T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERi ENSTITUSU

HER2 EKSPRESYONU OLAN MEME KANSERi HUCRELERINDE
OKARYOTiIK ELONGASYON FAKTOR-2 KINAZ (eEF2K)
AKTIVASYONUNUN ROLU

Dr. Mustafa Emre GEDIK

Tiimér Biyolojisi ve immiinolojisi

DOKTORA TEZi

ANKARA
2021






T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERi ENSTITUSU

HER2 EKSPRESYONU OLAN MEME KANSERi HUCRELERINDE
OKARYOTiIK ELONGASYON FAKTOR-2 KINAZ (eEF2K)
AKTIVASYONUNUN ROLU

Dr. Mustafa Emre GEDIK

Tiimér Biyolojisi ve immiinolojisi

DOKTORA TEZi

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. A. Lale DOGAN

ANKARA
2021



iii
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
HER2 EKSPRESYONU OLAN MEME KANSERI HUCRELERINDE OKARYOTIK
ELONGASYON FAKTOR-2 KINAZ (eEF2K) AKTIVASYONUNUN ROLU
Mustafa Emre Gedik

Danigman: Prof. Dr. A. Lale Dogan

Bu tez calismasi 22.06.2021 tarihinde jlrimiz tarafindan “Timor Biyolojisi ve

immiinolojisi Programi” nda doktora tezi olarak kabul edilmigtir.

Juri Baskan: Prof. Dr. Belgin Atag

Baskent Universitesi

Uye: Prof. Dr. Asuman Sunguroglu

Ankara Universitesi

Uye: Dog. Dr. Hande Canpinar

Hacettepe Universitesi

Uye: Dog. Dr. Giircan Giinaydin

Hacettepe Universitesi

Uye: Dog. Dr. Giilnihal Kulaksiz Erkmen

Hacettepe Universitesi

Bu tez, Hacettepe Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yénetmeliginin

ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri tarafindan uygun bulunmustur.

29 Hazran 2021

Prof. Dr. Diclehan ORHAN

Enstitii Mudiirii




YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitl tarafindan onaylanan lisansustl tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basili
(kagit) ve elektronik formatta arsivieme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklari digindaki tam  fikri
mulkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir bélumunin gelecekteki calismalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢aligmam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhut ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili
izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini
Universiteye teslim etmeyi taahhit ederim.

Yuksekégretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansisti Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi,
Diizenlenmesi ve Erisime Ag¢ilmasina lliskin Yénerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kogullar
haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kituphaneleri Agik Erigim Sisteminde erisime agilir.

o Enstitl/ Fakulte yénetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet tarihimden
itibaren 2 yil ertelenmistir. (")

o Enstitt / Fakulte yénetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erigsime acilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren 6 ay ertelenmistir. @

o Tezimle ilgili gizlilik karari verilmigtir.

22/06/2021

Mustafa Emre Gedik

il isanstistu Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erigime Agilmasina lligkin Yénerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansusti tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma surecinin devam etmesi durumunda,
tez damigmaninin 6nerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gorisa Uzerine enstitii veya fakiilte yénetim kurulu iki
yil sure ile tezin erigime agiimasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye dénismemis veya patent gibi yéntemlerle
korunmamisg ve internetten paylasiimas! durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani olugturabilecek
bilgi ve bulgular igeren tezler hakkinda tez damigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gérasd Uzerine
enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayr asmamak dzere tezin erisime agiimasi
engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal gikarlan veya guvenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve givenlik, saglik vb. konulara
iligkin lisansustu tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve Kuruluglarla yapilan
isbirligi protokolii gergevesinde hazirlanan lisansdstt tezlere iligkin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve kurulugun énerisi
ile enstitii veya fakdiltenin uygun gorusu Uzerine iniversite yonetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen
tezler Yiuksekégretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik sturesince enstitt veya fakulte tarafindan gizlilik kurallari gergevesinde
muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirimasi halinde Tez Otomasyon Sistemine ydklenir

* Tez damigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun gérusu Uzerine enstitii veya fakiilte yénetim
kurulu tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu ¢aligmadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar
cergevesinde elde ettigimi, gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve
sonuglari bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak sundugumu,
kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi,
yararlandigim kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta
bulundugumu, tezimin kaynak gosterilen durumlar diginda
ozgiin oldugunu, Prof. Dr. A. Lale DOGAN damsmanhiginda
tarafimdan iretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisit Tez Yazim Yonergesine gore yazildigini

beyan ederim.

Dr. Mustafa Emre Gedik



Vi

TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca ve c¢alismalarim sirasinda gostermis oldugu
Ozveriyle blyuk emek sarfeden, higbir zaman yardimini ve destegini benden
esirgemeyen, tez danismanim Sayin Prof. Dr. A. Lale Dogan’a sonsuz saygi ve
sikranlarimi sunarim.

Yapmis oldugumuz ortak calismalarda ve her konuda destegini yanimda
buldugum, tecriibe ve bilgisinden olduk¢a yararlandigim Sayin Dog. Dr. Glrcan
Gulnaydin’a stukranlarimi sunarim.

Tum egitimim suresince engin bilgi ve tecribelerinden yararlandidim, gerek
akademik gerek sosyal hayatimda, sahip oldugu bilimsel yaklasimla yolumu
aydinlatan Sayin Prof. Dr. Emin Kansu'ya, varliklari ve tecribeleri ile desteklerini
hicbir zaman esirgemeyen Sayin Prof. Dr. Dicle Gug ve Sayin Dog¢. Dr. Hande
Canpinar’a saygi ve sukranlarimi sunarim.

Gerek derslerde gerekse ders diginda yardimlarini esirgemeyen Sayin Prof.
Dr. Guines Esendagli ve Sayin Dog. Dr. Fiisun Ozmen’e tesekkirlerimi sunarim.

Tez calismamda kullanmis oldugum hucre hatlari paylasimlarindan otard
Sayin Dog. Dr. Ozgiir Ktk ve Dr. Bahriye Karakas’a tesekkdirlerimi sunarim.

Tez izleme komitesi Uyelerinden Sayin Prof. Dr. Asuman Sunguroglu'na
kiymetli katkilarindan 6turi tesekkurlerimi sunarim.

Doktora egitimim sulresince yapmis oldugumuz kiymetli calismalar ve
dostluklarindan 6tiri degerli calisma arkadaslarim Dr. Elif Haznedaroglu Benlioglu,
Dr. Burcu Sirin Kesikli, Dr. Seylan Ayan, Dr. Betlul Gok Yavuz, Uzm. Dr. Abdulsamet
Sandal, Dr. Mohammed Azim Ebrahimi, Mol. Biol. Goksu Sarioglu ve MD/PhD
ogrencisi Elif Cakan’a tesekkUrlerimi sunarim.

TUm egitim surecim boyunca her turli destek ve yardimlari ile yanimda olan
Temel Onkoloji Anabilim Dali kiymetli personelleri Semra Solmaz, Burgin Tagbasan,
Banu Avsar, Necla Celik, Hiiseyin Unal, Kanser Enstitiisii kiymetli personelleri Giilay
Celik, Sevilay Kaya ve Temel Onkoloji Anabilim Dali degerli 6grencilerine
tesekkdrlerimi sunarim.

Maddi manevi yardimlarini hicbir zaman benden esirgemeyen, her zaman
desteklerini yanimda hissettigim, haklarini higbir zaman 6deyemecegim sevgili aileme
minnet ve siikranlarimi sunarim. lyi giinde, kétl giinde her daim yanimda olan, varlig
ve sohbetinden beni mahrum birakmayan kiz arkadasim Elif Gbézde Arslan’a
tesekkirlerimi sunarim. Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi
tarafindan desteklenmistir (BAP Proje NO: TSA-2018-16740).



vii

OZET

Gedik, M. E., HER2 Ekspresyonu Olan Meme Kanseri Hiicrelerinde Okaryotik
Elongasyon Faktor-2 Kinaz (eEF2K) Aktivasyonunun Rolii, Hacettepe
Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii Tiimér Biyolojisi ve immiinolojisi
Doktora Tezi, Ankara, 2021. HER2'nin slrekli aktivasyonu, hiicre ¢ogalmasi,
sagkalimi ve migrasyonu gibi ¢esitli biyolojik cevaplarin reglilasyonunun bozulmasina
ve tumor gelisimine yol agmaktadir. eEF2K, protein sentezinin dlizenlenmesinde rol
oynayan bir protein kinazdir. Bazi kanser hiicrelerinde, eEF2K aktivitesinin artmasiyla
birlikte hucrelerin stres kogullarina adaptasyon ve ila¢ direnci gelistirdigi bilinmektedir.
HER?2 ifadesi olan kanser hlicrelerinde eEF2K'nin ekspresyon diizeyi ve aktivitesi
henlz bilinmemektedir. Bu amag dogrultusunda yapilan in silico analizler sonucunda,
HER2 iligkili sinyal yolagi proteinleri gen ekspresyonlari ile eEF2K gen
ekspresyonunun korelasyon gosterdigi ve Ugli negatif meme kanserine oranla
HER2+ meme kanserinde eEF2K’nin daha kuvvetli dizenlendigi belirlendi. HER2
ifadesi olan 5 hiicre dizisinde trastuzumabin PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi Gizerinde
inhibitor etkisi gosterildi ve eEF2K/eEF2 protein aktiviteleri ile iligkisi incelendi.
Trastuzumabin sinyal kaskadinda en guglu inhibitor etkisinin Akt aktivasyonu
Uzerinde oldugu belirlendi. ilag uygulanan BT-474, MDA-MB-361, MDA-MB-453 ve
UACC-893 hicrelerinde eEF2K’'nin aktivasyonunun 6 saatin sonunda azalmakla
beraber, 48 saatin sonunda arttiyi ve eEF2 fosforilasyonu artisi ile hiicrelerde
proliferasyonun azaldi§i gosterildi. eEF2K aktivitesindeki degisiklikler trastuzumabin
S6K protein aktivasyonu Uzerindeki etkisi ile uyumlu bulundu. Buna gére, HER2
eksprese eden meme kanserinde AKT ve S6K aktivitilerinin baskilanmasinin eEF2
aracih hucre proliferasyonuna etkisi ilk kez g0sterildi. Hlcre proliferasyonu
analizlerine goére, BT-474 ve SKBR-3 hucrelerindeki proliferasyonun daha gugli
olarak baskilanmasi dikkat ¢cekti. Bu sonugclara ilave olarak, trastuzumabin eEF2K’'nin
aktivatori olan AMPK’nin ekspresyonunu da BT-474 ve SKBR-3 hucrelerinde
istatistiksel anlaml olarak azaldidi1 saptandi. Sonug olarak, HER2 ifadesi olan meme
kanseri hicre dizilerinde PI3K/Akt/mTor sinyal yolaginin eEF2K aktivitesi Gzerinde
dizenleyici etkisi olduguna ve HER2 meme kanserinde eEF2K’nin dnemli bir

terapotik hedef olabilecegini kanaat edildi.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, eEF2K, eEF2, HER2, Trastuzumab
Destekleyen kurumlar: H.U.B.A.P (BAP Proje No: TSA-2018-16740)
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ABSTRACT

Gedik, M. E., The Role of Eukaryotic Elongation Factor-2 Kinase (eEF2K)
activation in HER2 expressing breast cancer cells, Hacettepe University
Graduate School Health Sciences, Tumor Biology and Immunology Doctor of
Philosophy Thesis, Ankara, 2021. Continuous activation of HER2 leads to the
deregulation of various biological responses such as cell proliferation, survival, and
migration, and tumor growth. eEF2K is a protein kinase involved in the regulation of
protein synthesis. It is known that, in some cancer cells, with the increase of eEF2K
activity, the cells develop adaptation to stress conditions and drug resistance. The
expression level and activity of eEF2K in HER2-expressing cancer cells is not yet
known. As a result of the in silico analyzes performed in line with this purpose, it was
determined that gene expressions of HERZ2-related signaling pathway were
correlated with eEF2K gene expression and eEF2K was more regulated in HER2+
breast cancer compared to TNBC (triple negative breast cancer) breast cancer. the
inhibitory effect of trastuzumab on the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway was
demonstrated and its relationship with eEF2K/eEF2 protein activities in five HER2-
expressing cell lines. It was determined that the strongest inhibitory effect of
trastuzumab in the signal cascade was on Akt activation. In BT-474, MDA-MB-361,
MDA-MB-453 and UACC-893 cells treated with drugs, it was shown that the activation
of eEF2K decreased after 6 hours, but increased at the end of 48 hours and
decreased proliferation with the increase in eEF2 phosphorylation. Changes in eEF2K
activity were found to be consistent with the effect of trastuzumab on S6K protein
activation. Accordingly, the effect of suppression of AKT and S6K activities on eEF2-
mediated cell proliferation in HER2-expressing breast cancer was demonstrated for
the first time. According to cell proliferation analysis, a stronger suppression of
proliferation in BT-474 and SKBR-3 cells was noted. In addition to these results, the
expression of AMPK, which is the activator of eEF2K, was also found to be statistically
significantly decreased in BT-474 and SKBR-3 cells. As a result, it was concluded that
PI3K/Akt/mTor signaling pathway has a regulatory effect on eEF2K activity in HER2-
expressing breast cancer cell lines with, and eEF2K may be an important therapeutic

target in HER2-expressing breast cancer.

