyonu
hazirlandi. 6 kuyulu plaklarin her birine 1x10° hiicre eklendi. Hiicrelerin kuyu
zeminlerine yapismasi igin 37 °C’de %5 CO>'lik etlivde 24 saat inkiibe edildi.
Bu sayede hucreler kuyu zeminine yapigtl. Hucrelerle muamele edilecek
PIBK ve mTOR dual inhibitéri olan PI-103, AKT inhibitori olan AKTi ve
MTOR inhibitoru olan Rapamisin, dikey havalandirmali kabin igerisinde steril
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kosullar altinda hazirlandi. Kristalize kuru toz halinde bulunan ajanlar, DMSO
icerisinde vortekslenerek final konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde
¢ozildi. ilag stogu 500 pl hacimlerde béliinerek -20 °C’de saklandi. Kuyu
icerisinde bulunan besiyerini gekmeden 6nce, 10 mM konsantrasyonda
DMSO igerisinde ¢6zunmus halde bulunan ilag¢ alikotlari seri dilisyon ile
seyreltildi. 24 saat sonra kuyu igerisinde bulunan tam besiyerleri cekildi.
Kuyulara tam besiyeri ile birlikte farkli dozlarda ilag eklendi. SKBR-3 hucreleri
1 UM AKT inhibitord olan AKTi ile, 50 nM mTOR inhibitori olan Rapamisin
ile, 1 uM PI3K/mTOR dual inhibitéri olan PI-103 ile 8 ve 24 saatler arasi
inkiibe edildi. ilag eklenmemis kuyular, kontrol kuyulari olarak kullanild.

Tripzinizasyon igleminden sonra protein analizi i¢in kuyu basina 2x10°
hicre eklenecek sekilde hucre suspansiyonu hazirlandi. 6 kuyulu plaklarin
her birine 2x10° hiicre eklendi. Hiicrelerin kuyu zeminlerine yapismasi igin 37
°C’'de %5 CO;lik etlivde 24 saat inkiibe edildi. Bu sayede hicreler kuyu
zeminine yapisti. 24 saat sonra kuyu igerisinde bulunan tam besiyerleri
cekildi ve serumsuz besiyeri eklendi. 37 °C'de %5 CO_lik etlivde 24 saat
inkube edildi. Bu sayede hucrelerin ayni fazda (GO fazi) kalmalari saglanmig
oldu. Serum starvasyon islemi sonrasi serumsuz besiyeri kuyulardan
uzaklastirildi. Her kuyuya 4 uM PI-103 iceren besiyerinden 500 ml eklendi ve
uzerine 1,5 ml tam besiyeri eklendi. Bu sayede ilag final konsantrasyonu 1
MM olmasi saglandi. SKBR-3 hucreleri PI-103 ile 1-3-6-12-24 saat inkube
edildi. Kontrol kuyularina PI-103 yerine ilagsiz besiyerinden 2 ml eklendi ve 0
saat ila¢ inkibasyonu olarak kabul edildi.

3.9 RNA izolasyonu

6 Kuyulu plaklarda farkli PI3K yolagi inhibitorleri ile farkli zaman
araliklarinda inkube edilen SKBR-3 hucrelerinin, RNeasy Mini Kit 50
protokoline uygun olarak RNA izolasyonlari gerceklestirildi. Elde edilen
RNA'larin miktarlari, 260/230 (inorganik kontaminant) ve 260/280 (organik
solvent) de@erleri Nano-drop cihazinda 1,5 ul 6rnek kullanilarak olguldu. Elde

edilen RNA’larin saf olup olmadiklari (DNA kontaminasyonu varligi) (-aktin
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(139 bp) ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile
kontrol edildi. PZR sonucu elde edilen 6rnekler agaroz jel elektroforezi ile
yurutuldd. Saf olarak elde edilen RNA o6rneklerinin cDNA sentezi yapildi.
Sekil 3.3’teki jel goruntusunde deneyin duzgun bir sekilde calistigi anlagilan
pozitif kontrol B-actin bandi gorulmektedir. Negatif kontrol bandinin ve
orneklerin  yuklendigi kuyularda bant gorilmemesi oOrneklerde ve
konvansiyonel PZR kiti solusyonlarinda herhangi bir kontaminasyon
olmadigini gostermektedir.

2000 b5 »
1500 bg >

1000 bg >

500 bg >

200 bg 2

€139 be
(B-aktin)

100 bg >

100bg 4 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12
bl POZ NEG

Sekil 3.3. AKTi ile inkube edilmis drneklerin RNA eldesi (Saf RNA)
(1-2: Kontrol 6rnekleri, 3-6: AKTi ile 8 saat inklbe edilmig ornekler,
7-8: Kontrol 6rnekleri, 9-12: AKTi ile 24 saat inkube edilmis ornekler,
POZ: Pozitif kontrol, NEG: Negatif kontrol)

DNA kontaminasyonu olan, saf RNA elde edilemeyen ornekler (Sekil
3.4) DNA-Free RNA Kit RNA izolasyon Kkiti ile tekrardan izole edildi. Yapilan
islem sonucu Nano-drop ile RNA olgimu yapildi. Nano-drop 6lgimuU sonucu
RNA miktart 90 ng/ul altinda olan Ornekler cDNA (complementer DNA)
sentezi yapilabilmesi icin RNA konsantrasyon kiti ile daha konsantre hale
getirildi. RNA izolasyonu tekrarlanan ve/veya RNA miktari konsantre hale
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getirilen ornekler ile tekrardan B-aktin ters transkriptaz polimeraz zincir

reaksiyonu yapilarak olasi kontaminasyon varhgi kontrolu yapildi.

2000 bg >
1500 bg >

1000 bg >

200 bg >

€139 be
{B-aktin)
100 bg

100be 4 2 3 4 5 : 9 1 E
it 5 6 7 a 10 1 12 POZ NEG

Sekil 3.4. AKTi ile inkiibe edilmis érneklerin RNA eldesi (Kontamine RNA)
(1-2: Kontrol érnekleri, 3-6: AKTi ile 8 saat inklibe edilmig 6rnekler,
7-8: Kontrol 6rnekleri, 9-12: AKTi ile 24 saat inkube edilmis ornekler,
POZ: Pozitif kontrol, NEG: Negatif kontrol)

3.10 cDNA Sentezi

Es zamanh PZR (qPCR) 6ncesi elde etmis oldugumuz saf RNA’lardan
cDNA sentezlenmesi gerekmektedir. Eg zamanli PZR 0oncesi cDNA
orneklerinin 1000 ng/ul olmasi gerekmektedir. Bu sebepten, Nano-drop ile
yapilan RNA miktarlart 1000’e bolundu. Elde edilen deger ile cDNA sentezi
icin kullanilacak RNA (ul) miktarini belilenmis oldu. cDNA sentez Kkiti
protokilene uygun olarak kullanilacak master mix hazirlandi (OligodT = 1 pl,
5x Reaction Buffer = 4 pl, Ribolock Inhibitor = 1 pl, 10mM dNTP = 2 pl, M-
MuLV (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) = 1 ul ).
Yapilan ters transkriptaz PZR sonucu 1000 ng/pl cDNA 6rnekleri elde edildi.
Elde edilen cDNA 6rnekleri B-aktin (139 bp) ters transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu yontemi ile kontrol edildi. PZR sonucu elde edilen érnekler agaroz
jel elektroforezi ile yuratuldu (Sekil 3.5).
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2000 bg >
1500 bg >

1000 bg =

€ 139 be
(B-aktin)

100bg 4 2 3 4 5 = 7 a 9 10 11 12 POZ NEG
marker

Sekil 3.5. AKT ile inkube edilmig 6rneklerin cDNA eldesi
(1-2: Kontrol 6rnekleri, 3-6: AKTi ile 8 saat inklbe edilmig ornekler,
7-8: Kontrol ornekleri, 9-12: AKTi ile 24 saat inkube edilmis ornekler,
POZ: Pozitif kontrol, NEG: Negatif kontrol)

3.11 Sybr Green ile Es Zamanl PZR (qPCR) ve Analizi

Elde edilen cDNA ornekleri ile Sybr Green protokoline uygun olarak
hazirlandi (dH2O = 4 ul, Forward Primer (5 yM) = 2 ul, Reverse Primer (5
MM) = 2 ul, Sybr Green Mix = 10 ul, cDNA = 2 ul). Uygulanan her bir ilag ve
farkli zaman araligi igin 2 hedef gen primeri (HER2 ve HER3) ve 1 referans
gen primeri (B-aktin) kullanildi (Tablo 3.1). Es zamanh PZR igin kullanilan
bilesenler hazirlandiktan sonra reaksiyon dnceden optimize edilen reaksiyon
kosullarina gore ayarlandi (Tablo 3.2)
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Tablo 3.1. Konvansiyonel PZR ve es zamanl PZR’lerde kullanilan primer

dizileri listesi
FORWARD (5-3’) REVERSE (5-3')
HER-2 | 5-GACCTGGTGGATGCTGAGGA-3’ 5-TGGTAGATGAGCTGCGGTGC-3’

HER-3 | 5-CCCTGCCATGAGAACTGCAC-3' | 5-TCACTGTCAAAGCCATTGTCAGAT-3’

B-actin | 5-GCACTCTTCCAGCCTTCCTT-3’ 5’-AATGCCAGGGTACATGGTGG-3

Tablo 3.2. Optimize es zamanli PZR kosulu

ilk Denatiirasyon 95°C 10 dakika
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye

45
Baglanma 59 °C 30saniye b dsngii
Uzama 72°C 30 saniye
Sogutma 72°C 10 dakika

Sybr Green floresan maddesi, cDNA 6rneklerine interkale olarak 1sima
vermektedir. PZR’in denaturasyon-baglanma-uzama asamalariyla birlikte
ornek DNA’lar amplifiye olmakta ve bu sayede drneklerin amplifikasyonlari eg
zamanli olarak gorilmektedir. Es Zamanli PZR sonucu Rotor-Gene 1.7.94
programi ile veriler elde edildi. Tum DNA Ornekleri baz alinarak,
eksponansiyal faza gegis bolgeleri belirlendi ve threshold degeri 0,03 olarak
alindi. Deney verimliligi %98-%100 olarak belirlendi. ilag ile inkiibe ediimemis
tum kontrol 6rnekleri 3 duplike olarak ve ilag ile inkiibe edilmis 6rnekler en az
3 duplike olarak, en fazla 4 duplike olarak c¢aligildi. Referans gen olarak
B-aktin kullanildi. Tam ilag 6rneklerinde ve belirlenen saat araliklarinda hedef
gen olarak belirlenen HER-2 ve HER-3 ifadeleri analiz edildi. Threshold
degerine gore belirlenen Ct (Cycle Threshold) degerleri analiz edildi. Es
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Zamanh PZR yontemi ile elde edilen veriler dogrultusunda kullanilan PI-103,
Rapamisin ve AKTi ajanlari ile hedef genlerin mMRNA ekspresyonlarina etkisi
kargilastirildi. Bu karsilastirma referans genin (B-aktin) ekspresyonu ile hedef
genlerin (HER-2 ve HER-3) normalize edilmesi ile belirlendi. Livak modeli
(Z'MCt) kullanillarak Es Zamanh PZR datasi hesaplandi (Sekil 3.6) [122].
Verilerin degerlendirilmesi icin istatistiksel analizi yapildi. Es Zamanh PZR
sonucu elde edilen 6rnekler agaroz jel elektroforezi ile yarutulda (Sekil 3.7).