Keywords: Breast Cancer, eEF2K, eEF2, HER2, Trastuzumab
Supported by H.U.S.R.C (SRC Project No: TSA-2018-16740)
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1. GIRI$

Meme kanseri insidansi kadinlar arasinda birinci sirada, oltimle iliskili
kanserler arasinda ikinci sirada yer almaktadir (1). Tum kanser turlerinde
oldugu gibi meme kanserinde de normal hucrelerin kanserli hucrelere
donusmesi gok basamakli bir sure¢ sonucu gergeklesir. Hucre igi sinyal iletim
yolaklarinin regulasyonunun bozulmasi ile gergeklesen bu donusum, malign

hicrelere sagkalim ve blyume avantaji saglamaktadir (2).

Meme kanserinin molekuler siniflandiriimasinda, gen ekspresyon profili
acgisindan meme kanseri alt tipleri Luminal A, Luminal B, HER2+ ve Basal
Benzeri/Ugli negatif (Basal-like = Triple Negative Breast Cancer (TNBC))
olmak Uzere dort kategoriye ayrilmaktadir. HER2+ meme kanseri alt tipi agresif
fenotipte olup, kotu prognoz gdstermekte ve sistemik kemoterapiye karsi
direng olusturmaktadir. Ayrica, ortalama sagkalim suresi diger alt tiplere
oranla daha kisadir (3, 4). HER2 reseptorl insan epidermal bliylume faktorl
reseptor ailesinin bir Uyesidir. HER reseptorlerinden HERZ2'nin ligand
baglanma bdlgesi bulunmamaktadir. Diger bir HER reseptort olan HERS ise
kinaz aktivitesine sahip bdlge icermemektedir. Buna gore, HER2 ile HERS3
heterodimer olusturarak sinyal iletiminde rol oynamaktadir. HER2 reseptora,
HER3 reseptoru ile olusturdugu heterodimer gucgli mitojenik sinyaller
olusturmasi bakimindan meme kanseri patolojisinde ®nemlidir. Ozellikle
HERZ2'nin asiri eksprese oldugu hucrelerde HER3, tumor gelisimi ve hucre

proliferasyonu igin gerekli bir reseptordur (5).

Blyume faktorlerinin reseptoér tirozin kinazlari uyarmasi ile baslatilan
sinyal aktivasyonu PI3K/Akt sinyal yolagi ile hucre igine iletilerek, hicrede
metabolizma, ¢ogalma, bliylime, sagkalim ve motiliteyi kontrol etmektedir.
HER2+ meme kanseri hicrelerindeki artmis reseptor ifadesi sebebiyle sinyal
yolaginin kontrolsiz aktivasyonu olusmaktadir (6). HER2 reseptoriine 6zgul
hedeflenmis tedavi ajanlarindan biri olan trastuzumab, klinikte HER2+ meme
kanserinde kullanilan terapétik bir ajandir (7). Kullanilan bu terapdétik ajan ile,
PI3K/Akt yolagi molekdllerinin hdcre proliferasyonu, sagkalim ve motilite

artisina yol agan etkilerinin inhibisyonu hedeflenmektedir (8).



Okaryotik elongasyon faktér 2 kinaz (eEF2K), protein sentezinin
duzenlenmesinde Onemli rol oynayan a-kinaz grubuna ait bir kalsiyum-
kalmodulin bagimli protein kinazdir (9, 10). eEF2K hipoksi ve besin azlidi gibi
hicresel stres kosullarinda aktive olarak eEF2 proteinini fosforile eder. eEF2K
icin 6zgul bir substrat olan eEF2 proteini, treonin 56 bolgesinden fosforilasyonu
sonucu inaktive olmakta ve protein translasyonu baskilanmaktadir (11, 12).
eEF2 proteini 6karyotik hlcrelerde bulunan, 90-110 kDa agirhginda olan,
protein sentezinin translokasyon asamasini katalizleyen, duzenleyici bir
proteindir (13, 14). eEF2 proteininin fosforillenmesi sonucunda, peptidil-
tRNA'nin ribozomal A bolgesinden P bdlgesine yer degistirmesi durmaktadir.
Sonug olarak, ribozomal A bolgesi serbest hale gecememektedir. Bdylece,

peptid zincirinin uzamasi engellenmis olur (15).

Protein sentezi, hicrede enerji (ATP) tuketiminin yuksek oldugu temel
sureglerden biridir. ATP kullaniminin yaklasik %99'u protein uzama
basamaginda gergceklesmektedir. Besin ve enerji azligi durumunda hucrenin
enerji kullanimini en aza indirmesi gerekmektedir (9). Bu yol ile stres
kosullarinda normal hicrenin sagkalimi saglanmaktadir. Kanser hicresinde
ise, eEF2K aktivitesinin artmasiyla birlikte hudcrelerin stres kosullarina
adaptasyonu ve tedaviye karsi direnci gelismektedir. eEF2K aktivitesi dusuk
olan ve stres kosullarina adapte olamayan kanser hucreleri apopitoza
ugramaktadir (16, 17).

eEF2K aktivasyonunda rol oynayan yolak proteinlerinin mutasyonu
veya inaktivasyonu sonucu, kanser hucrelerinin stres kosuluna yonelik
adaptasyon mekanizmalari bozulmaktadir (17). Uglii negatif meme kanseri
hicrelerinde, eEF2K'nin susturulmasindan sonra doksorubisine olan direncin
azaldig1 belirtiimektedir. Buna gore eEF2K inhibisyonu ve doksorubisin
kombinasyonunun, tek bagina doksorubisin uygulamasina oranla daha etkili
terap6tik sonug sagladigi belirtiimektedir (18). Uglii negatif meme kanseri
hicrelerinde, miR-603 ekspresyonunun eEF2K aktivasyonunu durdurarak
tumor gelisimini  baskiladigr  gosteriimektedir (19). Yapilan ¢alismalar,
eEF2K'nin kanser hucrelerinde hedeflenmesinin tedaviye yonelik nemli bir
terapotik hedef olabilecegine isaret etmektedir (20, 21).



Normal hiicrelerde PI3K/Akt sinyal yolagi, hiicrenin biyolojik intiyacglarini
karsilayacak sekilde kontrolli galismaktadir. Kanser hucrelerinde ise, bu
yolagin kontrolsliz aktivasyonu sonucunda hucre igerisinde metabolik
islevlerde adaptasyon mekanizmalari gergeklesmektedir. Kontrolstiz gogalan
kanser hucrelerinde, enerji kaynaklarinin sinirli veya yetersiz hale gelmesi
sebebiyle, PI3K/Akt/mTOR aracili protein sentezi azalmakta ve bu durum
hicreye sagkalim avantaji saglamaktadir. eEF2K protein aktivasyonu, bu
adaptasyon surecinde rol oynayan onemli bir onkojenik proteindir (10, 22).
HER2 ekspresyonu olan meme kanseri hucrelerinde, PI3K/Akt onkojenik
sinyal yolaginin surekli aktivasyonu hicrelerin proliferasyonunu ve sagkalimini
arttirmaktadir. PI3K/Akt sinyal yolaginin aktivasyonu, eEF2K aktivitesini inhibe
etmektedir. Bu yol ile hicrelerin protein sentezi hizlanmaktadir. Diger meme
kanseri alt tiplerine oranla HER?2 ifadesi ve proliferasyon kapasitesi yuksek
olan meme kanseri hucrelerinin, hucre dongusunu arttirmaya yonelik bir
uyarimi olmasi gerektigi gibi, stres kosulundan kurtulmasi i¢in ayni zamanda
protein sentezini baskilamasi gerekmektedir. HER2 ekspresyonu olan kanser
hicrelerinde eEF2K'nin  ekspresyon duzeyi ve aktivitesi henlz

bilinmemektedir.

Bu ¢alismada, HER2 monoklonal antikor olan trastuzumab ile inkube
edilmis, HER2 ifadesi olan BT-474, MDA-MB-361, MDA-MB-453, SKBR-3 ve
UACC-893 meme kanseri hucre dizilerinde, PI3K/AKT onkojenik sinyal yolagi
ve eEF2K protein aktivasyonu arasindaki iligkinin incelenmesi

amagclanmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Meme Kanseri

2018 yili Kiiresel Kanser istatistik verilerine (GLOBOCAN) gore, 36
kanser turt arasindan meme kanseri insidansi kadinlar arasinda birinci, genel
siralamada ise yaklasik 2,1 milyon yeni vaka sayisi ile ikinci sirada yer
almaktadir. TUm kanser iligkili 6limlerin %6,6’'sini meme kanserinden
olusturmaktadir. 2018 GLOBOCAN verilerine gore toplamda 185 Ulkenin
154’Unde kadinlar arasinda en sik gorulen kanser turinin meme kanseri
oldugu paylasiimaktadir. Ulkelere goére belirtilen veriler Dusik/Orta ve
Yuksek/Cok yuksek insani gelismislik indeksi olarak kategorize edildiginde,
Yuksek/Cok yuksek insani gelismislik indeksi kategorisine dahil olan tlkelerde
meme kanseri insidansi daha yuksek olarak gorilmektedir. Bu durumun, erken
menars, ge¢ menapoz, nuliparite veya ileri yas hamilelikleri, eksojen hormon
alimi, alkol tlketimi ve obezite gibi bilinen risk faktoérlerinden kaynakli
olabilecegi belirtiimektedir (23). Tum bu tetikleyici faktorlere ilaveten, aile
Oykusu ve genetik aberasyonlarin meme kanseri riskini arttiran major etkenler
oldugu bilinmektedir (24). Ailesel meme kanseri dykusu olan kisilerin, genel
populasyona oranla meme kanseri patogenezine yatkinh@r daha fazladir. Bu
durum, meme kanseri gelisiminde rol oynayan duyarli genetik varyasyonlar ile
aciklanabilmektedir (25).

Genetik duyarlilik agisindan meme kanseri, kalitsal ve sporadik olmak
uzere iki sekilde gelismektedir (26). Kalitsal olarak gelisen genetik
aberasyonlarin basinda, DNA onarim genleri olan BRCA1 ve BRCA2
genlerinde olusan mutasyonlar gelmektedir. BRCA1, 17. kromozomda
(17921), BRCA2 ise 13. Kromozomda (13q13) lokalize olan, DNA onarimindan
sorumlu ve mutasyonu sonucu meme kanseri gelisiminde major rol oynayan
kanser yatkinlik genleridir. Tek basina bu iki gen bodlgesinde olusan
mutasyonlar sonucu meme kanseri olusma riski %25 oraninda artmaktadir
(26-28). BRCA1/BRCA2 mutasyonu olan meme kanseri vakalari ile BRCA

mutasyonu olmayan (BRCAx) meme kanseri vakalari patolojik agidan



karsilastinlldiginda, BRCA mutasyonu tasiyan meme kanserleri pleomorfik,

tubuler yapi ve agresif karakter gostermektedir (29).

Meme kanseri gelisiminde rol oynayan, TP53 timor baskilayici gen
mutasyonu bir diger onemli risk faktoradar. Ayni zamanda, TP53 mutasyonu
Li-Fraumeni Sendromunun (LFS) primer sebebidir. LFS'lu kisilerin, meme
kanseri gelisimine yatkin olmasinin yani sira, diger kanser turlerine geligsimine
de yatkin olduklari bilinmektedir. TP53 mutasyonu sonucu 6zellikle HER2+
meme kanseri alt tipi insidansinin arttigi ve bu durumun HER2 ve TPS53
genlerinin aynit kromozomda (17. kromozom) lokalize olmasindan
kaynaklandigi belirtiimektedir. Ayni zamanda TP53 mutasyonu sonucu, p53
fonksiyonel 06zelligini kaybetmekte ve HER aracih sinyal iletim yolak
aktivasyonu sureklilik kazanmaktadir. Bu sebepten 6turd, hiucrelerin tedaviye

yonelik direng gosterdigi bilinmektedir (30-32).