AACT = (CT,Target o C,Actin)Timex o (CT,Target o C,Actin)TimeO
Sekil 3.6. Livak modeline gore AACt formalu

(Kenneth J. Livak, Thomas D. Schmittgen 2001 (Ref. 122)’den alinmistir.)
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Sekil 3.7. Es zamanli PZR sonucu mRNA eldesi
(1-6: Kontrol 6rnekleri, 7-14: AKTi ile 8 saat inkube edilmis ornekler (HER2),
15-20: Kontrol 6rnekleri, 21-28: AKTi ile 8 saat inklbe edilmis drnekler
(HERS3), 29-34: Kontrol drnekleri, 35-42: AKTi ile 8 saat inkuibe edilmis
ornekler (B-aktin), POZ: Pozitif kontrol, NEG: Negatif kontrol)

3.12 Lizat Hazirlama

Western blot deneyinde kullanilacak olan proteinlerin elde edilebilmesi
icin lizis tamponu ile hucrelerin lizis edilmesi ve lizat hazirlanmasi
gerekmektedir. Bunun igin oncelikli olarak EBC tamponu hazirlandi (Tablo
3.3). EBC tamponu +4 °C odada 12 aya kadar muhafaza edilebilmektedir.
Hucrelerden lizat elde edilecedi zaman EBC tamponu kullanilarak, hucrelerin
lizis olmasini saglayacak olan lizis tampon hazirlandi (Tablo 3.4).
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Tablo 3.3. EBC tamponu bilesenlerinin konsantrasyonlari ve kullanilan

bilesenlerin hacimleri

Kullanilan Bilegenlerin Final

Kullanilan Bilesenlerin Ornek

Konsantrasyonlari Hacimleri
% 0,5 NP-40 250 pl
120 mM NaCl 12 ml
50 mM TrisHCIpH =7,4 5ml
2 mM EDTA 200 pl
2 mM EGTA 1 ml
Sodyum Pirofosfat 500 pl

Tablo 3.4. Lizis tamponu bilesenlerinin konsantrasyonlari ve kullanilan

bilesenlerin hacimleri

Kullanilan Bilesenlerin Final

Kullanilan Bilesenlerin Ornek

Konsantrasyonlari Hacimleri
EBC Tamponu 1289 ul
1X PIC (Proteaz inhibitér Kokteyli) 150 pl
50 mM Calyculin 1,5 ul

20 mM NaF

60 pl
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NP-40 bileseni sitoplazmik zari pargalayan bir deterjandir. PIC proteaz
inhibitord  olarak  kullanilmakta ve  proteinlerin  degredasyonunu
engellemektedir. TrisHCI, hazirlanan tamponun pH’sinin stabil kalmasini
saglamaktadir. EGTA (etilen glikol tetrasetik asit) ve EDTA (etilen diamin

+++

tetraasetik asit) Ca™ ve Fe™™" iyonlarinin soliisyonda kalmasini saglayarak
reaksiyona girmesini engeller. Sodyum Pirofosfat, Calyculin ve NaF protein
fosfataz inhibitord olarak kullanilir ve bu sayede fosfo proteinlerin
degredasyonu onlenmis olur. Lizat hazirlama islemine baslamadan once lizis
edilecek kuyu sayisinin 2 kati kadar 1,5 ml'lik deney tlipi -20 °C dolapta
sogutulmaldir. Lizat hazirlama asamasinda kullanilacak pipet uglari ve PBS

soguk odada bekletilmig olmalidir.

6 plakh kuyular igerisinde belirlenen saatlerde (0-1-3-6-12-24 saat)
P1-103 ajani ile inkube edilen SKBR-3 hucrelerinin inkibasyon sureleri
bittikten sonra lizat hazirlanacak hiicre plagi etiivden alinarak +4 °C odada
buz Ustinde 5 dakika bekletildi. Bu asamadan itibaren tum islemler sicaklik
faktoriinden dolay protein degredasyonunu 6nlemek amaciyla +4 °C odada
yapildi. Plagin 5 dakika suresince buz ustinde bekletiimesinden sonra
kuyularda bulunan PI-103 ajani ve besiyeri uzaklastirildi. Kuyularin besiyeri
ve ajandan temizlenmesi amaciyla 3 defa soguk PBS ile kuyular yikandi.
Kuyu ve yikama basina 400 ul PBS kullanildi. Devaminda her bir kuyuya 400
ul taze olarak hazirlanmis lizis tampon eklendi. 6 kuyulu plak +4 °C soguk
odada bulunan galkalayicida 100 rpm hizda 5 dakika ¢alkalandi. Calkalama
isleminden sonra herbir kuyu kaziyici (scraper) yardimi ile veya pipet ucunun
arka kismi ile kazindi. Kazima isleminden sonra 6 kuyulu plak tekrardan 100
rom hizda 10 dakika galkalandi. Calkalama isleminden sonra herbir kuyuya
tekrardan birer dakika kazima iglemi yapildi. Kazima igleminden sonra son
defa 100 rpm hizda 5 dakika galkalandi ve son defa kazima islemi yapildi.
Toplamda 3 defa 20 dakika galkama iglemi ve 3 defa kuyu basina birer
dakika kazima iglemi yapilmis oldu. Yapilan bu islem ile hucrelerin lizis
olmasi saglandi. Son kazima isleminden sonra -20 °C dolapta sogutulan 1,5
ml'lik deney tupleri alindi ve lizis edilen ornekler tuplere konuldu. 1,5 ml'lik
deney tlplerine konulan érnekler +4 °C’ye sogutulmus santrifijde 13000 rpm
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hizda 10 dakika santrifij edildi. Bu iglem ile ¢ozeltide bulunan atik
maddelerin tlpin dibine ¢bkmesi saglandi. +4 °C soduk odada dikkatli bir
sekilde, pellet kaldiriilmadan, supernatant mikropipet ile gekilerek 6nceden
-20 °C’de sogutulmus olan 1,5 ml'lik deney tiplerine aktarildi. Bu islemden
sonra protein kantitasyonu asamasina gegcildi veya protein lizatlari daha
sonra kantite edilmek Uizere -86 °C buzdolabina kaldirildi.

3.13 Protein Kantitasyonu

Western blot deneyinde kullanilacak olan protein lizatlarinin, protein
miktarlarinin tayini amaciyla Coomassie Plus Protein Assay Reagent Kit ile
protein kantitasyonu yapildi. Duz tabanl 96 kuyulu plakta bulunan kuyulara
protein miktar tayini yapilacak protein lizat orneklerinden 10’ar ul eklendi.
Ayrica kantitasyonu yapilacak orneklerin protein miktarlarinin belirlenebilmesi
amacilyla, igerigindeki protein miktari oranlari bilinen BSA (Bovine Serum
Albumin) protein standartlari 96 kuyulu plagin bos olan kuyularina eklendi. 2
mg/ml, 1,5 mg/ml, 1 mg/ml, 0,75 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml ve 0,125
mg/ml olmak Uzere toplamda 7 farkli BSA protein standartindan 10’ar pl
kuyulara eklendi. Son olarak lizat hazirlama asamasinda hucreleri lizis etmek
icin kullanilan lizis bufferin yapacagi olasi igsimanin, proteinlerin yogunluklari
ile olusan farkl renk yogunluklarindan c¢ikarilabilmesi amaciyla bir kuyuya 10
gl lizis tamponu eklendi. Blank olarak kullanilacak bu kuyunun renk
yogunlugunun protein kuyularindaki renk yogunluklarindan ¢ikarildigi zaman
elde edilen renk yogunlugu salt olarak proteinlerin olusturmus oldugu
yogunluk olarak elde edildi. Her bir protein standarti, protein lizati ve blank
olarak kullanilacak lizis tamponu Uzerine 290 ul kit icerisinde bulunan
Coomassie Blue solusyonu eklendi. Coomassie Blue kahverengi bir solisyon
olmakla birlikte protein miktari fazla ve/veya pH’si dusuk olan durumlarda
mavi renge donusmektedir. Coomassie Blue eklenen kuyulara yavas bir
sekilde pipetaj yapilarak protein lizatinin ve boya i¢ceren solisyonun homojen
sekilde karismasi saglandi. Kontrolsuz olarak yapilacak pipetaj iglemi
kuyularda baloncuk olusumuna yol agabilir. Bu sebepten o6turu, kantitasyon

verimliligi dusebilir. Ayrica, Coomassie Blue ekleme asamasinin mumkin
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oldugunca hizli bir sekilde manipule edilmesi, 1s1da duyarli olan solisyondan
en yuksek verimi almak agisindan 6nem arz etmektedir. Tum kuyulara ayni
islem uygulandiktan sonra 96 kuyulu plak karanhk ortamda ve oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon asamasindan sonra kantite
edilecek plak, plak okuyucu spektrofotometre cihazina yerlestirildi. 595 nm
dalga boyunda kuyularin renk yogunluklari kantite edildi. Kantitasyon ile elde
edilen degerler 1:30 oraninda Coomassie Blue ile seyreltiimis oldugundan
dolayr 30 ile carpildi. Kantitasyonda kullanilan protein standartlar mg/ml
cinsinden oldugu icin elde edilen bu deger, 1 ml lizat igerisinde bulunan
proteinin mg cinsinden degerini vermektedir. Bu sebepten dolay! érneklerden
elde edilen degerler 1 pl lizat igerisinde bulunan protein miktarini pg
cinsinden karsiligini vermektedir. Western blot deneylerinde her bir drnekten
50 pg/ul protein kullanilacagi icin elde edilen degerleri dogru oranti yaparak
50 pg’t kantitasyon sonucu hesapladigimiz ug degerlerine bolerek kag pl
protein lizati kullanilacagi hesaplandi. Western blot deneyine baglamadan
once tum protein lizatlarina SDS-jel yukleme tamponu 1:1 oraninda
ekleneceginden dolay! son elde ettigimiz degeri iki ile carparak protein lizat
orneklerinden kullanilacak net pl degeri hesaplanmig oldu.

3.14 Western Blot ve Protein Analizi

Protein kantitasyonu asamasindan sonra 1,5 ml'lik deney tuplerinde
bulunan veya kullanilacak lizat miktari oraninda (1:1) SDS-jel yukleme
tamponu tuplere eklenerek karigtinidi. SDS igerisinde bulunan -
merkaptoetanolden dolayr bu islem c¢eker ocak igerisinde yapildi. Tap
iceresine eklenen ve pipetaj yapilarak homojen sekilde karismasi saglanan
SDS tamponu, proteinlerin denatlirasyonu igin onceden 1sisi 95 °C'ye
getirilmis olan kuru 1sitma blogu igerisinde 5 dakika bekletildi. Bu sayede
proteinler denatlre olmus oldu. Proteinlerin denatirasyonu kullanilacak olan
antikorlarin proteinleri tutunabilmesi acgisindan onemlidir. Aksi takdirde
antikorlarin proteinlere tutunmasi imkansizlasir. Tampon igerisinde bulunan
B-merkaptoetanol proteinlerin disulfit baglarinin indirgenmesini sadlar.

Tampon igerisinde bulunan ve tamponun adini aldigi SDS maddesi denature
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edilen proteinlerin eksi (-) yuk ile yuklenmesini saglar. Tampon icerisinde
bulunan diger maddelerden biri olan gliserol proteinlerin jel kuyulari igerisine
¢cokmesini saglamakta ve bir diger madde olan bromfenol mavisi ise jelde

orneklerin gorulmelerini saglamaktadir (Tablo 3.5)

Tablo 3.5. SDS-jel yukleme tamponu bilesenleri ve kullanilan bilesenlerin

hacimleri

Kullanilan Bilesenlerin Final Kullanilan Bilesenlerin Ornek

Konsantrasyonlari Hacimleri
dH0 1,4 ml
Bromfenol mavisi 4 mg
1M Tris HCI pH= 6,8 1,6 ml
%10 SDS 4 ml
%10 Gliserol 2ml
B-merkaptoetanol 1 mi

3.14.1 Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Western blot deneyleri igin jel yurutme tanki olarak Ow/ P8DS
(Thermo Scientific) sistemi kullanildi. Yurutme ve yukleme jelleri ¢ozeltileri
her deney icin iki jel kullanimina yetecek ve 2 hedef protein analizinin
yapilabilecegi miktarda, hacimleri optimize edilmis oranlarda kullanildi
(Tablo 3.6).
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Tablo 3.6. Jel hazirlamak igin kullanilan ¢ozelti miktarlari

%10 Yurutme Jeli (2 Jel igin) %4 Yukleme Jeli (2 Jel igin)

dH>O - 6,03 ml dHO > 9 ml

%30 Akrilamid/Bisakrilamid 25 ml | %30 Akrilamid/Bisakrilamid -1,98 ml

1,5 M Tris pH=8,8 = 3,75 ml 0,5 M Tris pH=6,8 = 3,78 ml
%10 SDS - 150 pl %10 SDS - 150 pl
%10 APS - 75 pl %10 APS - 75 pl
TEMED - 7,5 yl TEMED - 15 pl

Jel solusyonunu hazirlarken amonyum persulfat (APS) ve
tetrametiletilendiamin (TEMED) en son eklenecek madde olmalidir. APS
solusyonda bulunan akrilamidin polimerizasyonunu saglayan ko-aktivator
madde, TEMED ise katalizor maddedir. En iyi performansi elde edebilmek
icin APS diger c¢ozeltilerden farkh olarak taze hazirlandi. APS, 0,1 mg/ul
olacak sekilde dH20 ile (50 mg APS + 500 pl dH20) ¢6zundu.

Jel solusyonunu polimerizasyonu igin kullanilacak olan cam sikigtirma
aparatlarinin temiz olmasina dikkat edildi. Cam yuzeyi jel solusyonu
dokulmeden once dH,O ve etanol ile temizlenerek kullanima hazir hale
getirildi. Cam sikistirma aparati arasina ilk olarak yurutme jeli solisyonu
eklendi. Camin %/’luk kismina kadar yurutme jeli eklendi. Akrilamidin hava ile
temasi jelin polimerizasyonunu engelledigi icin jelin Ust kismina jelin hava ile
temasini kesecek ve jeli yuklerken olugsan hava kabarciklarinin varligini
engelleyecek ayrica jelin diz bir yuzey alani olusturmasini saglayacak
miktarda budtanol eklendi. Jelin donmasi igin 30-60 dakika beklenildi.
Yuratme jelinin donmasi ile birlikte cam arasindaki butanol dH,O ile

yikanarak uzaklastirildi. Cam arasinin islak kalmamasi igin pegete yardimi ile
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cam arasinda kalan su c¢ekildi. Bu iglemden sonra hazirlanan yukleme jeli 74
oraninda yurutme jeli Gzerine eklendi. Jel eklenmesinin hemen ardindan
kuyularin olugmasini saglayacak tarak aparati konuldu. Yukleme jelinin
donmasi iginde 30-60 dakika beklendi ve bu sire sonunda taraklar cam
arasindan dikkatlice ¢ikarildi. Bu sayede yukleme jelinin donmasi ile yukleme
yapilacak kuyular olusturulmus oldu. Cam arasinda bulunan ve kullanima
hazir olan jel yuritme tanki igerisine konuldu. YurGtme tanki igerisine
yerlestirilen cam sikigtirma aparati igerisinde bulunan jellerin arasina ve dig
bdlgede bulunan tank igerisine 1X yurutme tamponu eklendi (Tablo 3.7).
Yuritme tamponunun kuyularin i¢ini doldurmasi saglandi. Bu asamadan
sonra lizat ornekleri ve marker kuyulara ylklendi. Ornekler ve marker
yuklendikten sonra tankin kapagi kapatildi ve tank gu¢ kaynagina baglandi.
100-110 voltta 1,5-2 saat yurumesi saglandi.

Tablo 3.7. Yurutme tamponu bilesenleri ve kullanilan bilesenlerin hacimleri

Yurutme Tamponu (10X)

Tris > 15 ¢
Son hacim 1000 ml
Glisin > 72 g - Olacak sekilde
dH-0 eklendi.
SDS>5¢g

3.14.2 iBlot™ Dry Blotting Sistemi ile Transfer ve Blotlama

Orneklerin yurime iglemi bittikten sonra glc kayna@i kapatildi. 1X
yikleme tamponu tankin igerisinden uzaklastirildi. igerisinde SDS jelin
bulundugu cam aparatlar igi dH20O ile doldurulmus bir kabin igerisine konuldu.
Dikkatli bir sekilde, jele zarar vermeden cam aparatlar birbirlerinden ayrildi ve
jel su icerisine birakildi. Bu asamadan sonra transfer islemini
gerceklestirecegimiz  iBlot™ Dry Blotting transfer sistemi materyalleri

hazirlandi. Cihazin kapagi acildi ve stack igerisinde bulunan materyaller su
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sira ile cihaza yerlestirildi: Anot Stack (icerisinde en alt katmanda pozitif
yukli anot stack ve onun Uzerinde jelde yurimus olan proteinlerin tranfer
olacagl PVDF membran bulunmaktadir) = Jel - Filtre Kagidi (Jelin Ustline
filtre kagidi yari 1slak bir sekilde koyuldu) - Katot Stack (Negatif yuklu katot
stack sayesinde proteinlerin PVDF membrana dogru transferi
saglanmaktadir) - Sudnger (Son olarak sunger cihazin kapak kismina
yerlestirildi ve cihaz kapatildr)

Materyallerin yerlestiriimesinden sonra cihaz c¢alistirildi. Transfer
isleminden sonra analizini saglayacagimiz p-HER2 (185 kDa) ve p-HER3
(185 kDa) proteinlerinin bayukltkleri 150 kDa’dan buyuk oldugu i¢in 20 volt
akim olarak ayarlanmis P3 programi segildi. Akimin gecgeceg@i sure ilk
denemelerde 7 dakika olarak ayarlandi. Ancak goéruntileme basamaginda
membranda herhangi bir bant tespit edilemedi. Bu sebepten dolayi transfer
suresi 13 dakika olarak optimize edildi. Cihaz galistirildi ve proteinlerin jelden
membrana transfer islemi saglandi. Transfer islemi surerken %5’lik yagsiz
sut tozu PBS-T (%0,1 PBS-Tween 20) igerisinde ¢ozuldu. P3 programinda
(20 volt) 13 dakika suren transfer sonrasi cihazin kapagi acildi jelin Ustiunde
bulunan materyaller atildi. Devaminda jelin boyutlari baz alinarak PVDF
membranin jel disinda kalan bdlgeleri membranin kuruma riskinden oturu
hizlh bir sekilde kesildi. Kesilen membran bir kap igerisinde Onceden
hazirlanmis olan yagsiz sut tozu solisyonuna konuldu. Membran, yagsiz sut
tozu solUsyonu igerisinde 1-1,5 saat suresince, oda sicakliginda ve 100 rpm
hiza ayarlanmig cgalkalayici Uzerinde blokasyonu gerceklesti. Sut tozunda
bulunan kazein proteinlerin epitoplarina tutunarak blokasyon asamasindan
sonra uygulanacak antikor inkUbasyonunun spesifitesini arttirmayi
saglamaktadir. Bu sayede goruntileme esnasinda membran, arka planda
daha temiz bir goruntu elde etmemizi saglamaktadir. Blokasyon iglemi
bittikten sonra 1X PBS-T ile membran ayni kap igerisinde 3 defa 10’ar dakika
100 rpm hizda galkalayicida yikandi. Bu sayede sut tozu kalintilari membran

yuzeyinden temizlenmis oldu.
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Sut tozu ile blokasyon ve ardindan yapilan PBS-T ile yikama
asamasindan sonra membrani primer antikor ile muamele agamasina gegildi.
Bu asamada, denatire olmus proteinleri tek bir determinantini taniyan,
yuksek afinite ve 6zgullukte taniyan monoklonal antikorlar kullanildi. p-HER2
proteini igin p-Her2/ErbB2 Rabbit Anti-human primer antikoru ve p-HER3
proteini icin p-Her3/ErbB3 Rabbit Anti-human primer antikoru kullanildi. Her
iki monoklonal antikorda PBS-T igerisinde 1:1000 oraninda dilte edildi (10 pl
primer antikor + 10 ml PBS-T). Kullanilacak antikorun PBS-T igerisinde
homojen karigmasi igin solusyon 3-5 saniye vortekslendi. PBS-T ile dilue
edilen monoklonal antikor membranin bulundugu kaba eklendi ve +4 °C
odada, 100 rpm hizda c¢alisan calkalayici Uzerinde ajite edilerek bir gece
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresinin en az 18 saati gegmis olmasina
dikkat edildi. Bir gece primer antikor membran ile inkibasyonu sonrasi
antikor membrandan uzaklastirildi ve oda sicakhginda 3 defa 100 rpm hizda
calkalayici Uzerinde yikandi. Bu iglemden sonra primer antikorun
goruntulenebilmesi icin HRP (Horseradish Peroksidaz) konjuge primer
antikorun Uretildigi organizmaya karsi Uretilmis sekonder antikor ile
inkiibasyon agsamasina gecildi. Sekonder antikor olarak Polyclonal Goat Anti-
rabbit immunoglobulins/HRP kullanildi. Sekonder antikor 1:10000 oraninda
PBS-T ile dilue edilerek membran ile 1,5 saat oda sicakhdinda 100 rpm
hizda calkalayici Uzerinde inkube edildi (1 pl sekonder antikor + 10 ml
PBS-T). inkiibasyon siiresi bittikten sonra sekonder antikor membrandan
uzaklastirildi ve son olarak PBS-T ile 3 defa 10’ar dakika oda sicakliginda
100 rpm hizda calkalayici Uzerinde yikandi. Yapilan yikama iglemleri
sayesinde membran Ustindeki olasi non-spesifik baglanmalarin
temizlenmesi saglandi. Son vyapilan yikamadan sonra kemoliminesans

goruntileme agsamasina gegildi.
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3.14.3 Kemoliiminesans Goriintiileme