Sporadik meme kanseri kadinlar arasinda en sik goérilen ve molekuler
dizeyde heterojenitesi ylksek olan hastaliklarin basinda gelmektedir (33).
Histolojik olarak meme kanseri non-invasif ve invazif olmak Uzere 2 gruba
ayrilmaktadir. Non-invazif grup duktal karsinoma in-situ (DCIS) ve lobuler
karsinoma in-situ (LCIS) olmak Uzere iki sinifa, invazif veya diger adiyla
infiltratif grup DCIS sinifindan gelisen invazif duktal karsinoma (IDC), LCIS
sinifindan gelisen invazif lobular karsinoma (ILC), medullar karsinoma,
musindz karsinoma ve tubuler karsinoma olmak Uzere bes farkli sinifa
ayrilmaktadir (34, 35). Histolojik siniflandirmaya gore meme kanserlerinin
yaklasik %75'’i invazif grupta ve benzer oranda IDC sinifinda yer almaktadir
(33, 36). Konvansiyonel molekiiler meme kanseri siniflandirmasi ER (Ostrojen
Reseptori = Estrogen Receptor), PR (Progesteron Reseptérl) ve HER2
(insan Epidermal Biylime Faktéri Reseptorli 2) molekiler belirtegleri baz
alinarak, Luminal A (ER+, PR+, HER2-), Luminal B (ER+, PR+, HER2+),
HER2+ (ER-, PR-, HER2+) ve Bazal Benzeri (= Ucli negatif, ER-, PR-, HER2-
) olmak (izere 4 temel alt tipe ayriimaktadir (3, 37). ilerleyen yillarda yapilan
calismalar sayesinde, adipoz doku gen ekspresyon profiline sahip normal

benzeri meme kanseri (38), epitelyal-mezenkimal donusum (EMT)



belirteclerinin varligina goére siniflandirilan kanser kok hicresi fenotipine
benzer 6zelliklere sahip claudin-low (39), androjen reseptor varligina gore
siniflandirilan molekuler apokrin (40) ve interferon regulasyonunu saglayan
gen ifadelerinin varligina gore siniflandirilan interferon-iliskili meme kanseri
(41) olmak uzere 4 yeni alt tip eklendi. Meme kanserleri vakalarinda %60-65
oraninda hormon reseptor pozitifligine rastlanmaktadir. Bu durum hormonal
tabanli terapétiklerin uygulanabilmesi icin uygun olmaktadir. ikincil en yiiksek
oran olarak %15-20 oraninda HER2+'lik ile karsilasiimaktadir. Bu durum,
HER2'ye yonelik bir terapi uygulanmasi imkanini saglamaktadir. Ancak, geri
kalan %15-20 oraninda meme kanseri vakasinda, hormon reseptori ve HER2
acisindan negatiflik (Ugli-negatif) gordlmektedir. Bu durum, uygun terapi

kullanabilme ihtimalini ortadan kaldirmaktadir (42).
2.2. Reseptor Tirozin Kinazlar ve HER2+ Meme Kanseri

Reseptdr tirozin kinazlar (RTK) hicre membraninda yer alan ve
yaklasik 60 farkh protenin bulundugu bir reseptor ailesidir (43, 44). Fonksiyonel
olarak hucre proliferasyonu, buyumesi, sagkalimi ve déngusu gibi cgesitli
biyolojik cevaplarin regulasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (45). Yapisal
olarak hucre disi domaini, transmembran domain ve hucre igi domain olmak
Uzere U¢ bolgeden olugmaktadir. Hucre disi domain, Ig-benzeri
(immadnoglobulin-benzeri) domain, sisteinden zengin domain veya lésinden
zengin motiflerden olugsmakta ve ayni zamanda reseptorun ligand ile etkilestigi
bolgeyi icermektedir. Transmembran domain, a heliks yapisinda bir zincirden
olusmaktadir. Hucre ici domain ise tum reseptorlerde ortak olan ve
fosforilasyonu ile hticre igi protein aktivasyonunu gercgeklestiren tirozin kinaz
katalitik bolgelerinden olusmaktadir (44, 46).

Buyume faktorleri ve reseptor tirozin kinazlar, hucrenin proliferasyonu
ve sagkalmasi igin ihtiya¢ duydugu vital sinyal aktivasyon mekanizmasinin
major komponentleridir. Reseptdr tirozin kinaz ailesine ait reseptoriin spesifik
polipeptit ligandi ile baglanmasi sonucu c¢ogu reseptorin dimerizasyonu
tetiklenmektedir. Dimerize olan reseptorler tirozin kinaz katalitik domaininde

kinazlara 6zgu olan activation loop Uzerinden karsilikli fosforilenmelerini



(transfosforilasyonu) saglamaktadir. Reseptorlerin fosforilasyonu sonucu
kinaz aktivasyonu gergeklesmis olur. Bazi durumlarda ise, dimerizasyon
sonras! direkt olarak allosterik dizenleme sonucu kinaz aktivasyonu
gerceklesmektedir (44, 47). Hucre igerisinde SH2 (Src homology 2 = Src
Homolog Domaini) ve/veya PTB (Phosphotyrosine-binding = Fosfotirozin-
baglayici Domain) domainine sahip proteinler, aktive olan reseptorlerin
fosforile tirozin bolgelerine baglanarak reseptdre 6zgul sinyal iletim yolagini
aktive etmektedir. RAS/MAPK, PI-3K/AKT/mTOR ve JAK/STAT yolaklari RTK
aracili sinyal yolaklar aktivasyonlarina ornek olarak verilebilir. Fizyolojik
kosullar altinda sinyal yolagi aktivasyonlari, ¢esitli geri bildirim mekanizmalari
sayesinde fosfatazlar araciligiyla sonlandiriimaktadir. Bu sayede hcre ici
serbest enerji ve biyokimyasal denge korunmus olur. Ancak kanser geligimi
gibi cesitli patofizyolojik kosullar altinda sinyal yolaklarinin deregulasyonu
sonucu kontrolsiiz ve surekli aktivasyonlar gerceklesebilmektedir (48, 49).
Genel olarak karsinogenez sulrecinde islev kazanimi (gain-of-function)
mutasyonlari, genomik amplifikasyon, kromozomal yeniden duzenlemeler
vel/veya otokrin aktivasyon olmak Uzere dort farkli mekanizma sebebiyle
hucrede kontrolsiiz ve surekli RTK aktivasyonu olusabilmektedir (47, 50, 51).
Meme kanserinde en sik karsilasilan RTK irregtlasyonlari, EGFR tirozin kinaz

ailesinde gozlemlenmektedir (52).

insan epidermal biiyime faktérii reseptérii (HER=ErbB) ailesi dort
dyeden olusur. Bunlar; EGFR (ErbB1), HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3) ve
HER4 (ErbB4)tir. Meme kanserinde HER ailesi kapsamli bir sekilde
incelenmistir. HER ailesi reseptdrleri meme ve akciger kanserleri basta olmak
uzere cesitli kanser turlerinde yuksek ekspresyon ve aktivasyon
gOstermektedirler. Yaklasik olarak her 5 meme kanseri vakasindan biri HER2

yonunden pozitiflik gdstermektedir (53).

HER2/neu geni 17. kromozomda lokalize olmakta ve ligand baglanma
alani olmayan bir transmembran tirozin kinaz blyume faktért reseptorind
kodlamaktadir. HER2/neu gen amplifikasyonu meme kanserlerinin %30'unda

(Luminal B ve HER2+) gorulmektedir. Normal bir hiicre yuzeyinde yaklagik yiz



bin HERZ2 reseptoru bulunurken bu sayi bir meme kanseri hicresinde tahmini
olarak iki milyona kadar ¢ikmaktadir (54). HER2+ meme kanserinde ylksek
dizeyde andploidi, TP53 mutasyonu gibi somatik mutasyonlar, FGFR
(Fibroblast Buyume Faktoru Reseptoru), EGFR, CDK4 (sikline bagimli kinaz-
4) ve siklin D1 amplifikasyonlar siklikla birlikte bulunmaktadir (5). HER2 asiri
ekspresyonu, meme kanserinde kotu prognozla iligkilendiriimektedir. HER2
reseptori kendisiyle homodimerizasyon veya HER1, HER3 veya HER4 ile
heterodimerizasyon yapabilmektedir. Diger iki reseptorun aksine HERZ2’nin
bilinen bir ligandi bulunmamaktadir. HER3’Un ise kinaz domaini aktivasyon
gOsterememektedir (55-57). HER3 reseptorli C-terminalinde, adaptoér
proteinlerin baglanmasi icin mevcut alti fosfo-tirozin bdlgesi bulunmaktadir.
Ancak adaptor proteinlerin HER3'Un kinaz alanina baglanmasina ragmen,
kinaz domain defekti olmasi sebebiyle reaksiyonu katalitik olarak devam
ettirememektedir. Yine ayni sebepten oturu HER3 homodimerizasyonu hucre
ici sinyal yolaklarini aktive edememektedir (58). Bu iki defektten otard,
HER2/HER3 heterodimerizasyonunun hicre igi sinyal yolagi aktivasyonunu
diger dimer yapilarina oranla daha kuvvetli uyardigi belirtiimektedir (59, 60)
(Sekil 2.1).
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\R EPR NRG1 -2
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EGFR ErbB2 ErbB3 ErbB4
(ErbB1)

Sekil 2.1 Reseptor tirozin kinaz ailesi ve dimer yapilari (Hervent A.S. ve De
Keulenaer G.W., 2012’den (61) uyarlandi.)

HER2+ meme kanseri alt tipi k6tl prognoz gostermekte ve sistemik
sitotoksik tedavilere karsi farkli cevaplar verebilmektedir. ileri evreli

tumorlerde, PI3K agin aktivasyonu ile karakterize edilebilmektedir. HER2+



timorlerin erken evrede, tUmoérin lenfatik infiltrasyonu iyi prognoz ile
iliskilendirilmektedir. DUsuUk lenfatik infiltrasyon ise timoérin daha agresif bir
karaktere sahip oldugunu gdstermektedir. Ayrica, dusuk lenfatik infiltrasyon ile
PI3K sinyal yolagi ve IGF1R ifadesinin artmasi ile iligkili oldugu belirtiimektedir
(62).

HER2 aracili sinyal aktivasyonu temel olarak, PI3K (fosfoinositid 3-
kinaz)/AKT (protein kinaz B)/mTOR (mechanistic target of rapamycin=
mammalian target of rapamycin) ve RAS (rat sarcoma)/lRAF (rapidly
accelerated fibrosarcoma)/MAPK (mitojenle aktive edilmis protein kinaz) sinyal
yolagi Uzerinden regule etmektedir (33). Bu yolaklar HER aracilhi temel
onkojenik sinyal yolaklari olarak isimlendiriimektedir. Kanser hucrelerinde
buyume faktoru reseptorlerinde, asiri ligand Uretimi, fonksiyon kazanimi
mutasyonlari, asiri ifade ve/veya gen amplifikasyonu gibi yapisal degisiklikler
olusabilmektedir. Bu yapisal degisikler, onkojenik sinyalin surekli olarak aktive
olmasina yol agabilmektedir. Bunun sonucunda ortaya c¢ikan kontrolsuz
proliferasyon, sagkalim, anjiyogenez, invazyon ve metastaz gibi biyolojik

yanitlarin artmasiyla birlikte kanser progrese olmaktadir (63, 64).
2.3. PI3K/Akt/mTOR Sinyal Yolagi
2.3.1. PI3K (Fosfatidil inozitol 3 Kinaz)

PI3K (Fosfatidil inositol-3-kinaz) p85 duzenleyici ve p110 katalitik olmak
uzere iki farkh alt birimlerinden olugsan, heterodimerik yapiya sahip bir kinazdir.
Fonksiyonel olarak PI3K, hucre zarinda bulunan fosfatidil inozitolllerin
fosforilasyonundan sorumludur. Aktivasyonu genel olarak hormonlar ve
baylume faktoérleri tarafindan indiklenmektedir. Biyolojik olarak regtlasyonu,
hicre iskelet yapisinin dizenlenmesini, hlicre proliferasyonunu ve bliyumesini
saglamaktadir (65, 66).