Sekonder antikor ile inkibasyon ve ardindan yapilan PBS-T ile yikama
sonrasi membran Uzerinde goruntilemek istenilen hedef proteinlerin
goruntilenmesi asamasina gegildi. ECL igerisinde bulunan luminesans
madde olan luminol, sekonder antikora konjuge HRP’de bulunan peroksidaz
enziminin substratidir. Bu sayede luminol, peroksidaz enzimi ile reaksiyona
girerek peroksidazi okside eder ve 3-aminoftalat aciga cikar. Agiga c¢ikan
urin foton sagarak (425 nm) dusuk enerji seviyesine iner ve 1sima olusur.
Meydana gelen bu reaksiyon sonucu inkube edilen antikorun baglandigi
proteinler bant vererek gorunur hale gelir. ECL kiti olarak Super Signal West-
femto  Maximum  Sensitivity = Substrate kullanildi ve reaksiyonun
gerceklesmesi saglandi. Kit protokuline uygun olarak hazirlanan solisyon
membranin tim yuzeyini kaplayacak sekilde eklendi ve 5 dakika karanlikta
inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi soliisyon uzaklastirildi ve membran
uzerinde bulunan protein bantlari Kodak Gel Logic 1500 goruntileme cihazi

ile goruntulendi.
3.14.4 B-aktin ile Reblot

Goruntileme asamasindan sonra elde edilen protein bantlarinin
normalizasyonu ve deney sonucunun kontrolinu saglamak amaciyla (-aktin
proteinlerinin homojenitesine bakildi. Bunun igin hedef protein bant
goruntalerini elde ettigimiz membrani (-aktin primer antikoru ile reblot iglemi
yapildi. Goruntuleme iglemi bittikten sonra membran 15 dakika PBS-T
icerisinde, oda sicakhginda, 100 rpm hizda calkalayaci Uzerinde inkube
edildi. Yikama isleminde sonra blokasyon asamasi olan %5’lik yagsiz sut
tozu solusyonu ile 1,5 saat inkUbasyon agsamasina gegildi. Devaminda 3
defa, 10’ar dakika, oda sicakhginda 100 rpm hizda galkalayici Uzerinde PBS-
T ile yikama agsamasina gecildi. Yikama asamasindan sonra B-actin Rabbit
Anti-human primer antikoru 1:2500 oraninda PBS-T ile dilie edilerek primer
antikor ile inkibasyon asamasina gegildi (6 pl primer antikor + 15 ml PBS-T).

ilk reblot deneylerinde B-aktin primer antikoru ile 1 saat inkiibe edildi. Elde
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edilen zayif B-aktin protein bantlari sebebiyle inkibasyon suresi 2 saat olarak
optimize edildi. Oda sicakliginda 100 rpm hizda galkalayici Uzerinde 2 saatlik
B-aktin primer antikoru ile inkibasyon asamasindan sonra 3 defa, 10’ar
dakika, oda sicakliginda 100 rpm hizda calkalayici Uzerinde PBS-T ile
ylkama asamasina gegcildi. Yikama asamasindan sonra HRP konjuge
sekonder antikor ile inkibasyon asamasina gegildi. Oda sicakliginda 100
rom hizda galkalayici Uzerinde 1,5 saatlik HRP konjuge sekonder antikor ile
inkiibasyon asamasindan sonra 3 defa, 10’ar dakika, oda sicakhginda 100
rom hizda calkalayici Uzerinde PBS-T ile yikama agsamasina gegildi.
Membran son defa PBS-T ile yikandiktan sonra kemoliminesans
goruntileme asamasina gegildi. Goruntiuleme sonucunda elde edilen (B-aktin
bantlari ve daha o©nce elde edilen p-HER2 ve p-HER3 bantlarinin
dansitometrik analizi agamasina gegildi

3.14.5 Dansitometrik Analiz

Imaged adli goruntu analiz programi kullanilarak, kemoliminesans
goruntuleme ile elde edilen bantlarin dansitometrik yogunluklari tespit edildi.
Elde edilen 3 bagimsiz grubun hedef protein bantlari ile kontrol proteini
olarak kullanilan B-aktin protein bant yogunluklari ile normalize edildi.

3.15 istatistiksel Analiz

Es zamanli PZR sonucu elde edilen mRNA analizi verileri ve western
blot sonucu elde edilen protein analizi verileri bagimsiz gruplar student t testi
ile istatistiksel analizi yapildi. Yapilan testin sonucunda p<0,05 olan degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. istatistiksel analizler IBM® SPSS®
Statistics Version 20 programi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

4.1 SKBR-3 Hiicre Dizisinde AKTi ile PI3K Yolaginin Farmakolojik
inhibisyonunun HER2 ve HER3 Ekspresyonlarina Etkisi

SKBR-3 hucreleri 8 ve 24 saat sure ile 1 yM AKTi ile inkiibe edilerek
HER2 ve HER3 mRNA ekspresyonlari kontrol hucreleri ile es zamanh PZR
yontemi kullanilarak karsilastirildi. Kontrol olarak (-aktin kullanildi. Her kosul
icin 4 bagimsiz deney vyapildi. Hucrelerin HER2 ve HER3 mRNA
ekspresyonlarinda ilaca bagl olarak gorilen degisimler bagimsiz gruplar
student’s t testi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi.

4.1.1 SKBR-3 Hiicre Dizinde AKTi’nin Zamana Bagl Olarak
inkiibasyonunun HER2 Ekspresyonuna Etkisi

SKBR-3 hucrelerinde kullanilan AKTi'nin zamana bagli olarak
HER2 mRNA eskpresyonlarina etkisi es zamanli PZR yontemi ile incelendi.
Zamana bagl olarak elde edilen Ct degerlerinin kontrol grubu Ct degerleri ile
arasindaki fark hesaplanarak 224! degerlerine ulasildi. 22! degerleri ile
yapilan istatistiksel analiz sonucu, kontrol hucreleri ile 8 saat AKTi ile
muamele edilmis hlcreler arasinda ve kontrol hucreleri ile 24 saat AKTi ile
muamele edilmis hucreler arasinda anlamli bir fark gorulmedi (p>0,05)
(Sekil 4.1 ve 4.2).
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Sekil 4.1. SKBR-3 hucre dizisinde Sekil 4.2. SKBR-3 hucre dizisinde
8 saat AKTi ile inkibasyonun 24 saat AKTi ile inkibasyonun
HER2 mRNA ekspresyonuna etkisi HER2 mRNA ekspresyonuna etkisi

(= %25-%75, | = Min-Mak ) ([ = %25-%75, | = Min-Mak )

4.1.2 SKBR-3 Hiicre Dizinde AKTi’nin Zamana Bagl Olarak
inkiibasyonunun HER3 Ekspresyonuna Etkisi

SKBR-3 hucrelerinde kullanilan AKTi'nin zamana bagli olarak
HER3 mRNA eskpresyonlarina etkisi es zamanli PZR yontemi ile incelendi.
Zamana bagl olarak elde edilen Ct degerlerinin kontrol grubu Ct degerleri ile
arasindaki fark hesaplanarak 224! degerlerine ulasildi. 22! degerleri ile
yapilan istatistiksel analiz sonucu, kontrol hucreleri ile 8 saat AKTi ile
muamele edilmis hicreler arasinda ve kontrol hucreleri ile 24 saat AKTi ile
muamele edilmis hucreler arasinda anlamli bir fark gorulmedi (p>0,05)
(Sekil 4.3 ve 4.4).

SKBR-3 hucrelerinin 8 ve 24 saatlik AKTi ile inkubasyonunun,
HER2 ve HER3 mRNA ekspresyon duzeylerinde istatistiksel olarak anlaml
bir degisim gostermedigi belirlendi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.3. SKBR-3 hicre dizisinde Sekil 4.4. SKBR-3 hiicre dizisinde
8 saat AKTi ile inkibasyonun 24 saat AKTi ile inklbasyonun

HER3 mRNA ekspresyonuna etkisi HER3 mRNA ekspresyonuna etkisi
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I HER2
HER3
AKTi O AKTi 8 AKTi 24
B-aktin 1 1 1
HER2 1,006 1,080 1,287
HER3 1,018 0,905 1,308

inhibitér (saat)

Sekil 4.5. SKBR-3 hiicre dizisinde AKTi’nin zamana bagli olarak
HER2 ve HER3 mRNA ekspresyonlarina etkisi (+SH)
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4.2 SKBR-3 Hiicre Dizisinde Rapamisin ile PI3K Yolaginin Farmakolojik
inhibisyonunun HER2 ve HER3 Ekspresyonlarina Etkisi

SKBR-3 hucreleri 8 ve 24 saat sure ile 50 nM Rapamisin ile inkibe
edilerek HER2 ve HER3 mRNA ekspresyonlari kontrol hucreleri ile es
zamanli PZR yontemi kullanilarak kargilasgtiriidi. Kontrol olarak B-aktin
kullanildi. Her kosul i¢cin 3 bagimsiz deney yapildi. Hucrelerin HER2 ve
HER3 mRNA ekspresyonlarinda ilaca bagh olarak goérilen degisimler

bagimsiz gruplar student’s t testi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi.

4.2.1 SKBR-3 Hiicre Dizinde Rapamisin’in (nTOR inhibitoru)
Zamana Bagh Olarak inkiibasyonunun HER2 Ekspresyonuna Etkisi

SKBR-3 hiucrelerinde kullanilan Rapamisin’in zamana bagh olarak
HER2 mRNA eskpresyonlarina etkisi es zamanlh PZR yontemi ile incelendi
Zamana bagl olarak elde edilen Ct degerlerinin kontrol grubu Ct degerleri ile
arasindaki fark hesaplanarak 224! degerlerine ulasildi. 22! degerleri ile
yapilan istatistiksel analiz sonucu, kontrol htcreleri ile 8 saat Rapamisin ile
muamele edilmis hdcreler arasinda anlaml bir fark goérulmezken (p>0,05),
kontrol hucreleri ile 24 saat Rapamisin ile muamele edilmis hicreler arasinda
anlamli bir fark oldugu goéruldiu (p<0,05) (Sekil 4.6 ve 4.7).
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Sekil 4.6. SKBR-3 hucre dizisinde Sekil 4.7. SKBR-3 hucre dizisinde
8 saat Rapamisin ile inkibasyonun 24 saat Rapamisin ile inklbasyonun

HER2 mRNA ekspresyonuna etkisi HER2 mRNA ekspresyonuna etkisi
(L= %25-%75, T = Min-Mak ) (Ll = %25-%75, T = Min-Mak )

4.2.2 SKBR-3 Hiicre Dizinde Dizinde Rapamisin’in Zamana Bagl
Olarak inkiibasyonunun HER3 Ekspresyonuna Etkisi

SKBR-3 hiucrelerinde kullanilan Rapamisin’in zamana bagh olarak
HER3 mRNA eskpresyonlarina etkisi es zamanlh PZR yontemi ile incelendi
Zamana bagl olarak elde edilen Ct degerlerinin kontrol grubu Ct degerleri ile
arasindaki fark hesaplanarak 24! degerlerine ulasildi. 22! degerleri ile
yapilan istatistiksel analiz sonucu, kontrol htcreleri ile 8 saat Rapamisin ile
muamele edilmis hdcreler arasinda anlaml bir fark goérulmezken (p>0,05),
kontrol hucreleri ile 24 saat Rapamisin ile muamele edilmis hicreler arasinda
anlamli bir fark oldugu goéruldu (p<0,05) (Sekil 4.8 ve 4.9).

SKBR-3 hucrelerinin 8 saat Rapamisin ile inkibasyonu sonucu, HER2
ve HER3 mRNA ekspresyon duzeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
degisim gorulmezken, 24 saatlik inkibasyon sonucu HER2 ve HER3 mRNA
ekspresyon duzeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim goruldugu
belirlendi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.8. SKBR-3 hicre dizisinde
8 saat Rapamisin ile inkibasyonun

Sekil 4.9. SKBR-3 hicre dizisinde
24 saat Rapamisin ile inkibasyonun
HER3 mRNA ekspresyonuna etkisi
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HER3 mRNA ekspresyonuna etkisi
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HER3 1,006 1,893 1,891
inhibitér (saat)

Sekil 4.10. SKBR-3 hiicre dizisinde Rapamisin’in zamana bagl olarak
HER2 ve HER3 mRNA ekspresyonlarina etkisi (+SH) (*=p<0,05)
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4.3 SKBR-3 Hiicre Dizisinde PI-103 ile PI3K Yolaginin Farmakolojik
inhibisyonunun HER2 ve HER3 Ekspresyonlarina Etkisi

SKBR-3 hucreleri 8 ve 24 sure ile 1 yM PI-103 ile inkube edilerek
HER2 ve HER3 mRNA ekspresyonlari kontrol hucreleri ile es zamanh PZR
yontemi kullanilarak karsilastiriidi. Kontrol olarak B-aktin kullanildi. Her kosul
icin 4 bagimsiz deney vyapildi. Hucrelerin HER2 ve HER3 mRNA
ekspresyonlarinda ilaca bagh olarak gorulen degisimleri bagimsiz gruplar

student’s t testi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi.

4.3.1 SKBR-3 Hiicre Dizinde PI-103’in Zamana Bagh Olarak
inkiibasyonunun HER2 Ekspresyonuna Etkisi

SKBR-3 hucrelerinde kullanilan PI-103'Un zamana bagli olarak HER2
MRNA eskpresyonlarina etkisi es zamanli PZR yontemi ile incelendi.
Zamana bagl olarak elde edilen Ct degerlerinin kontrol grubu Ct degerleri ile
arasindaki fark hesaplanarak 224! degerlerine ulasildi. 22! degerleri ile
yapilan istatistiksel analiz sonucu, kontrol huicreleri ve 8 saat PI-103 ile
muamele edilmis hucreler arasinda ve kontrol hucreleri ve 24 saat PI-103 ile
muamele edilmis hucreler arasinda anlamli bir fark gorulmedi (p>0,05)
(Sekil 4.11 ve 4.12).

uuuuuu

1,200

oooooooooo

T T
ooooooooooooooooooo

Sekil 4.11. SKBR-3 hiucre dizisinde  Sekil 4.12. SKBR-3 hlcre dizisinde
8 saat PI-103 ile inkibasyonun 24 saat PI-103 ile inkibasyonun
HER2 mRNA ekspresyonuna etkisi HER2 mRNA ekspresyonuna etkisi

([ = %25-%75. | = Min-Mak ) ([ = %25-%75, | = Min-Mak )
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4.3.2 SKBR-3 Hiicre Dizinde Dizinde PI-103’iin Zamana Bagl
Olarak inkiibasyonunun HER3 Ekspresyonuna Etkisi

SKBR-3 hucrelerinde kullanilan PI-103’4n zamana bagli olarak HER3
MRNA eskpresyonlarina etkisi es zamanli PZR yontemi ile incelend..
Zamana bagl olarak elde edilen Ct degerlerinin kontrol grubu Ct degerleri ile
arasindaki fark hesaplanarak 274! degerlerine ulasildi. 22! degerleri ile
yapilan istatistiksel analiz sonucu, kontrol huicreleri ve 8 saat PI-103 ile
muamele edilmis hucreler ve kontrol hicreleri ve 24 saat PI-103 ile muamele
edilmig hucreler arasinda anlaml bir fark gorilmedi (p>0,05) (Sekil 4.13 ve
4.14).

SKBR-3 hucrelerinin 8 ve 24 saatlik PI-103 ile inkibasyonu sonucu,
HER2 ve HER3 mRNA ekspresyon duzeylerinde istatistiksel olarak anlaml
bir degisim gostermedigi belirlendi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.13. SKBR-3 hiicre dizisinde  Sekil 4.14. SKBR-3 hcre dizisinde
8 saat PI-103 ile inkUbasyonun 24 saat PI-103 ile inkibasyonun
HER3 mRNA ekspresyonuna etkisi HER3 mRNA ekspresyonuna etkisi

(L) = %25-%75, T =Min-Mak) (L =%25-%75, T =Min-Mak )
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Sekil 4.15. SKBR-3 hucre dizisinde PI-103’Un zamana bagl olarak
HER2 ve HER3 mRNA ekspresyonlarina etkisi (+SH)

4.4 Western Blot Deneyi Optimizasyonu

Western blot deneylerinde, p-HER2 ve p-HERS3 protein ekspresyonlari
analizlerine baglamadan 6nce goruntileme ve kantitasyon agsamasinda, elde
edilen protein bantlarinin normalizasyonu ve deney kontrolunu saglamak
amaciyla B-aktin proteinlerin ekspresyonu degerlendirildi. Bunun igin hedef
protein bant goruntulerini elde ettigimiz membrani B-aktin primer antikoru ile
reblot iglemi yapildi. B-aktin bantlarinin homojen olmamasi sebebiyle protein
kantitasyonu ve poliakrilamid jel elektroforezi asamalarinda optimizasyon

caligmalari yaratulda.
4.4.1 Protein Kantitasyonunun Optimizasyonu

ilk yapilan Western blot calismalarinin dansitometrik analizleri
sonucunda, kontrol proteini olarak kullanilan B-aktin bantlarinin esit olarak
yuklenmedigi gozlendi (Sekil 4.16).
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PI-103 (1uM)

Kontrol 1 saat 3 saat 6 saat 12 saat 24 saat

Boaktin T — — W e 5D

Sekil 4.16. B-aktin ekspresyonu

Bu agsamada, protein kantitasyon yonteminde minor degisiklikler

uygulandi (Tablo 4.1)

Tablo 4.1. Protein kantitasyonu yontemi

ilk uygulama Modifiye uygulama
Hazir stok protein standart Taze protein standarti
+4 °C odada manipilasyon Oda sicakliginda manipulasyon
Spektrofotometre ¢alkayacisi Pipetaj
Ampul BSA Standart (Thermo) Hazir BSA Standart (Bio-rad)

Protein kantitasyonu asamasinda kullanilan tek ampullik 2 mg/ml’lik BSA
standardinin seri dilusyonu ile hazirlanan alt deger standartlar, sonraki
deneylerde kullaniimasi igin 5 kullanimlik olarak hazirlandi. Ancak, ilerleyen
protein kantitasyonlarinda deney verimliligi hazir standartlarin kullanimindan
olumsuz olarak etkilendi. Bu deneyimden sonra, protein standartlarinin seri

dilisyonlari deney oncesi hazirlanip kullanildi.

Oda sicakhginda vyapilan protein kantitasyonlarinin  verimlilikleri, ilk
zamanlarda +4 °C odada protein degredasyonunu engelleyebilmek amaciyla

yapilan calismalara oranla daha uyumlu sonuglar verdi. Bu deneyimden
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sonra, Coomassie Blue protein kantitasyonu manipulasyonlari oda
sicakhginda yapildi.

96 kuyulu plagin spektrofotometrenin plagina yerlestirdikten sonra, plak
icerisindeki orneklerin daha etkili bir sekilde ¢alkalanmasi igin cihazin kendi
Ozelligi olan c¢alkalayicisiyla karismasi saglaniyordu. Ancak yapilan
calismada kuyulara eklenebilecek maksimum hacmine yakin dizeyde
solusyon eklendiginden dolayi galkalayici ile yapilan islem sonucu 6rneklerin
birbiri ile karigma riski oldugu g6z 6nunde bulunduruldu. Bu deneyimden

sonra, orneklerin karismasi igin sadece pipetaj islemi yapildi.

Son olarak, protein lizatlarinin spektrofotometrik analizi asamasinda
kullanilan tek ampulluk 2 mg/ml’'lik BSA standartinin seri dilisyonu ile yapilan
Olcimlerde stabilitenin saglanamamasindan o6turu kullanima hazir protein
standartlari kullanildi. Tum bu optimizasyon islemlerinden sonra deney
verimliligi (R2 degeri) %99 olarak belirlendi ve deney verimliliginin
stabilizasyonu saglanmig oldu (Sekil 4.17).

Standard Curve
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Sekil 4.17. Protein kantitasyonu standart egrisi
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4.4.2 Poliakrilamid Jel Elektroforezi Protokoliiniin Optimizasyonu

Western blot deneyleri igin jel yurutme tanki olarak Ow/ P8DS
(Thermo Scientific) sistemi kullanildi. Sistemin jel ylratme tanki tek seferde 2
jel yuaratmek icin uygun olmasina ragmen, 2 jelin ayni anda polimerizasyonu
icin uygun degildi. Kullanillacak orneklerde iki hedef proteinin analizi
yapilacagi i¢cin deney zamaninin ve is gucunun verimli olarak kullanilabilmesi
amaciyla jel yurutme tanki sistemi 2 jelin tek seferde polimerizasyonunu
saglamak amaciyla optimize edildi. Yurutme ve yukleme jelleri ¢ozeltileri her
deney igin iki jel kullanimina yetecek hacimde kullanildi (Tablo 4.2). ilerleyen
western blot deneylerinde hazirlanan jelden yeterli verim alinamamasi
sebebiyle jel hazirlamada kullanilan ¢ozeltilerin oranlari Bio-rad sistemi jel

¢Ozelti oranlarina uygun olarak modifiye edildi (Tablo 4.3).