PI3K, direkt veya indirekt olarak aktive olabilmektedir. Direkt
aktivasyonda, PI3K'nin p85 dlzenleyici alt biriminde bulunan SH2 domaini

RTK aktivasyonu sonucu YxxM (tirozin-x-x-metionin) motifi Uzerinde
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fosforillenen tirozin rezidisine baglanmakta ve PI3K katalitik alt birimi olan
p110 alt biriminde bulunan p85 baglanma domain ile p85 alt biriminde bulunan
ISH2 domaini baglanarak tam aktivasyonu saglamaktadir. indirekt
aktivasyonda ise, RTK aktivasyonu sonrasi Grb2 veya IRS 1/2 gibi adaptor
proteinlerin  SH2  domainlerinin  RTK'daki  fosfotirozin  bdlgelerine
baglanmasiyla birlikte aktivasyonu gerceklesmektedir. Fosforile olan adaptor
proteinlerine PI3K’nin énce p85 dizenleyici alt birimi, devaminda p110 katalitik
alt birimi, p85 alt birimi ile etkilesmektedir. Her iki etkilesim sonucunda PI3K’in
tam aktivasyonu gergeklesmis olur. PI3K aktivasyonu hlcre zarinda bulunan
PIP2’'nin (Fosfatidilinositol 4,5-difosfat) fosforillenerek PIP3 (Fosfatidilinositol
3,4,5-trifosfat)e dénusimuni saglamaktadir. PIP3 fonksiyonel olarak, Akt
(Protein kinaz B) proteini gibi PH (Plekstrin homologu) domainine sahip
proteinlerin membrana c¢agrilmasini uyarmakta ve PH domaininin PIP3 ile
etkileserek proteinlerin aktivasyonunu saglamaktadir. Fizyolojik kosullar
altinda, PTEN (Fosfataz ve tensin homologu) PIP3’Un 3’ pozisyonunda
bulunan fosfatin kesilmesini ve PIP3-PIP2 dénusumunu saglamaktadir. Bu
sayede, PI3K aracili sinyal aktivasyonu inhibe olmakta ve PH domainine sahip
proteinlerin aktivasyonlari baskilanmaktadir. PI3K inaktif oldugu durumda
p110 alt biriminin helikal domaini ile p85 alt biriminin nSH2 domainine bagh
olarak bulunmaktadir. p85 alt biriminin SH2 domaini bu sayede kapali (inaktif)
konumda bulunmaktadir (67-71).

Cesitli kanser turlerinde 6zellikle meme kanserinde %20-25 oraninda,
PIK3CA geninin katalitik alt birimi olan p110a ve/veya PTEN mutasyonuna
rastlaniimaktadir. p110’un fonksiyon kazanimi mutasyonu (gain-of-function)
PI3K'in surekli olarak aktivasyonuna, PTEN'’in fonksiyon kaybi mutasyonu
(loss-of-function) ise PI3K aracili sinyal yolaginin baskilanamamasina yol
acabilmektedir (72, 73). E542K, E545K ve H1057R mutasyonlari yaygindir ve
PI3K, RTK aktivasyonuna gerek kalmadan surekli onkojenik aktivite kazanir.
PIBKCA mutasyonu, meme kanserinde Ostrojen ve progesteron reseptori
(ER/PR) durumu, lenf dugumu metastazi ve HER2 asirn ekspresyonu ile
birlikte PTEN kaybiyla iligskilendirilebilir. Bu durum, kanser hucrelerinin surekli

olarak proliferasyonuna, blyumesine ve c¢esitli ilaglara kargi direng
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gOstermesine sebep olmaktadir. Ek olarak, ¢esitli meme kanseri vakalarinda
yabanil tip PTEN’in ifadesinin disuk oldugu, PTEN ifadesi dusik olan
vakalarin kanser progresyonunun daha agresif oldugu belirtiimektedir (74-76)
(Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. RTK aracili PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi aktivasyonu (Gedik M.E
ve Dogan A.L., 2019’dan (77) uyarlandi.)

2.3.2. Akt (Protein Kinaz B)

Akt (protein kinaz B=PKB) glikoz metabolizmasi, apopitoz, anjiyogenez,
hicre proliferasyonu ve protein sentezi gibi birgok biyolojik stireclerde anahtar
rol oynayan bir serin/treonin protein kinazdir. Yapisal olarak, N-terminalde
membran ile etkilesimi saglayan PH domaini, sirasi ile orta ve C-terminal
bolgelerinde fosforilasyon ve aktivasyonu saglayan katalitik kinaz domaini ve
duzenleyici domaini bulunmaktadir. Hucrenin uyarilmadigi veya sinyal
yolaginin inaktif oldugu kosulda Akt proteini sitozolde bulunmaktadir. Yolagin
stimllasyonuyla birlikte Akt proteininin yaklasik 100 amino asitten olusan PH

domaini araciligiyla hucre membrani ile etkilesimi gerceklesir. Devaminda,
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PDK1 (Fosfo bagimli kinaz 1) tarafindan Akt katalitik domaininde bulunan
treonin308 (T308) rezidusunun fosforilasyonu gergeklesmektedir. Katalitik
bdlgenin fosforilasyonu, dlzenleyici boélgede bulunan serind73 (S473)
rezidusuinun otofosforilasyonunu tetikleyebilmektedir. Ek olarak, duzenleyici
bolgedeki S473 rezidusu mTORC2 (mammalian target of rapamycin complex
2) araciligiyla da fosforile edilebilmektedir. Akt proteininin tam aktivasyonu igin
her iki bélgeden fosforile olmasi gerekmektedir. PHLPP (PH domaini ve zengin
I6sin tekrari protein fosfataz) fosfatazlar araciligiyla Akt proteininin
inaktivasyonu gerceklesmektedir (78, 79). Akt proteininin Akt1, Akt2 ve Akt3
olmak Uzere 3 farkh izoformu bulunmaktadir. Bu izoformlari kodlayan genler
ise sirasiyla AKT1, AKT2 ve AKT3'tur.

Akt aktivasyonu sonucu hicre proliferasyonunu regule eden proteinler
olan GSK-3 (Glikojen sentez kinaz-3), GLUT4 (membrane translocation of the
glucose transporter), siklin bagimh kinaz inhibitérleri (p21, p27), mTOR ve
TSC2 (tUberoz skleroz kompleksi) aktivasyonlari gerceklesmektedir. Akt'in
siklin bagimh kinazlari fosforilasyonuyla birlikte, siklin bagimli kinazlarin
sitozolde kalmasi ve nukleusa translokasyonu baskilanmis olur. Bu sayede,
siklinler aracili hicre proliferasyonu induklenmis olur. Akt aracii mTOR
aktivasyonu translasyonel diizenleyici proteinleri olan p70S6K (p70 ribozomal
protein S6 kinaz) ve 4EBP1 (Okaryotik baslatma faktori 4E baglayici protein
1) sayesinde protein sentezi indUklenir. Ayrica hlcre buylumesini regule eden
ve tumor baskilayici fonksiyona sahip TSC2 proteininin fosforilasyonu sonucu
fonksiyonel inhibisyonu hicrenin  buylumesini destekleyici bir diger
mekanizmadir (65, 80, 81).

Sekiz farkh timor tipinden 450 timor érneginde PI3K/Akt yolagi ve bu
orneklerin %55%'inde Akt aktivasyonlarinin yuksek oldugu rapor edilmektedir.
Meme, pankreas, over, bas ve boyun kanserlerinde Akt kinazlari kodlayan
genlerin aktive edici mutasyonlari rapor edilmistir. Meme kanseri hucrelerinde
AKT1 PH domainindeki E17K mutasyonu, hicre igi sinyal yolaginin surekli ve

kontrolsiz olarak stimule olmasina neden olmaktadir. Bu sonuglar, Akt
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aktivitesinin ilag direncinden, tumor gelisimi ve buylimesinin sorumlu oldugunu
gOstermektedir (82-84).

2.3.3. mTOR (Mammalian Target of Rapamycin)

mTOR, mTOR kompleksi 1 (mTORC1) ve mTOR kompleksi 2
(mTORC?2) olarak bilinen iki farkli protein kompleksinin katalitik alt birimini
olusturan PI3K ile iligkili kinaz (PIKK) ailesine ait serin/treonin protein kinazdir.
mTORCH1, yapisal olarak 3 kor proteinden olusmaktadir. Bunlar, mTOR,
Raptor (mTOR ile iligkili duzenleyici protein) ve mLST8 (mammalian lethal with
Sec13 protein 8)’dir. Raptor, mTORC1 aktivasyonundan sorumlu diger bir
onemli adaptér proteindir. mLST8, mTORCH1'in katalitk domaini ile
etkilesmekte ve kinaz aktivasyonunu stabilize etmektedir. mTORCA1
aktivasyonunu inhibe eden iki farkli duzenleyici protein bulunmaktadir. Bunlar;
PRAS40 (40 kDa'lik prolin bakimindan zengin Akt substrati)) ve DEPTOR
(mTOR etkilesimli protein iceren DEP domaini)dur. PI3K/Akt yoladinin
aktivasyonuyla birlikte, yolagin downstreaminde bulunan mTORC1 stimule
olmakta ve bdylece protein sentezi ve hlcre bliyumesi yaniti olugsmaktadir.
mTORC1’den farklh olarak mTORC2, aktivasyonundan sorumlu Rictor
(rapamycin insensitive companion of mTOR) adaptor proteinine sahiptir. Ek
olarak, mSin1 ve Protor1/2 dlzenleyici proteinleri ile etkilesmektedir.
mTORC2, Akt proteininin dizenleyici bdlgesinin  S473 reziduslnu
fosforilleyerek ve tam aktivasyonunu saglayarak PI3K/Akt yolagini regule
etmektedir (85-88).

Herediter kanserlerin, mTOR’'un negatif dizenleyici proteinleri olan
TSC1-TSC2 ve LKB1 (serine—threonine kinase liver kinase B1)in
mutasyonlari sonucu mTOR aktivitesinin baskilanamamasiyla iliskili oldugu
belirtiimektedir. Sporadik kanserlerde ise, mTORC1’in downstreaminde
bulunan ve hucre proliferasyonundan sorumlu olan 4E-BP1 proteinin
deregulasyonu ile iligkili oldugu ifade edilmektedir. Ek olarak, mTOR sinyalini
regule eden upstream proteinlerinin mutasyonlari indirekt olarak mTOR aracili
sinyallerin  slrekli aktivasyonlarini indikleyebilmektedir. Ornek olarak,

mTORC1?’in yag asidi sentaz enzimlerini indirekt olarak regule ettigi ve bunun
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lipit  biyogenezindeki  deregulasyon  sonucu kanser  hucrelerinin

proliferasyonuyla iligkili oldugu belirtiimektedir (89, 90).

Kanser hucrelerinde PI3K/Akt/mTOR yolagdi siklikla deregulasyona
ugramaktadir. Meme kanserinde PI3K/Akt/mTOR yolaginin terapotik olarak
hedeflenmesi umut vaat eden sonuglar vermesine karsin, yapilan ¢alismalar,
kanser hucrelerinin gelistirilen yeni tedavi stratejilerine karsi direng

gelistirebildiklerini gdstermektedir.

2.4. HER2+ Meme Kanseri Tedavi Stratejileri ve Gelisen Direng

Mekanizmalari

Meme kanseri standart tedavi yontemi olarak cerrahi, hormon tedauvisi,
sistemik kemoterapi ve/veya radyoterapi secenekleri kullaniimaktadir (91).
Yeni nesil tedavi yontemleri arasinda hedefe yonelik monoklonal antikorlar,
kiguk molekul inbitorleri ve immunoterapiler bulunmaktadir (92). HER2+
meme kanserine yonelik, anti-HER2 antikorlari (trastuzumab ve pertuzumab
gibi) ve kiigik molekl tirozin kinaz inhibitorleri (lapatinib ve neratinib gibi) dahil
olmak Uzere HER2 hedefli tedavi strajeleri gelistiriimektedir. HER2'nin hicre
digi ligand baglanma bolgesini hedefleyen bir monoklonal antikor olan
trastuzumab, ilk olarak 1998 yilinda klinik olarak metastatik meme kanseri
tedavisinde kullanimi FDA tarafindan onaylandi. Yapilan radomize ¢alismalar,
HER2+ meme kanseri adjuvant kemoterapiye ek olarak 1 yillik trastuzumab
kullaniminin hastaliksiz ve genel sagkalimi arttirdigini gostermektedir.
Gunumuzde, yuksek riskli HER2+ meme kanseri olan hastalarda, standart
tedaviye HER2 dimerizasyon bolgesini hedefleyen pertuzumab gibi
monoklonal antikorlarla birlikte veya lapatinib, neratinib ve tucatinib gibi tirozin
kinaz inhibitorleriyle kombine kullanimina yonelik c¢esitli faz c¢alismalari
yapilmaktadir (93-95). Ek olarak, mevcut anti-HER2 ajanlari ile PI3K, CDK4
ve CDKG inhibitorleri, VEGF (vaskuler endotelyal bliylume faktéri) ve mTOR'u
hedefleyen terapétik ajanlar veya immunoterapétikler (6rn., Anti-PD-L1

antikorlari) ile kombinasyonlarinin preklinik ¢alismalari yapiimaktadir (96-100).
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Uygulanan tedavi stratejilerinin basarili olmalarina ragmen bazi kanser
turlerinde tedaviye kargi direng gelismekte ve prognoz koétuye evrilmektedir
(101). HER2+ meme tumoérlerinde kullanilan HER2 monoklonal antikoru olan
trastuzumabin bazi HER2+ tumodrlerde belli bir zaman sonra direng
olusturdugu belirtiimektedir. HER2 ve HER3’Un hucre digi domainindeki
mutasyonlar sonucu tumor hucrelerinin onkojenik potansiyeli artabilmektedir
(102). Olusan bu mutasyonlar ve HER2 ifadesinin asiri ekspresyonu tumor
hicrelerinde liganddan bagimsiz HER2/HER3 heterodimerizasyonunun
olusumuna ve hucre i¢ci PI3K vyolaginin surekli aktivasyonuna yol
acabilmektedir (103, 104). Ek olarak, PI3K'nin katalitik alt birimini kodlayan gen
olan PIK3CA'nin aktive edici mutasyonlari, buylme faktoéru reseptorine ligand
bagimsiz baglanarak sinyal yolaginin aktive olmasina yol agabilir. Ote yandan,
PTEN tumor baskilayici genin mutasyon ve/veya delesyonu yoluyla
inaktivasyonu, meme kanseri dahil ¢esitli timor turlerinde yaygin olarak tespit
edilmektedir. PTEN kaybi, membranda PIP3 birikimine neden olur, boylece
PI3K/Akt yoladi surekli olarak aktive olabilmektedir (31, 105, 106) (Sekil 2.3).

N

Trastuzumab - Ligand bagimsiz ErbB2/ErbB3/PI3K kompleksi
11

d ErbB2 ErbB3

Mutant PI3K

G

Proliferasyon Proliferasyonun Proliferasyon
sagkalim bloklanmasi sagkalim

Sekil 2.3. Direng mekanizmasi: Ligand bagimsiz sinyal aktivasyonu (Hynes
N.E. ve Dey J.H., 2009’dan (31) uyarlandi.)
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Bir diger direng mekanizmasinin, HER2 reseptorunun ekstraseluler
bolgesinin trunkasyona ugramasi sonucu p95HERZ2 varyantina donusmesi
oldugu belirtiimektedir. Hlcre dizileri Uzerinde yapilan preklinik ¢alismalarda
bu mekanizmanin HER2 aracili sinyal yolagi molekulleri olan PTEN, PI3K,
mTOR, MAPK ve VEGF genleri kaynakli oldugu belirtiimektedir. Ancak doku
ornekleri ile yapilan galismalar sonucunda, AKT, IGFR1, p27 Kip1 ve MUC4
genlerinin disregule olduklari, o6zellikle PTPN11 geninin trastuzumab
inkiibasyonu sonucu en fazla genetik degisiklige ugrayan molekul oldugu
belirtiimektedir (5, 107, 108) (Sekil 2.4).

anti-p95HER2 Trastuzumab HER2

* k htcre dig1 domaini

185 kDa HER2

100-115 kDa p95HER2 95-100 kDa p95HER2
(611-CTF) (648-CTF)

b 4

\1/
@D E»
a» | | S
B D
MMP1 Cekirdek

ANGPTL4 IR e

MET
=11

Sekil 2.4. Direng mekanizmasi: p95 HER2 aracili sinyal aktivasyonu (Arribas
J. ve ark., 2011’den (108) uyarlandi.)
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Kanser hucrelerinin tedaviye karsi direng gelisimine yol acan direng
mekanizmalarindan biri ise, bypass mekanizmasidir. Yabanil tip reseptor
tirozin kinaz molekdullerine sahip kanser hucrelerinin hedefli tedavilere karsi
duyarh oldugu ve etkin tedavi yaniti alindigi bilinmektedir. Ancak mutant
molekullerde, uygulanan tedavi sonucu hucre i¢i sinyal yolagi, farkh bir tirozin
kinaz uyarimi arayiciligiyla hicre ici sinyal aktivasyonunu stimule ederek,

hdcrenin sagkalimi ve baylimesini saglayabilmektedir (109) (Sekil 2.5).

Duyarh kanser hucresi Direncli kanser hiicresi

RTK bypass

(TK—

Proliferasyon/
sagkalim

Hiicre donglisu
bloklanmasy/
apoptoz

Sekil 2.5. Direng mekanizmasi: RTK bypass mekanizmasi (Niederst M. ve
Engelman J.A., 2013’ten (109) uyarlandi.)
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HER2 hedefli tedaviye direng mekanizmalarina iligkin edinilen bilgi her
gecen gun artmasina ragmen direng mekanizmalari henlz tam olarak
¢6zumlenememigstir (110). HER2+ meme kanserinin patogenezinin altinda
yatan molekuler mekanizmalarin daha iyi anlasiimasi, yeni tedavi strajelerinin
geligtirimesine olanak saglamaktadir (111). Hucre i¢i stres kosullarina kargin
aktivasyonu ile hiicreye sagkalim avantaji saglayan eEF2K’'nin (Okaryotik
elongasyon faktér 2 kinaz) kanser hucrelerinde gelisen direng
mekanizmalarindan biri olabilecegi ve potansiyel bir hedef olabilecegi
belirtiimektedir. Ornek olarak, Ugcli negatif meme kanseri hiicrelerinde,
eEF2K'nin susturulmasindan sonra doksorubisine olan direncin azaldigi
gozlemlendi. Buna gore eEF2K inhibisyonu ve  doksorubisin
kombinasyonunun, tek basina doksorubisin inkibasyonuna oranla daha etkili
terapotik sonug sagladigi belirtiimektedir (18). Yapilan ¢alismalar, eEF2K'nin
kanser hucrelerinde hedeflenmesinin tedaviye yonelik énemli bir terapétik
olacagi yonundedir (20, 21). HER2+ kanser hicrelerinde eEF2K'nin

ekspresyon duzeyi ve aktivitesi henlz bilinmemektedir.

2.5. Okaryotik Elongasyon Faktor 2 Kinaz (eEF2K) ve Okaryotik
Elongasyon Faktor 2 (eEF2)

2.5.1. Yapisal Ozellikleri

TUm hicrelerde énemli bir ikinci haberci olan kalsiyum, birgok hlcre igi
sinyal yolaginin majér komponentidir. Hlcre igci Ca?"'deki degisiklikler,
norotransmiter salinimi, immun hdcre aktivasyonu, gen ifadesi ve hucre
déngusu dahil olmak Uzere birgok biyolojik sureci duizenler (112, 113). Serbest
Ca?* miyozin, fosfolipaz A2 ve protein kinaz C gibi bazi proteinleri dogrudan
aktive edebilmesine ragmen, birgok enzimin aktivitesini kalmodulin (CaM) gibi
dustk molekul agirlikh Ca?* baglayici proteinler araciligiyla diizenler. CaM, her
C- ve N- terminal olmak Uzere iki adet globular loba sahiptir ve her lobun iki
Ca*? baglama bolgesi olmasi sebebiyle toplamda 4 adet Ca?*
baglayabilmektedir. Ca?*'un baglanmasi, CaM'in konformasyonunu énemli
olclide degistirir ve Ca?*/CaM'in gesitli protein kinazlar dahil olmak (izere farkli

proteinlerle interaksiyonunu saglayabilir (114, 115). Ca?*/CaM ile uyarilan
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protein kinazlar, 6zgunlUklerine gore yalnizca bir veya az sayida substrati
fosforile eden sinirli kinazlar ve genis substrat spesifitesine sahip ¢ok

fonksiyonlu kinazlar olmak tzere 2 sinifa ayrilmaktadir (112).

Okaryotik elongasyon faktor 2 kinaz (eEF2K), diger adi ile
kalsiyum/kalmodulin-bagiml protein kinaz Ill (CaM kinaz-Ill), tek bir proteini
hedeflemesi (eEF2= Okaryotik elongasyon faktdr 2) sebebiyle sinirli kinazlar
kategorisinde yer almaktadir. eEF2K, 725 amino asit rezidlsine sahip, 95-103
kDa agirhgina sahip monomerik bir kinaz proteinidir. insan 16p12.2
kromozomunda yer almaktadir. eEF2 geni insan 19. kromozomunda bulunan
ve 9407 bazdan olusan bir gendir. eEF2 proteini sitoplazmada lokalize olan
857 aminoasit rezidusune sahip ve 95,2 kDa agirliga sahip bir proteindir. eEF2
molekuli domain I-1l, domain [l ve domain IV-V olmak Uzere 3 farkli yapisal
domaine sahiptir. eEF2 protein aminoasit dizisi memeliler arasinda yuUksek
oranda (>%99) korunmustur. eEF2K, eEF2 proteinini Thr56 rezidistnden
fosforilleyerek ribozomal elongasyonu surecini baskilamaktadir. eEF2K, timaor
hicrelerinde endoplazmik retikulum stresi aracili otofaji ve apopitozisi kontrol
eden kritik 6Gneme sahip bir molekuldur (116, 117). eEF2K, CaM-baglanma
bélgesi bulunan N-terminal a-kinaz katalitik domaini, ¢esitli fosforilasyon
rezidulerinin bulundugu linker domaini ve eEF2 baglanma bdlgesinin
bulundugu, a-helikal tekrarlarin bulundugu C-terminal domaini (TPR-
benzeri=SEL1) olmak uzere 3 farkll domainden olusmaktadir (9, 118). eEF2K,
bazi dokuya 6zgu izoformlar olmasina karsin tum Okaryotik hucrelerde
eksprese edilir. Fizyolojik kosullar altinda eEF2K, bilinen tek substrati olan
eEF2’yi fosforile etmekte, hicrenin protein sentezi asamasinda enerjinin
baylk c¢ogunlugunu (>%99) tluketen mMRNA translasyonu elongasyon
asamasini baskilamakta, hucrenin enerji azhgr ve/veya hicresel stres gibi
cesitli olumsuz kosullar altinda sagkalmasini saglamaktadir (112, 119). eEF2K
aktivasyonu, Ca?*/CaM aracil, enerji azligi durumunda AMPK aracili, hiicre igi
cAMP artisiyla birlikte PKA aracili olarak, hipoksik kosullarda veya dusuk
pH’da direkt olarak aktive olabilmektedir. indirekt olarak, PI3K/mTORC1/S6K
veya cdc2 aracili ve/veya Ras/Raf/ERK7p90RSK aracili inaktive olabilmektedir
(120-122) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. eEF2K yapisi ve fosforilasyon bélgeleri (Tavares C.D.J. ve ark.,
2012’den (120) uyarlandi.)