Tablo 4.2. Daha once hazirlanan protokole gore jel hazirlamak igin kullanilan

¢cOzelti miktarlar

%10 Yurutme Jeli (2 Jel igin)

%5 Yukleme Jeli (2 Jel igin)

dH>O - 5,9 ml

dH20 = 4,2 mi

%30 Akrilamid/Bisakrilamid =5 ml

%30 Akrilamid/Bisakrilamid =1 ml

1,5 M Tris pH=8,8 > 3,8 ml

0,5 M Tris pH=6,8 > 760 pl

%10 SDS - 150 pl

%10 SDS - 60 pl

%10 APS - 150 pl

%10 APS > 60 pl

TEMED - 6 pl

TEMED - 6 pl
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Tablo 4.3. Yeni protokole gore jel hazirlamak igin kullanilan ¢dzelti miktarlar

%10 Yurutme Jeli (2 Jel igin)

%4 Yukleme Jeli (2 Jel igin)

dH>O - 6,03 ml

dH20 = 9 ml

%30 Akrilamid/Bisakrilamid = 5 ml

%30 Akrilamid/Bisakrilamid = 1,98 ml

1,5 M Tris pH=8,8 > 3,75 ml

0,5 M Tris pH=6,8 > 3,78 ml

%10 SDS - 150 pl

%10 SDS - 150 pl

%10 APS > 75 pl

%10 APS > 75 pl

TEMED - 7,5 pl

TEMED - 15 pl

Eski protokole gore hazirlanan jelde yurutulen ve transfer sonrasi

goruntilenen membranlarda bantlarin protein bantlarinin kalitesi yetersiz

bulundu (Sekil 4.18). Modifiye edilen protokole gore hazirlanan jellerde
protein bantlari bagari ile géruntulendi (Sekil 4.19). Bu asamadan sonra tum
deneyler optimize protokol uygulanarak yapildi.

PI-103 (1uM)

1 saat 3 saat

B-aktin @ o FETn oD ~ -

6 saat 12 saat 24 saat

45 kD

Sekil 4.18. Daha 6nce uygulanan Western blot protokolu ile elde edilen

protein bantlarinin goruntusu
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PI-103 (1xM)
1 saat 3 saat 6 saat 12 saat 24 saat

Boaktin WIS G U g A (S <D

Sekil 4.19. Modifiye protokol ile hazirlanan jelde protein bantlarinin goéruntusu

4.5 SKBR-3 Hiicre Dizisinde PI3K Yolaginin PI-103 Dual inhibitorii ile
Farmakolojik inhibisyonunun Zamana Bagh Olarak p-HER2

Ekspresyonuna Etkisi

SKBR-3 hucreleri 1, 3, 6, 12 ve 24 saat sure ile 1 yM PI-103 ile inkUbe
edilerek p-HER2 ekspresyonlari kontrol hucreleri ile Western blot yontemi
kullanilarak karsilastirildi. YUkleme kontrol olarak kullanilan B-aktin, protein
bantlari ile normalize edildi. Her kosul i¢cin 3 bagimsiz deney yapildi.
Hucrelerin p-HER2 ekspresyon duzeylerinde gorulen degisimleri bagimsiz
gruplar student’s t testi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi (Sekil
4.20) (Tablo 4.4).

Analiz sonucu, kontrol hucreleri ile zamana bagli olarak PI-103 ile
inkiibe edilmis hdcreler arasinda p-HER2 ekspresyonlari duzeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark gortlmedigi belirlendi (p>0,05) (Sekil 4.21).

Kontrol PI-103 (1uM)

1 saat 3 saat 6 saat 12 saat 24 saat 1 saat 3 saat 6 saat 12 saat 24 saat

— ——

| D G D Gy Sy 5D

Sekil 4.20. SKBR-3 hiicre dizinde PI-103 dual inhibitérintn
zamana bagli olarak inkibasyonunun p-HER2 ekspresyonuna etkisi
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Tablo 4.4. SKBR-3 huicre dizinde p-HER2 ekspresyonuna ait ortalama relatif
bant yogunlugu (p-HER2 (185 kDa)/B-aktin) (n=3)

Ortalama Relatif Bant Yogunlugu + SH
inkiibasyon siiresi Kontrol PI-103 ile inklibasyon
1 saat 0,03967 £ 0,0204 0,074 £ 0,042
3 saat 0,0715 + 0,0321 0,058 + 0,008
6 saat 1,21+0,26 1,454+ 0,154
12 saat 0,1036 £ 0,0175 0,071 +0,011
24 saat 2,965+ 0,189 2,983+0,3
4
)g) 3,5
= ; Tl
>
ST
: B 2,5 —
cQ
@2 % 2 - & Kontrol
g o0 s T ~ p-HER2
gx L
~Z 1
o
o 0,5
&
0 T — =T
1 saat 3 saat 6 saat 12 saat 24 saat

Sekil 4.21. SKBR-3 htcre dizinde PI-103 dual inhibitérinlin zamana
bagdli olarak inkibasyonunun p-HER2 relatif bant yogunluguna etkisi
(p-HER2 (185 kDa)/B-aktin) (+SH)
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4.6 SKBR-3 Hiicre Dizisinde PI3K Yolaginin PI-103 Dual inhibitorii ile
Farmakolojik inhibisyonunun Zamana Bagh Olarak p-HER3
Ekspresyonuna Etkisi

SKBR-3 hucreleri 1, 3, 6, 12 ve 24 saat sure ile PI-103 ile inkUbe
edilerek p-HERS3 ekspresyonlari kontrol hucreleri ile Western blot yontemi
kullanilarak karsilastirildi. YUkleme kontrol olarak kullanilan B-aktin, protein
bantlari ile normalize edildi. Her kosul icin 3 bagimsiz deney yapildi.
Hucrelerin p-HER3 ekspresyon diuzeylerinde gorulen degisimleri bagimsiz
gruplar student’s t testi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi (Sekil
4.22) (Tablo 4.5).

Analiz sonucu, kontrol hucreleri ile zamana bagh olarak PI-103 ile
inkiibe edilmis hudcreler arasinda p-HER3 ekspresyonlari duzeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark gortulmedigi belirlendi (p>0,05) (Sekil 4.23).

SKBR-3 hucrelerinin 6 ve 24 saatlik ilag bagimli ve bagimsiz
inkiibasyonlar sonucu, p-HER2 ve p-HER3 protein ekspresyonlarinin gift
bant paterni (185 kDa ve 95 kDa) gostermesi dikkat ¢ekti (Sekil 4.24).

Kontrol PI-103 (1uM)

1 saat 3 saat 6 saat 12 saat 24 saat 1saat 3 saat G6saat 12 saat 24 saat

.~ F e . 185 kD
p-HER3 z . "
D G — E— — — — S e 85kD

[3-aktin _ “ ‘h *-~ 45kD

Sekil 4.22. SKBR-3 hucre dizinde PI-103 dual inhibitdrinin

zamana bagl olarak inkibasyonunun p-HERS3 ekspresyonuna etkisi



Tablo 4.5. SKBR-3 hucre dizinde p-HERS ekspresyonuna ait relatif bant
yogunlugu (p-HERS3 (185 kDa)/B-aktin) (n=3)
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Ortalama Relatif Bant Yogunlugu + SH
inkiibasyon siiresi Kontrol PI-103 ile inkibasyon
1 saat 0,0577 £ 0,029 0,0125 + 0,003
3 saat 0,093 + 0,053 0,0484 + 0,0247
6 saat 1,31+0,32 1,617 +0,131
12 saat 0,109 + 0,005 0,0427 £0,021
24 saat 2,91 +£0,445 2,657 £ 0,067
5 3,5
pleTy)
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Sekil 4.23. SKBR-3 hiicre dizinde PI-103 dual inhibitdrinin
zamana bagli olarak inkubasyonunun p-HERS3 relatif bant
yogunluguna etkisi (p-HER3 (185 kDa)/p-aktin) (+SH)



Kontrol PI1-103 (1uM)

1 3 6 12 24 1 3 6 12 24

G

95 kD
p-HER3 185 kD

95 kD
p-aktin _ —— — — 45D

Sekil 4.24. SKBR-3 hicre dizinde PI-103 dual inhibitérindn
zamana bagli olarak inkibasyonunun p-HER2 ve p-HER3

ekspresyonuna etkisi
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5. TARTISMA

Meme  kanserinde, en guclu  onkojenik  sinyal iletimi
mekanizmalarindan biri PISBK/Akt/mTOR yolaginin kontrolsuz aktivasyonudur.
Bu kontrolsuz aktivasyon, ErbB ailesi reseptorlerinin ekspresyonunda artis
(EGFR, HER2, HERS3), PI3K'i kodlayan PIK3CA geninde mutasyon, Akt
ekspresyonu/aktivitesinde artis ve/veya PTEN’in inaktivasyonu ile olugabilir
[97]. Buna bagh olarak, kanser hucreleri kontrolsiz olarak ¢odalmakta ve
sagkalim oranlari artmaktadir [8, 123]. Meme kanseri hastalarinin yaklasik
olarak %25’inde HER2 ‘nin agir ekspresyonu ile kargilagiimaktadir [49].

ErbB ailesi Uyelerinin aktivasyonlari ile birlikte hicrenin migrasyon,
proliferasyon ve sagkalim sureclerinde rol oynayan PI3K/Akt/mTOR,
MAPK/ERK ve JAK/STAT sinyal yolaklarinin stimulasyonu
gerceklesmektedir. Sinyal aktivitesi diger dimerlere oranla daha yuksek olan
HER2/HER3 heterodimer formunun HERS3 sitoplazmik domaini kuvvetli
olarak PI3K/AKt/mTOR vyolagini aktive ederken, HERZ2'nin sitoplazmik
domaini diger heterodimer formlari olugtugunda MAPK/ERK yolagini da
aktive etmektedir. PI3K ve ERK yolaklarinin konstutif aktivasyonlari kanser
hdcresinin  apoptozdan kagisina da yol agmaktadir [46, 54, 124].
Konvansiyonel tedavi yontemleri arasinda kemoterapiyle birlikte HER2
reseptorund hedefleyen ajanlar da kullaniimaktadir. Bu ajanlara, trastuzamab
ve pertuzumab antikorlari ile tirozin kinaz inhibitord olan lapatinib 6rnek
verilebilir. Ancak, anti-HER2 monoklonal antikor ve/veya tirozin kinaz inhibitor
uygulandiginda, kanser hucresinin ajanin etkisini telafi eden mekanizmalar

geligtirmesi 6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir [54, 114, 125].

Calismamizda, HER2 ekspresyonu artmig olan SKBR3 meme kanseri
hacreleri in vitro model olarak segildi. SKBR3 hucre dizisi, Ozellikleri
itibariyle PI3K/Akt sinyaline bagimli hucre dizileri arasindadir [7]. Bu
hacrelerin, PIK3CA ve PTEN mutasyonu tagsimamalari da dikkate alinarak,
HERZ2/HERS3 heterodimeri aracili PI3K/Akt/mTOR yolaginin PI1-103 ile dual
olarak inhibisyonu hedeflendi ve olasi sinyal yolagi re-aktivasyonu
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fosfoprotein (fosfo-RTK) duzeylerine bakilarak arastirildi. HER2 ve HER3
MRNA ekspresyonlarinda ila¢ aracili induksiyon olup olmadigi ise, PI-103’Un
etkisi AKTi ve Rapamisin ile kargilastirilarak incelendi.