2.5.2. Fonksiyonel Ozellikleri

eEF2K, eEF2 proteinini fosforile ederek protein sentezini regule
etmekte ve protein translasyonunda ribozomun GTP bagimh tRNA-mRNA
dupleks translokasyonunu indiklemektedir. Bu sebepten, eEF2K’'nin
inhibisyonu protein sentezi Uzerine negatif yonde etki etmektedir. eEF2K
ekspresyonu ubikitin-proteozom sistemi araciligiyla da inhibe edilebilmektedir.
eEF2K yolagi, besin veya enerji azligi durumlarinda hucresel homeostazi
dengelemek adina protein sentezinin elongasyon fazinda translasyonu
azaltmaktadir (10). Protein translasyonu kontroline ek olarak eEF2K’'nin
fizyolojik hucre dongusu aresti yaparak hlcreyi apopitozdan korudugu,
subvanse edilemeyen yuksek fizyolojik stres kosullari altinda pro-apoptotik
yolagi indukleyebildigi ifade edilmektedir (123). Model organizmalarda yapilan
calismalarda, oksidatif stres iligkili sagliksiz oositlerin gelisimi asamasinda
eEF2K’nin apopitozu indukledigi, saglikli kosullar altinda eEF2K’nin XIAP (X-
linked inhibitor of apoptosis protein) ve c-FLIP (cellular FLICE-inhibitory
protein) anti-apoptotik proteinler aracili apopitozu baskiladi§i gosterilmektedir
(124).
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Hucredeki besin azligi veya hucresel enerjinin az oldugu durumlarda,
yapisal olarak yuksek oranda korunmus c¢esitli sinyal molekulleri
etkilenmektedir. Olusan bu stresi baskilamak amaciyla, besin ve eneriji tuketen
anabolik sureglerin aniden durmasini iceren entegre ve uyarlanabilir bir yanitla
sonuglanir. Bu yanitt eEF2K aracili regule eden mTORC1 ve AMPK (5'-
adenozin monofosfat (AMP) ile aktive edilmis protein kinaz) iki majér sensor
proteinidir (16, 17, 125). Hucresel stres durumunda normal hicre, hlcresel
enerjinin bayuk bir kismini tiketen sure¢ olan protein sentezini baskilamak
amaciyla AMPK vel/lveya mTORC1 aracili eEF2K aktivasyonunu arttirarak
eEF2 protein aktivasyonunu baskilar ve bunun sonucunda protein
translasyonu uzama basamaginda durdurulur. AMPK’nin hlicredeki protein
sentezini baskilamasi direkt olarak eEF2K aktivasyonu ile ve/veya indirekt
olarak mMTORC1 sinyal inaktivasyonu ile gerceklesebilmektedir (126). Ayni
adaptif mekanizma DNA hasarlari sonucu gelisen genotoksik stres durumunda
(127, 128), yogun hipoksik kosul (129) ve/veya dusik pH (130) durumlarinda
da olugabilmektedir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.7. eEF2K aktivasyonunu regile eden sinyaller ve uyaranlar (Liu R.
ve Proud G., 2016’dan (11).uyarlandi)
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Hipotermik kosullar altinda sitozolik Ca%* ve AMP miktari artmakta ve
bu durumda eEF2K ve AMPK fosforilasyonu artmaktadir. Bu durum hicreyi
olumsuz kosullar altinda hlcresel enerji tiketimini regule ederek korumaktadir
(131). Bu mekanizmanin Alaska’da yasayan Rana sylvatica turu kurbagalarin
iskelet kaslarinda normalin on kati kadar fazla oldugu ve bu sayede
kurbagalarin uzun sure donuk bir halde yasamlarini surdurebildikleri ve

sogug@a karsi direncli olduklari belirtiimektedir (132).

eEF2K aktivitesi ve eEF2'nin fosforilasyonu, ndronlarda ve beyinde
gesitli uyaranlar tarafindan stimile olmaktadir. Noronal aktivitenin post-
sinaptik bdlgede eEF2K ile reglle oldugu belirtiimektedir (133).
Depolarizasyon sonucu dendritlerdeki artan kalsiyum duzeyi ile birlikte aktive
olan eEF2K’nin BDNF (brain-derived neurotrophic factor), Arc (activity-
regulated cytoskeletal-associated protein), CaMKIl (kalsiyum/kalmodulin
bagimh protein kinaz ), ve MAP1B (mikrotlbul-assosiye protein 1B)
proteinlerini hedefleyerek sinaptik plastisiteyi regule ettigi belirtiimektedir. Bu
duruma ek olarak, eEF2K’nin kalsiyum bagimsiz aktivasyon mekanizmasina
sahip oldugu bilinmekte ve dusuk kalsiyum dizeyinde de aktive oldugu
belirtiimektedir (134). Ketamin gibi NMDA resept6r inhibitorlerinin sinaptik
gegcisi kuvvetlendirerek anti-depresant etkinligi olusturabilecegi
dusunulmektedir. Noronal aktivitedeki roli geregi eEF2K inhibitorlerinin de
benzer sekilde sinaptik gegisi arttirdigi ve depresyon gibi ¢esitli mental veya
epilepsi, Alzheimer gibi norolojik rahatsizliklarda etkin bir tedavi secenegi
olusturabilecegi belirtiimektedir (135-137).

Kalp yetmezligi veya kardiyak hipertrofi sonucu gelisen glukoz
deprivasyonunda, kardiyomiyoblast hicrelerinde eEF2K ekspresyonunun
arttigr  gosterilmektedir. eEF2K’'nin ifadesindeki artig ile birlikte AMPK
aktivasyonu gergeklesmektedir. AMPK’nin alt yolak proteini olan ULK1 (Unc-
51 Like Autophagy Activating Kinase 1) fosforilasyonu sonucu hicrelerde
otofajinin indUklendigi ve bu sayede hucrelerin apopitozdan korundugu
gosterilmektedir (138).
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Fizyolojik kosullarda eEF2K inhibitorunin duz kas hucrelerinde
potasyum kanallarini acarak hucrede vazodilatasyona yol actigl
gosterilmektedir. Spontan hipersensitif rat modelinde yapilan ¢alismada, TNF-
a (Tumor nekroz faktort alfa) aracili eEF2K ifadesinin reaktif oksijen turleri
(ROS) bagimhi vaskuler inflamasyonu tetikledigi, bunun sonucunda ise
endotelyal disfonksiyonun artmasiyla birlikte hipertrofi ve hipertansiyon
gelistigi gosterilmektedir (139). Bu durum hipertansiyon gibi kardiyovaskuler
hastaliklarda eEF2K inhibitorlerinin tedaviye yonelik etki olugturabilecegini
dusundurmektedir (140).

2.5.3. Kanser Hiicrelerinde eEF2K’nin Rolii

eEF2K, tumor mikrogevresinin ayirt edici 6zellikleri olan hipoksik ortam,
dusuk pH, besin azligi, glikolitik, endoplazmik retikulum ve proteotoksik stres
gibi gesitli hicre stresleri altinda ve amino asitler gibi enerji veya besin
tasarrufu olusturarak timér hicresinin hayatta kalmasina adaptif olarak katki
saglamaktadir (141-143). eEF2K ayni zamanda kanser hucrelerinde, hiicre
doéngusu progresyonunu, otofajiyi ve apopitozu regile etmektedir. Farkh
kanserlerde oldugu gibi hepatosellller karsinom (HCC) hucrelerinde eEF2K
ifadesinin yuksek oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢alismada, cisplatin (CDDP)
ile kombine edilen calyxin Y inkibasyonu sonucu, ubikitin-proteozom sistemi
indUklenerek eEF2K*'nin baskilanmasi ve bu sayede hlcrenin saglamis oldugu
adaptif sagkalim mekanizmalarinin inhibisyonu saglanmigtir. Duyarli ve
direngli HCC hucrelerine yonelik uygulanan tedavi stratejisinin tekli tedaviye
oranla daha etkili oldugu belirtiimektedir (144, 145) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Kanser hicrelerinde eEF2K aracili adaptif sagkalim mekanizmasi

(Leprivier G. ve Sorensen P.H., 2014’ten (21) uyarlandi.)

eEF2K  aktivasyonunun  kanser  hucrelerinin  metastaz ve
migrasyonunda rol oynadigi bilinmektedir (146). HCC hucrelerinde yapilan
calismada, eEF2K’'nin siRNA ile susturulmasi sonucu PI3K, Akt ve STAT
aktivasyonlarinin azaldigi gosterilmistir. eEF2K’'nin susturulmadigr kontrol
orneklerinde VEGF inkidbasyonuyla birlikte PI3K, Akt ve STAT ifadelerinin
arttigr ancak siRNA ile eEF2K’nin susturuldugu érneklerde bu proteinlerinin
ifadesinin artmadigi sonucuna ulagiimistir (147). Paralel bigcimde, over kanseri
dzerinde yapilan galismada siRNA ile eEF2’nin hedeflenmesi sonucu PI3K/Akt
yolaginin deregtle oldugu ve htcre proliferasyonunun arttigi belirtiimektedir
(148). Uclii negatif meme kanseri hiicrelerinde yapilan ¢alismada kanser

hicrelerininin proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonu asamasinda énemli rol



25

oynayan FOXM1 (Forkhead Box M1) transkripsyion faktérinin eEF2K’yi
regule ettigi belirtiimektedir. FOXM1’in siRNA ile susturulmasi sonucu eEF2K
protein ifadesi ile birlikte, siklin D1, Src, MAPK-ERK yolagi proteinlerinin
ifadesi baskilanmisgtir. Kanser hucrelerinde FOXM1/eEF2K yolaginin
hedeflenmesi ile hucrelerin sagkalim avantaji saglayamadiklari ve bu
sebepten oOtlrlu potansiyel bir hedef olabilecedi belirtiimektedir (149). Ek
olarak, tumor baskilayici bir miRNA olan miR-34a’nin FOXM1/eEF2K yolagini
hedefledigi ve Uc¢lu negatif meme kanseri tedavisine yonelik potansiyel bir
terapotik olarak kullanilabilecegi ifade edilmektedir (150). Renal hucreli
karsinomda eEF2K ifadesinin arttigi, miR-877’nin timaor baskilayici bir miRNA
fonksiyonuna sahip oldugu ve eEF2K’I hedefleyerek hicre proliferasyonunu

ve migrasyonunu baskiladigi belirtiimektedir (151).

eEF2K’nin kanser hlcrelerinde otofajik aktiviteyi arttirdigi ve bu sayede
kanser hucrelerine sagkalim avantaji olusturdugu belirtiimektedir. Kolon
kanseri hicrelerinde eEF2K-AMPK-ULK1 aracili otofajinin indiklenmesiyle
birlikte kanser hucrelerinin  sagkallm avantaji sagladigi ve hucre
proliferasyonunu arttirdigi ifade edilmektedir (152). Fare embriyonik fibroblast
hicrelerinde yapilan galismada, otofajinin eEF2K’den bagimsiz bir bigimde,
stres sonucu AMPK’Iin aktivasyonu ve mTORC1?’in inhibisyonuna bagimh
olustugu ifade edilmektedir (153). miR-4487 ve miR-595’in eEF2K-ULK1
aracili otofajik aktivasyonu regiile ettigi belirtiimektedir (154). Ozafageal
skuamoz hducreli karsinomlarda eEF2K asiri  ekspresyonunun hucre
proliferasyonu, invazyon ve migrasyonu ile korelasyon gosterdigi belirtiimekte,
eEF2K’nin susturulmasi ile hicrelerde otofajinin azaldidi, apopitozun ve
radyoterapiye duyarlihdin arttigi ifade edilmektedir. Bu baglamda, 6zafageal
skuamoz hucreli karsinomda eEF2K’'nin potansiyel bir hedef olabilecegi
belirtiimektedir (155). Ek olarak, ER stresi altinda DNA hasari ile indiklenebilir
transkript 4 proteini (DDIT4) aracili eEF2K proteininin Ser398 residlusu
fosforillenerek otofaji induklendigi belirtimektedir. Bu sayede, metabolik stres
altinda kanser hucreleri korunmus olur. Bu baglamda, eEF2K inhibitori olarak
NHI125 (1-benzyl-3-cetyl-2-methylimidazolium iodide), kanser hicrelerine
karsi etkili anti-profliferatif etki gdsteren bir ajan olarak kullaniimaktadir.
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Yapilan ¢aligmalar NH125’in mekanistik olarak eEF2K inhibisyonunun aksine,
eEF2 defosforilasyonu ile etki sagladigini gostermektedir. Ozellikle meme
kanserinde, glioma ve pankreas kanserinde anti-proliferatif etki gostermesi
sebebiyle, eEF2K 6nemli terapotik bir hedef olarak dikkat gekmektedir (116).

Bazi tumoérlerde eEF2K geninde mutasyon meydana geldigi ifade
edilmektedir. Ornek olarak eEF2K linker domainindeki Thr348 mutasyonu
eEF2K’nin  otofosforilasyonunu etkilemektedir. Bu mutasyon sonucu,
eEF2K'nin eEF2'ye kargi aktivitesi artmaktadir. eEF2K'nin kanser hucrelerini
besin acgligina karsi korumaya yardimci oldugu géz 6nune alindiginda, bu
mutasyon, kanser hucrelerinin  sagkalmasi i¢cin Oonemli bir avantaj
olusturmaktadir (156, 157).

TUmor dokusunda yogun olarak aktive olan sinyallerinden biri mTORC1
aracili gerceklesmektedir. Tumor hacresi, besin velveya enerji azhgi
durumunda hizli bir bicimde AMPK ifadesini arttirir, mTORC1 ifadesini azaltir
ve bu sayede eEF2K aktivasyonunu arttirarak adaptif bir mekanizma
olusturabilir. Olumsuz kosullar altinda yogun onkojenik sinyalin baskilanmasi
tumor hicresine sagkalim avantaji saglamaktadir. Bu adaptif mekanizmayi
gerceklestiremeyen timor hlicresi apopitoza gitmektedir (21, 158). mTOR
inhibitéri  olan  rapamisin, MTORC1-S6K—-eEF2K—eEF2  yolagini
hedefleyerek, APC (Adenomatozis polipozis koli) mutasyonu olan bagirsak
kript adenom hdcrelerinin  farklilasmasina ve hicre blyldmesinin
baskilanmasina neden olmaktadir. APC mutasyonundan kaynakli kolorektal
kanser riski olan kisilerde terapétik olarak rapamisin kullaniminin faydal
olabilecegi ifade edilmektedir (159). Hormon reseptor pozitif 190 meme
kanseri hastasinda protein translasyonu mekanizmasinda rol oynayan
proteinler Uzerinde yapilan galismada, yuksek pS6, p4E-BP1, eEF2K ve dusuk
pdcd4 ifadesinin kotu prognoz ile iligkili oldugu gosterilmektedir. Bu kapsamda,
belirlenen protein ifadelerine sahip olan hastalarda PI3K/mTOR yolagi inhibitér
kullaniminin tedaviyi destekleyici énemli bir ajan olabilecegi belirtiimektedir
(160). p53/PTEN dual mutant Uc¢li negatif meme kanseri fare modelinde

yapilan galismada, Akt protein ifadesi yliksek olanlarda eEF2K inhibitorlerinin
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tumor progresyonunu baskiladigi ancak Akt protein ifadesi disik olanlarda
eEF2K inhibitérine karsi direng olustugu belirtiimektedir (161).

eEF2K’a yonelik cgesitli kiigik molekll inhibitdrleri tasarlanmaktadir.
eEF2K’a yonelik terapotiklerin meme kanserinde apopitozu indukledigi ve
tumor progresyonunu baskiladigi gosterilmistir (162). Ancak bu duruma zit
olarak, eEF2K’ya hedefleyen kiglk molekul inhibitdrleri farkli sonuglara yol
acmaktadir. Ornek olarak, NH125 isimli ajanin hiicreler ve in vivo ¢alismalarda
basta inhibisyon gosterdigi ancak zaman igerisinde etkinligini kaybettigini
gostermektedir. Bu durumun aksine, A-484954 isimli ilk jenerasyon eEF2K
inhibitdér ajaninin, cesitli hicre dizilerinde daha etkin inhibisyon sagladigi
belirtiimektedir. Benzer durum anti-viral ilaglar i¢in de gegerlidir. Lopinavir gibi
anti-viral ilaglarin AMPK-eEF2K aracili protein sentezini baskiladigi
gosterilmistir (163). Cesitli anti-viral ilaglarin, 6zellikle FDA onayh ve HIV
tedavisinde kullanilan proteaz inhibitéri olan nelfinavirinin, kanser
hicrelerinde eEF2K fosforilasyonunu arttirdi§gi  gosterilmistir.  eEF2K
fosforilasyonuyla birlikte kanser hucrelerinin apopitoza gittigi ve kanser

progresyonunu azalttigi belirtiimektedir (164, 165).

eEF2K’ya yonelik kullanilan kuguk molekll inhibitor aktivitelerinin
analizleri icin kullanilan biyokimyasal ve hicresel deney sistemleri yetersiz
kalmaktadir. Bu amagla, floresan ve luminesan deney sistemleri ile cesitli
eEF2K inhibitorlerinin etkileri yuksek ciktili goruntuleme yontemi (HTS, High
Throughput Screen) ile analiz edilmigtir. Sox (soxtide) temelli isaretleme
yonteminin, daha onceki deneylerde kullanilan GST isaretleme yontemine
oranla daha etkin calistigi belirtiimektedir. Sox kromofor-modifiye peptit
substratlarinin selasyon kuvvetlendiriimis (chelation-enhanced) floresan
fosforilasyonu analizlerinde hassasiyetinin daha fazla oldugu belirtiimektedir.
Sox-temelli peptid aktive oldugu zaman Mg+ ile baglanma afinitesi

artmaktadir. Bu prensip ile, kinaz aktivitesi analiz edilmektedir (166).
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2.6. Amag

HER2 eksprese eden meme kanseri hucrelerinde eEF2K'nin
ekspresyon duzeyi ve HER2 aktivasyonu ile iligkili hlicre igi sinyal yolagi iliskisi
hendz bilinmemektedir. Bu ¢alismada, HER2 reseptorine 6zgul monoklonal
antikor olan trastuzumab ile inklibe edilmis HER2 eksprese eden meme
kanseri hucre dizilerinde, HER2 aracili onkojenik sinyal yolagi ile eEF2K

arasindaki fonksiyonel iligkinin incelenmesi amaclanmaktadir.
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3. GEREG VE YONTEM

Bu tez calismasinda kullanilan tim malzemeler ve cihazlar, butun

deneylerin yuritildiigli Hacettepe Universitesi Kanser Enstitlisii Temel

Onkoloji Anabilim Dali arastirma laboratuvarinda bulunmaktadir.

3.1 Kimyasal Maddeler, Kitler ve Tamponlar

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasal maddelerin, kitlerin ve

tamponlarin adlari ve uretildikleri firmalarin adlari asagida siralanmaktadir

(Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Kimyasal maddeler, kitler ve tamponlar

URUN ADI

Phospho-EGF Receptor (Tyr1068)
(D7A5) XP® Rabbit mAb primer
antikor #3777S

EGF Receptor (C74B9) mAb primer
antikor #2646S

Phospho-HERZ2/ErbB2
(Tyr1221/1222) (6B12) Rabbit mAb
primer antikor #2243S

HER2/ErbB2 (D8F12) XP® Rabbit
mADb primer antikor #4290S

Phospho-HER3/ErbB3 (Tyr1289)
(21D3) Rabbit mAb primer antikor
#4791S

HERB3/ErbB3 (D22C5) XP® Rabbit
mADb primer antikor #12708S

URETICIi ADI ve URETILDIGI ULKE

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD



30

Tablo 3.1. Kimyasal maddeler, kitler ve tamponlar (Devam)

Phospho-eEF2k (Ser366) Antibody
primer antikor #3691S

eEF2k Antibody primer antikor
#3692S

Phospho-eEF2 (Thr56) Antibody
primer antikor #2331S

eEF2k Antibody primer antikor
#2332S

Phospho-p70 S6 Kinase (Thr389)
(108D2) Rabbit mAb primer antikor
#9234S

p70 S6 Kinase (49D7) Rabbit mAb
primer antikor #2708S

Phospho-Akt (Thr308) (D25E6)
XP® Rabbit mAb primer antikor
#13038S

Phospho-Akt (Ser473) (D9E)
XP® Rabbit mAb primer antikor
#4060S

Akt (pan) (C67E7) Rabbit mAb
primer antikor #4691S

Phospho-Cyclin D1 (Thr286)
(D29B3) XP® Rabbit mAb primer
antikor #3300S

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD

Cell Signaling Technology- ABD
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Tablo 3.1. Kimyasal maddeler, kitler ve tamponlar (Devam)

Cyclin D1 (92G2) Rabbit mAb
primer antikor #2978S

Cell Signaling Technology- ABD

p21 Waf1/Cip1 (12D 1) Rabbit mAb
primer antikor #2947S

Cell Signaling Technology- ABD

p27 Kip1 (D69C12) XP® Rabbit
mADb primer antikor #3686S

Cell Signaling Technology- ABD

Caspase-3 (8G10) Rabbit mAb
primer antikor #9665S

Cell Signaling Technology- ABD

PARP (46D11) Rabbit mAb primer
antikor #9532S

Cell Signaling Technology- ABD

ADAM10 Antibody primer antikor
#14194S

Cell Signaling Technology- ABD

PhosphoPlus® AMPKa (Thr172)
Antibody Duet primer antikor
#8208S

Cell Signaling Technology- ABD

GAPDH (14C10) Rabbit mAb
primer antikor #2118S

Cell Signaling Technology- ABD

B-Actin (13E5) Rabbit mAb primer
antikor #4970S

Cell Signaling Technology- ABD

Anti-rabbit IgG, HRP-linked
Antibody sekonder antikor #7074S

Cell Signaling Technology- ABD

Herceptin® (Trastuzumab)

Roche - Isvigre

Leibovitz L-15 Medium

Biological Industries - Israil
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Tablo 3.1. Kimyasal maddeler, kitler ve tamponlar (Devam)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) Medium

Biological Industries - Israil

RPMI (Roswell Park Memorial
Institute)-1640 Medium

Biological Industries - Israil

DMEM:F12 Medium

Biological Industries - Israil

FBS (Foétal Dana Serumu)

Biological Industries - Israil

L-glutamin

Biological Industries - Israil

Penisilin/Streptomisin

Biological Industries - Israil

Tripsin EDTA Solusyonu A
(0.25%), EDTA (0.02%)

Biological Industries - israil

EZ-PCR Mikoplazma Kiti

Biological Industries- israil

PBS (Phosphate Buffered Saline)

Biological Industries- israil

TBS (Tris Buffered Saline) Bio-Rad - ABD
Tween-20 (%10) Bio-Rad - ABD
10x Tris/Glycine/SDS Bio-Rad - ABD
Bovine Serum Albumin Standart Bio-Rad - ABD
Seti

4X Laemmli Ornek Tamponu Bio-Rad - ABD
Trans-Blot Turbo RTA Transfer Kit, Bio-Rad - ABD

Mini, PVDF, for 40 Blots
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Tablo 3.1. Kimyasal maddeler, kitler ve tamponlar (Devam)

Mini-PROTEAN TGX Gels, 10

gels/box, 4-20% resolving gels

Bio-Rad - ABD

Super Signal West-femto Maximum

Sensitivity Substrate

Thermo Scientific - ABD

Halt™ Protease and Phosphatase

inhibitor cocktail

Thermo Scientific - ABD

RIPA Tampon Sollsyonu

Thermo Scientific - ABD

PageRuler™ Prestained Protein
Ladder

Thermo Scientific - ABD

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Thermo Scientific - ABD

CellTrace™ CFSE Cell Proliferation
Kit

Thermo Scientific - ABD

B-merkaptoetanol

Sigma Aldrich - ABD

Etil alkol (Etanol)

Sigma Aldrich - ABD

Tripan Mavisi

Sigma Aldrich - ABD

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide
(MTT)

Sigma Aldrich - ABD

SDS (Sodyum dodesil siilfat)

Sigma Aldrich - ABD

DMF (N,N-Dimethylformamide)

Isolab - Almanya

BlueBlock PF (10x)

Serva - Almanya

Dimetil stlfoksit (DMSO)

Serva - Almanya
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Bu tez galismasinda kullanilan aletlerin ve cihazlarin adlari ve

uretildikleri firmalarin adlari asagida siralanmaktadir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Aletler ve cihazlar

URUN ADI

URETICIi ADI ve URETILDIGI ULKE

Sistemi

Kodak Gel Logic 1500 Gdoruntileme

Carestream Healty Inc.-ABD

Faz/Kontrast Mikroskop

Olympus-ingiltere

Etav Heraeus-Almanya
Otomatik Calkalayici Heidolphy-Almanya
Sogutmali Mikrosantrifij Eppendorf-Almanya
Spektrofotometre Spectramax-ABD

-80 °C Derin Dondurucu

Thermo Electron-ABD

Santrif(j

Heraeus-Almanya

-196 Sivi Azot Tanki

Taylor Wharton- ABD

Buz makinasi

Scotsman AF200-ingiltere

Trans-Blot Membran Transfer Bio-Rad - ABD
Sistemi

Elektroforez Gu¢ Kaynagi Bio-Rad - ABD
Elektroforez Gug Kaynagi Amerscham
Jel Yurutme Tanki Bio-Rad - ABD
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Jel Yurutme Tanki