Calismamizda, ilk asamada, farkli inhibitorlerin SKBR3 hucrelerinde
transkripsiyonel duzeyde HER2 ve HER3 induksiyonuna etkileri zamana
bagli olarak incelendi. Bu amagla, PI-103 dual inhibitora, AKTi ve Rapamisin
ajanlar karsilastirildi. AKTi ve Rapamisin dozu literatirden yararlanilarak
secildi [14]. PI-103 dozunun literatir ile uyumlu oldugu daha once

laboratuvarimizda gosterildi [126].

Calismamizda, 50 nM Rapamisin ile muamele edilen hucrelerde 24
saat sureli inkubasyon sonrasinda HER3 ve HER2 mRNA duzeylerinin
istatistiksel olarak anlamli duzeyde arttigi saptandi. SKBR3 hucrelerinde 25
nM Rapamisin dozu ile 48 saat inkibasyonun anlamli duzeyde transkript
artigi yaratmamasi [127], saptadigimiz etkinin doza bagli olduguna isaret
etmektedir. Diger taraftan, HER2" Ozellikteki BT474 hicrelerinde 50 nM
Rapamisin ile 48 saat sureli inkibasyonun HER2 ve HERS3 ekspresyonunu
etkilememesi ise, Rapamisin etkisinin hucre tipine 6zgul oldugunu da
gostermektedir [14]. SKBR3 hdicrelerinde Rapamisin ile HERS3
translasyonunun induklendigi ve bu etkinin elF4E (6karyotik inisiyasyon
faktori 4E) proteininin kompensatuvar olarak aktivasyonuna bagh oldugu
bilinmektedir. SKBR3 hucrelerinde duguk dozda (25 nM) rapamisin ile 72
saat kararlilik gosteren mTOR sinyali inhibisyonu (fosfo-S6 olusumunun tam
inhibisyonu) olmasina kargin, translasyonun tetiklenmesi dikkat cekicidir
[127]. Cahsmamizda saptadigimiz, doza bagli olarak RTK’larin
transkripsiyonel aktivasyonu ise, sinyal yolaginin Rapamisin ile mTOR
seviyesinde inhibisyonunun HER2" kanser hiicrelerinde telafi edilebilen bir
sure¢ oldugunu destekleyici niteliktedir. SKBR3 hucrelerinde, Rapamisin ile
hem HER2 ve HER3 transkripsiyonunda hem de translasyonunda artis
olmasi, PI3K/Akt/mTOR yolaginin inhibisyonu igin tercih edilmemesi gerektigi
yoniindeki kanaati guglendirmektedir. Zira, HER2" meme kanseri
hicrelerinde optimal antitimoéral etki igin HER3’Un kalici ve tam
inhibisyonunu saglamak gerekmektedir [128]. SKBR3 hucrelerinde, HER2
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tirozin kinaz inhibitora olan lapatinib’in HER3 promotor aktivitesini dort misli
arttirdigi bilinmektedir. Buna gore, lapatinib aracili HERS3 transkript duzeyinin
artisindan kismen transkripsiyonun aktivasyonu sorumludur. Bu artistan,
SKBR3 hucrelerinde miR106b miktarinin azalmasi ve HER3 transkript
stabilitesinin artmasi da sorumlu tutulmaktadir [127]. Calismamizda,
Rapamisin aracili HER2 ve HERS3 ekspresyonu artisina iligkin olarak

mekanizmaya yonelik inceleme bulunmamaktadir.

P1-103 dual inhibitort, SKBR3 hucrelerinde hem PI3K hem de mTOR
seviyesinde, tersinir inhibisyon yapmaktadir. Laboratuvarimizda, daha 6nce,
bu tersinir inhibisyon suresinin alti saat oldugu gosterildi [21]. Bununla
uyumlu olarak, ayni dozda (1 pM) ajanin 8 ve 24 saat sure ile
inkiibasyonunun HER2 ve HERS3 transkripsiyonunun induksiyonuna vyol
agmadigi gosterildi. Buna gore, iki inhibitorin kargilastiriimasi ile varilan
nokta, Rapamisin ile elde edilen kararli sinyal inhibisyonunun bedelinin
transkripsiyonel aktivasyon olmasi, ancak dual etkili PI-103 ‘UGn de bodyle bir
etki yapmamakla beraber, kararli bir sinyal inhibisyonu olusturamamasidir.

Calismamizda, AKTi ajani ile yine HER2 ve HER3 mRNA
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli degisim goOzlenmedi. Bu
bulgumuz, BT474 hucrelerinde gozlenen etki ile benzer nitelikte idi [14].
SKBR3 hucrelerinde FOXO3a transfeksiyonu ile yapilan deneyler, HER3'Un
transkripsiyonel aktivasyonunun tetiklenmesinin bu transkripsiyon faktoru ile
iligkisini dogrulamaktadir [128]. Dolayisiyla, bizim deneylerimizde, Akt
inhibisyonunun 0Ongorilen RTK ekspresyonu artigini ortaya koyamamasi,
bazal FOXO3a duzeyinin vyeterli duzeyde promotor aktivasyonu

saglayamamasi yonunde yorumlanabilir.

HER2, HER3'U fosforile eden temel kinazdir. Fosforile olan HER3'Un
PI3K'in p85 altbirimi ile etkilesimi ise HER2+ kanser hucreleri igin
esansiyeldir. HER2" hiicreler, Lapatinib ile inkiibe edilmeleri halinde HER3
protein duzeyi tetiklenmektedir. Daha sonra da, rezidiel HERZ2 kinaz
aktivitesi ile HER3 fosforilasyonu saglanmaktadir. Bu tablo, sonug¢ olarak
PI3K yolagi inhibisyonunun gucund sinirlamaktadir [128, 129]. Dolayisiyla,
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HERZ2, PI3K, Akt ve mTOR gibi yolagin 6nemli proteinlerini tek ajan ile inhibe
etmek, hlcre icinde kompanzasyon mekanizmalarini uyarabilmektedir [130].
Bu nedenle, calismamizin ikinci asamasinda, sinyal yolaginin dual etkili
P1-103 ile hedeflenmesinin, RTK ekspresyonu ve aktivasyonunda
kompansatuvar etki yapip yapmadigi arastirildi.

Anabilim Dalimizda daha o©Once vyapillan c¢alismada, SKBR-3
hacrelerinde, PI-103'Un zamana bagli etkisi incelendi. Bu ¢alismada,
P1-103’un yolak aktivasyonunu kisa sureli olarak inhibe ettigi gosterildi. Bu
deneylerde, total HER2 ve total HER3 protein ekspresyonlarinda anlamli bir
fark izlenmedi [21].

Calismamizda, SKBR-3 hucrelerinde PI-103’Un sagladigi inhibisyon
ve yeniden aktivasyonun, p-HER2 ve p-HER3 (aktive RTK) ekspresyonlari
uzerine etkisi incelendi. Deneylerde, 1 uM PI-103 dozu ve ilag ile inkibasyon
sureleri degistiriimeden uygulandi.

SKBR-3 hucrelerinin 1-3-6-12-24 saat 1 yM PI-103 ile inkubasyonu
sonucu, ilag ile inkibe edilmeyen kontrol hucreleri ile p-HER2 ve p-HERS3
ekspresyon duzeyleri karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir
degisim gorulmedigi tespit edildi (Sekil 4.22 ve $ekil 4.23). Bulgularimiz,
SKBR-3 hucrelerinde, PI3K/Akt/mTOR vyolaginin, kisa sureli ve tersinir
inhibisyonu ile uyumlu bulundu. Rapamisin’in mTORC1?’in inhibisyonuna
bagl olarak S6K1 tarafindan saglanan negatif geribildirim mekanizmasini
inhibe ettigi ve buna bagh olarak da RTK aktivasyonunun tetiklendigi
bilinmektedir [14].Chandarlapaty ve arkadaslarinin yapmis olduklar
calismada, kullanilan monoterap6tik ajanlarin  onkogenler tarafindan
hiperaktivasyonu saglanan sinyal yolagi negatif geribildirim mekanizmasini
inhibe  etmesi  sebebiyle yolak re-aktivasyonunun gerceklestigini
goOstermektedir [14]. Akt molekulinun AKTi tarafindan inhibisyonu ile FOXO
aracii RTK ekspresyonunun induklenmesi s6z konusudur. mTOR’'un
hedeflenmesi ile ortadan kalkan negatif geri bildirim mekanizmasinin Akt re-
aktivasyonu ile sinyal iletiminin kompansasyonunu sagladigini gosteren

caligmalar da bulunmaktadir [6, 14]. Calismamizda ise, PI-103 ile olusan 6
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saatlik inhibisyonun HER2 ve HERS3'Un translasyonunun tetiklenmesine yol
agacak guce ulasmadigina kanaat edildi. Bu etki, rezidiel HER2-HERS3
etkilesimine yol agmayacag! igin avantaj olarak gorulebilir. Ancak, dual
inhibisyon sonrasi, yolak aktivitesinin de kisa surede geri kazanildigi akilda

tutulmalidir.

Sinyal yolaginin dual etkili PI3K/mTOR inhibitorleri ile hedeflenmesi
sonrasi yolagin inaktive olmasi hucrelerin RTK aktivasyonuna yol agmamasi
yonuyle dikkate deger bulunmaktadir [112, 131]. Zira, sinyal yolaginin re-
aktivasyonu antitumoral etkiyi 6nemli olgide sinirlamaktadir [14]. Kolorektal
kanser modelinde yapilan bir ¢alismada, dual PISK/mTOR inhibitéru ile
selektif PI3K inhibitorinin kombine edilerek daha kuvvetli bir etki elde
edilmesi savunulmaktadir [132]. PI-103°Gn metabolize formu olan
glukoronidin hizli bir gekilde mikrozomlar tarafindan uzaklastirildigr fare
modelleriyle yapilan c¢alismalarla gosterilmistir [133]. PI-103’Un bir saatlik
inhibisyonundan sonra Akt'nin, re-aktive oldugunu bildiren sonuglar da
bulunmaktadir [134]. Bu durum, PI-103’Un yari dmrunun kisa olmasi ve hizl
bir sekilde metabolize olup hicreden temizlenmesinden kaynakli olabilir. Pl-
103 ile ilgili preklinik galismalar, yapisal, farmakodinamik ve farmakokinetik
modifikasyon modelleri Uzerinde odaklanmaktadir.

R. Weinstein’in 2002 yilinda ortaya koydugu, kanser hucresinin
‘onkogen bagimhhgr’ kavrami, kanser hucresinin malignant fenotipini ve
sagkalimini idame ettirmesi icin bir veya birden fazla onkogeni surekli olarak
aktif tutmasini gerektigine dayanmaktadir [135]. ErbB’ye yonelik hedefli
terapilerin ilerleyen asamalarinda kanser hucreleri, kullanilan ajanlara karsi
direng gelistirmektedir. HER2 amplifikasyonu olan kanserlerde, HER2'nin
trunkasyona ugramig p95HER?2 fragmenti, HERZ ile glikolize olmus ve birlikte
eksprese olan spesifik mucin izoformu veya HER2'nin 16. ekzon bdlgesinde
delesyona ugramis varyanti olan A-HER2 ekspresyonuna rastlaniimaktadir.
Buna gore, HER2" meme kanserinde kullanilan trastuzumab, pertuzumab ve
T-DM1 gibi ajanlara kargi kanser hucresinin diren¢g gostermesi mumkun
olmaktadir [49]. HER2’nin hlcre disi domaini ADAM10 metalloproteaz enzimi

tarafindan proteolitik kesime ugradiktan sonra hicre membranindan ayrilir.



87

Trastuzumab HERZ2'nin hicre disi domaini ile etkilesebilen monoklonal
antikordur; dolayisiyla, bu hicreler hucre membranina asosiye olan
p9SHERZ2 karboksi-terminal fragmenti sinyal yolagr aktivasyonunu
surdurebilmektedir [108, 136]. A-HER2 varyant ekspresyonunda ise, 16.
ekzon bolgesindeki delesyondan oturu sistein rezidulerinde olusan
dengesizlik HER2'nin homodimer yapi olusturmasini saglamakta ve bu
durum homodimer aktivasyonunun ligand bagimsiz olarak gerceklesmesini
saglamaktadir [54, 59, 137]. Ayrica, ‘bypass mekanizmasi’ araciligi ile, tirozin
kinaz inhibitorleri ile baskilanan primer reseptor kinaz aracili sinyal yolagi
aktivasyonunun, farkli bir sekonder reseptor kinaz aktivasyonu ile kompanse
edilmesi de direngli cevap olusumunu tetikleyebilir [138]. Dolayisiyla, kanser
hacresi farkli regulasyon mekanizmalarini aktive ederek malign fenotipini

korumakta ve sagkalimini surdirmektedir.

Calismamizda, PI-103 ile inkube edilen SKBR-3 hucrelerinin p-HER2
ve p-HERS3 protein bantlari 90-100 kDa ve 185 kDa olmak Uzere ¢ift bant
olarak tespit edildi (Sekil 4.22). 185 kDa agirliginda olan bantlarin p-HER2 ve
p-HER3 ekspresyonlarini gostermektedir. 90-100 kDa agirliginda olan
p-HER2 bantlarinin ise HER2'nin p95 karboksi-terminal hucre i¢i fragmenti
olabilecegi dusunulmektedir. Bu verilerimiz literatirdeki c¢alismalar ile
uyumludur [108, 139]. Literattrde, p-HER3’Un  90-100 kDa agirliginda olan
herhangi bir izoformu bildiriimemekle beraber bazi caligmalarda ¢ift bant
gorunumu dikkat cekmektedir [105].

Calismamizda, PI-103 ile inkube edilmeyen SKBR-3 hucrelerinde 6.
ve 24. saatlerde p-HERZ2 ve p-HER3 protein ekspresyonlari (185 kDa)
izlendi. Bu ekspresyonlarin spontan aktivasyon olduguna kanaat edildi. PI-
103 ile inkube edilen hicrelerde bu ekspresyon paterni degismedi. Bu
sonuglara gore, p-HERS3 protein ekspresyon paterninin p-HER2 paterni ile
uyumlu olmasi HER-2 kinaz aktivitesini dogrular niteliktedir. Ancak, kontrol
hicrelerinde 6 ila 24 saat arasinda fosfo-RTK ekspresyonunun
kaybolmasinin hangi mekanizma ile ortaya c¢iktigini hentz bilmemekle
beraber, bu ekspresyon paterninin ilagtan (PI-103) bagimsiz oldugunu
dugunmekteyiz.
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Sonug olarak, calismamizda SKBR-3 meme kanseri hucre dizilerinde
P1-103’Un fosfo-reseptor tirozin kinaz ekspresyonlari ve total reseptor tirozin
kinaz mRNA ekspresyonlari Uzerindeki zamana bagli etkisi ilk kez incelendi;

1. PI3K/mTOR dual inhibitorii olan PI-103'lin, HER2" meme kanseri
hicre dizisi olan SKBR-3 hucreleri Uzerinde zamana bagli olarak p-
HER2 ve p-HERS3 protein ekspresyonlarinda inhibitor etkisinin
olmadigi saptandi.

2. PIBK/mTOR dual inhibitéri olan P1-103’Un ve Akt inhibitéri olan
AKTi'nin, HER2" meme kanseri hiicre dizisi olan SKBR-3 hiicreleri
uzerinde zamana bagh olarak HER-2 ve HER-3 mRNA
ekspresyonlarinda artiga yol agtigi fakat bunun istatistiksel olarak
anlamli olmadigi belirlendi.

3. mTOR inhibitori olan Rapamisin’in, HER2" meme kanseri hiicre dizisi
olan SKBR-3 hucreleri Gzerinde zamana bagli olarak HER-2 ve HER-3
MRNA ekspresyonlarinda artisa yol agtigi ve 24 saatlik ilag
inkiibasyonu sonucunda olugan artisin istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlendi.

Tdm bu bilgiler 1s19inda, hicrede olugan direng mekanizmalarini
anlamak ve uygulanacak tedavilerin daha efektif sonuglar vermesi adina
guncel olarak farkl stratejiler denenmektedir. Bunlarin basinda tirozin kinaz
inhibitorleriyle birlikte yolak inhibitorlerinin ikili veya ug¢li kombinasyonlarinin
tumor regresyonuna ve ortalama sagkalima olan etkilerinin incelenmesi
gelmektedir [125, 140]. Kombine tedavilerin diginda farkl hedeflere yonelik
stratejilerin  geligtiriimesi hedeflenmektedir. Ornek olarak, intrinsik kinaz
aktivitesi agisindan defekti olan HER3 yakin tarihe kadar potent bir hedef
olarak goérulmemesi ancak zamanla bazi direng mekanizmalarinin HERS3
uzerinden geligtiginin anlasilmasi sonucu HER3'Un yeni ¢alismalarin
odaklanacag! yeni hedef olarak gorulmektedir [60, 141, 142]. Bunlarin
disinda ileriye donuk olarak, tim genom sekans analizleri sayesinde kigiye
O0zgu bireysel tedavilerin geligtirimesi, kanser heterojenitesini baz alarak
gelistirilen sivi biyopsi ile tanimlanan lokal kanser hucreleri karakterlerine

O0zgu tedavilerin gelistiriimesi, immunoterapilerin gelistiriimesi ve kanser kok
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hdcresi olgusuna yonelik gelistirilecek tedaviler ile kanser patogenezine karsi
umut vaat eden ¢alismalarin gelistiriimesi hedeflenmektedir [124, 143-145].

Bu tez galismasinda, SKBR-3 insan meme kanseri hucre dizisinde,
P1-103 ile zamana bagli olarak PISK/Akt/mTOR sinyal yolagi inhibisyonunun,
p-HER2 ve p-HERS protein ekspresyonlarina etki etmedigi ilk kez gosterildi.
Ayrica, PI-103’Un HER2 ve HER3 mRNA ekspresyonlarini istatistiksel olarak

anlamli olarak degigtirmedigi saptandi.

Sonug olarak, HER2" meme kanserinde, PI-103 ile sinyal
inhibisyonunun tersinir olmasi, dual inhibitor etkili bu ajanin  ancak
monoklonal antikorlar ile birlikte kullanimi halinde potent ve kararl etki
olusturacagina isaret etmektedir. PI-103’4n, RTK ekspresyonunu ve
aktivitesini tetiklememesi ise, Akt inhibitoru ve Rapamisin ile kiyaslandiginda,
meme kanserinde hedeflenmig tedaviler agisindan stratejik onem tagiyabilir.
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6. SONUG VE ONERILER

1. SKBR-3 meme kanseri hucre dizisinde p-HERZ2 ve p-HERS3
ekspresyonu analizleri i¢in Western blot yontemi optimize edildi.

2. PI-103’Un zamana bagl etkisini incelemek igin, farkli sureler ile
(0-1-3-6-12-24 saat) ilag uygulamasi yapildi.

3. Tum kosullarda p-HERZ2 ve p-HERS3 proteinlerinin duzeyleri
Western blot yontemi ile incelendi.

* SKBR-3 meme kanseri hiucrelerinde p-HER2 ve p-HER3 aktive
sinyal proteinlerinin PISBK/mTOR dual inhibitori olan PI-103’e bagl
olarak ekspresyon degisikligi gostermedigi saptandi.

* Laboratuvarimizda daha oOnce, SKBR-3 meme kanseri
hucrelerinde total HER2 ve total HER3 proteinlerinin PI-103’e bagl
olarak ekspresyon degisikligi gostermedigi saptandi.

4. Es zamanli PZR teknigi kullanilarak (0-8-24) saat sure ile PI-103, AKTi
ve Rapamisin ile inkibasyon yapildi. Bu ajanlarin HER2 ve HER3
MRNA duzeylerine etkisi karsilastirildi.

* PI-103’dn ve AKTi'nin, SKBR-3 hucreleri Uzerinde zamana bagli
olarak HER-2 ve HER-3 mRNA ekspresyonlarinda artiga yol actigi
fakat bunun istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptandi.

* Rapamisin’in, SKBR-3 hulcreleri Uzerinde zamana bagh olarak
HER-2 ve HER-3 mRNA ekspresyonlarinda artisa yol acgtigi ve 24
saatlik ilag inkibasyonu sonucunda olusan artigin istatistiksel
olarak anlamli oldugu belirlendi.

5. Yapilmis olan galismalara ek olarak, PI3K/mTOR dual inhibitéru olan
P1-103’un, FOXO ekspresyonuna ve mTORC aracili negatif geri
bildirim mekanizmasi ile tetiklenen IRS-1 ekspresyonuna etkisi kontrol
edilebilir.

6. PI-103 inkubasyonu sonrasi ADAM metalloproteaz grubu
ekspresyonlar incelenerek RTK'larin trunke izoformlari, mucin glikolize
formu ve RTK varyantlarinin incelenmesi ile post-trankripsiyonel,

lokalize ve post-translasyonel diren¢ mekanizmalar aragtirilabilir.
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7. PI3K/mTOR dual inhibitdrt olan PI-103’Un apoptotik basamakta rol
oynayan BAD ve Bcl-2 ekspresyonlari incelenmesi ile ilacin apoptoz
uzerindeki etkisi incelenebilir.

8. PI3K/Akt/mTOR yolaginin tam inhibisyonunu saglamak amaciyla dual
inhibitorler, tirozin kinaz inihibitorleri kombine edilebilir.

9. Ksenograft fare modelleri Uzerinde, PI3K/mTOR dual inhibitoru olan
P1-103’Un etkisi ile birlikte tumor mikrogevresinin sinyal
mekanizmasina ne yonde etki ettigi arastirilabilir.
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