Amerscham

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

Neubauer-ABD

RTCA iCELLigence Sistemi

Acea - ABD

BD FACSAria Il Cell Sorter Akim

Sitometri

Becton Dickinson - ABD
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3.3 Hiicre Kiiltiiru

Calisma kapsaminda HER2 ekspresyonu olan meme kanseri hlcre
dizileri olan BT-474, MDA-MB-361, MDA-MB-453, SKBR-3 ve UACC-893
kullanildi. Hiicreler 25 cm? ve/veya 75 cm? flask icerisinde, %10’luk fotal dana
serumu (FBS), %1 antibiyotik (Penisilin/Streptomisin) (100 IU penisilin ve 100
pg/ml streptomisin) ve %1 L-glutamin iceren DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) (SKBR-3 hicre dizisi i¢in), RPMI-1640 (Roswell Park Memorial
Institute) (MDA-MB-361 ve BT-474 hicre dizileri icin), DMEM:F12 (MDA-MB-
453 hucre dizisi igin) veya Leibovitz L-15 (UACC-893 hucre dizisi i¢in) tam
besiyeri ortaminda 37 °C %5 CO2'lik etlivde ¢ogaltildi. Her 3 glinde bir besi
yeri degistirildi, tek tabaka halinde buyuyen hucrelerin doluluk oranlari 2%70’e
ulastiginda tripsinizasyon yapilarak pasajlandi. Hucrelerin yogunluk tayini
faz/kontrast mikroskobu ile yapildi. Hicrelerin ilk pasaji asamasinda, krayovial
tlp basina 1 x 108 hiicre/ml olacak sekilde konuldu ve daha sonraki deneylerde
kullanilimak Uzere sivi azot tankinda muhafaza edildi. 3. ile 11. pasajlar
arasindaki hucreler kullanilarak deneyler yarutuldl. Uygun pasaj sayisina ve
deneylerde kullanilacak miktara ulasan hucreler kaldirildiktan sonra tripan
mavisi ile boyandi ve Thoma Lami kullanilarak 1sik mikroskobu vasitasiyla

sayildi.
3.4. Mikoplazma Testi

Calisma kapsaminda kullanilan htcre dizilerinin, hicre igi bakteri
(mikoplazma) kontaminasyonu tayini amaciyla mikoplazma testi uygulandi.
Hicrelerin doluluk oranlar 2%70’e ulastiginda besiyerinden 1 ml 6rnek
alinarak, 1,5 ml'lik deney tupu icerisine konuldu. Aldigimiz érnek +4 °C'de
2000 rpm'de 90 saniye santrifuj edildi. Santriflij sonrasi olusan supernatant
ayri bir tipe alindi ve pellet atildi. Alinan supernatant 14000 rpm'de 10 saniye
santrifij edildi. Bu islemden sonra supernatant pipet ile gekilerek atildi. TUpun
alt kisminda olusan pelet 25 ul mikoplazma tampon solusyonu igerisinde
suspanse hale getirildi. Sispansiyon 95 °C'ye getirilmis kuru blok Uzerinde 3
dakika inkUbe edildi. Bu agsamadan sonra EZ-PCR Mikoplazma kitinde dnerilen

miktarlarda ornek tup, pozitif kontrol tiuplu ve negatif kontrol tiplu olarak
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hazirlandi. Polimeraz zincir reaksiyonu sonunda tuplerin igerisindeki trtnler
%Z2'lik agaroz jele ylUklendi ve mikoplazma varligi kontrol edildi. Calisma
kapsaminda kullanilan htcre dizisi 6rneklerinde mikoplazma kontaminasyonu

olmadigi1 gozlemlendi.
3.5. ilag Uygulamasi

HERZ2 ekspresyonu olan meme kanseri hucre dizileri MTT ve western
blot deneyleri igin trastuzumab (Herceptin®) ile inkiibe edildi. MTT deneyinde
kullanilacak deney doz araliklari literartirdeki ¢alismalar sonucu belirlendi
(167-170). Trastuzumab, hucre dizileri igin kullanilan tam besiyeri ile 5-10-20-
40-80 ug/ml test konsantrasyonlari taze olarak hazirlanarak sitotoksisite
deneyleri yapildi. Hicreler ilag ile 48 saat ve 72 saat olmak Uzere iki farkli saat
kosulunda test edildi. MTT sitotoksisite deneyi sonucu tum hdcre dizileri igin

belirlenen 10 ug/ml trastuzumab dozu, western blot deneyi igin kullanildi.
3.6. MTT Sitotoksisite Testi

MTT yontemi, canli hucrelerin mitokondriyal suksinat dehidrogenazlari
araciligiyla ¢ézunar metil-tiyazol-tetrazolyum tuzunu, ¢éziinmeyen formazana
donustirmesi ve ¢oézunmeyen bu kristallerin SDS ile suda ¢ozunur hale
getirilmesi ile olusan renk siddetinin kolorimetrik olarak Olgimu esasina
dayanan bir sitotoksisite testidir. Belirlenen ila¢g dozlarinin 48 ve 72 saatlik
inkiibasyonlari sonrasinda MTT, PBS iginde 5 mg/ml olacak sekilde ¢ozulerek
hazirlandi. MTT’nin 4 saatlik inkibasyonundan sonra ekstraksiyon tamponu
olarak, %45 DMF (Dimetilformamid) iginde ¢6zilmus %23 SDS (Sodyum
dodesil sulfat) ¢ozeltisi (pH= 4.7) kullanildi. DMF/SDS ile 24 saatlik sure
sonunda ¢ozlinen formazan kristalleri kuyularda formazanin yogunluguna
gore renk degisimleri olustu. Renk dansiteleri, plaka temelli spektrofotometre
araciligiyla 570 nm dalga boyunda okundu. Tek basina DMF/SDS optik
dansitesi blank olarak kullanildi. ilagsiz kontrol kuyulari izerinden ilagsiz
kuyularin normalizasyonu yapilarak dozlarin hidcre canhligina olan etkileri

analiz edildi.
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3.7. Protein Lizatlarinin Hazirlanmasi

BT-474, MDA-MB-361, MDA-MB-453, SKBR-3 ve UACC-893 hiicreleri,
kultar ortaminda ¢ogaltiimasi agsamasindan T25 flasklarin her birine 200.000
—1.000.000 hucre ekildi. Hucrelerin kuyu zeminlerine yapismasi igin 37 °C’de
%5 CO?lik etivde 24 saat inkUbasyon gerceklestirildi. 24 saat sonra flask
icerisinde bulunan tam besiyerleri ¢ekildi. Bu agamadan sonra, serum agligi
kosulu uygulanmasi amaciyla serumsuz besiyeri eklendi. 24 saat beklendikten
sonra ornek flasklara, besiyeri icinde hazirlanan 10 pg/ml trastuzumab
eklenerek 6 ve 48 saat olmak Uzere iki farkli deney suresi boyunca inkibe
edildi. ilagsiz kontrol drneklerine sadece besiyeri eklendi. inkiibasyondan
sonra flasklardaki besiyeri c¢ekildi ve flasklar soguk PBS ile yikandi.
Devaminda PBS cekildi, 400 uyl lizis tamponu (RIPA, Proteaz&Fosfataz
inhibitor kokteyli, EDTA) ile flask igerisinde bulunan hucreler lizis edildi ve

hdcre lizatlari elde edildi.
3.8. Protein Kantitasyonu

Western blot deneyinde kullanilacak olan protein lizatlarinin, protein
miktarlarinin tayini amaciyla BCA Protein Assay Kit ile protein kantitasyonu
yapildi. DUz tabanli 96 kuyulu plakta bulunan kuyulara 10’ar ul protein lizat
orneklerinden eklendi. Protein standarti olarak, 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
farkh konsantrasyonda BSA (Bovine Serum Albumin) proteini kullanildi. Blank
olarak lizis tamponu kullanildi. Her bir protein standardi, 6rnek protein lizatlar
ve blank olarak kullanilan lizis tamponu uzerine 200 pl kit icerisinde bulunan
BCA Protein Assay Kit A:B (50:1 oraninda) sollsyon karigsimi eklendi.
Devaminda, 96 kuyulu plak karanlik ortamda ve 37 °C sicaklikta 30 dakika
inklibe edildi. inkiibasyon asamasindan sonra renk dansiteleri, plaka temelli
spektrofotometre araciligiyla 562 nm dalga boyunda okundu. Western blot
deneylerinde her bir 6rnekten 20 ug protein kullanilacagindan dolayi, elde
edilen degerler 20 ug total protein miktari igin ihtiyac duyulan hacim olarak
hesaplandi. Western blot deneyine baslamadan dnce tim protein lizatlarina

4x laemmli yukleme tamponu 3:1 oraninda eklendi.



39

3.9. Western Blot

Protein  kantitasyonlari igleminden sonra yuklenecek protein
konsantrasyonlari belirlenmis protein lizatlarinin, 95 °C’ye getirilmis olan kuru
Isitma blogu icerisinde 5 dakika inkibe edilerek denatlrasyonlari saglandi.
Protein denaturasyonu asamasindan sonra, lizat icerisinde bulunan farkli
agirhga (kDa) sahip proteinlerin %4-20 precast poliakrilamid jel igerisinde
elektroforez ile yurutulerek ayrismasi saglandi. Yurutme iglemi 5 dk. 50 V.
ardindan 85 dk. 100 V. olarak gergeklestirildi. Bu asama tamamlandiktan
sonra, jel icerisinde agirliklarina gore ayrisan proteinlerin, jelden PVDF
membrana transferi saglandi. Transfer islemi 3 dk. 25 V. olarak gergeklestirildi.
Transfer asamasindan sonra membranin, 1X BlueBlock PF blokasyonu
solUsyonu igerisinde 1 saat slresince, oda sicakliginda ve 100 rpm hiza
ayarlanmig c¢alkalayici Uzerinde blokasyonu gerceklestirildi. Bu asamadan
sonra, membran primer antikor ile muamele edildi. Denature olmus proteinlerin
tek bir determinantini ylksek afinite ve 6zgullikte taniyan monoklonal
antikorlar hedefledigimiz proteinlerin (p-EGFR/EGFR, p-HER2/HER2, p-
HER3/HERS3, p-AKT/AKT, p-S6K/S6K, p-eEF2K/eEF2K, p-eEF2/eEF2, p-
siklin D1/siklin D1, p-AMPK/AMPK, p27, p21, ADAM10, PARP ve Kaspaz 3)
tayini icin kullanildi. Kontrol proteini olarak B-aktin veya GAPDH kullanildi.
Primer antikor inkibasyonu 50 rpm hizdaki ¢alkalayicida, 4 °C’da 18 saat
suresince yapildi. Primer antikor inkibasyonundan sonra, 1X TBS-T ile
membran 3 defa 10’ar dakika 100 rpm hizdaki calkalayicida yikandi.
Devaminda, membran ylzeyindeki antikorlara spesifik olarak baglanan primer
antikorlarin goéruntilenebilmesi icin HRP (Horseradish peroksidaz) konjuge
primer antikorun dretildigi organizmaya karsi (anti-rabbit) Uretilmis sekonder
antikor ile inkibasyon asamasina gegcildi. Sekonder antikor inkibasyonu oda
sicakhginda 100 rpm hizdaki galkalayicida 1 saat suresince yapildi. Sekonder
antikor inkibasyonundan sonra 1X TBS-T ile membran 3 defa 10’ar dakika
100 rpm hizdaki calkalayicida yikandi. Son olarak, sekonder antikorun
baglanmis oldugu proteinlerin kemoluminesans Isima yapabilmesi igin,
sekonder antikora konjuge HRP’de bulunan peroksidaz enziminin substrati

olan luminol igeren ECL (Enhanced chemiluminescence) solusyonu kullanildi.
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ECL inkUbasyonu protein ifadesi ve antikor yogunluguna bagl olarak 10 sn. —
5 dk. araliginda gercgeklestirildi. Son olarak, kemoliminesans goértnttleme ile
elde edilen bantlarin dansitometrik yogunluklari gérinttleme sistemi ile tespit

edildi. Relatif bant dansiteleri Fiji (ImageJ) uygulamasi ile belirlendi.

3.10. xCelligence Aracili Gergek-Zamanl Huicre Proliferasyon

Analizi

Gergek-zamanli hicre analiz sistemi, altin biyosensér mikroelektrotlar
kullanarak elektriksel empedans olgmektedir. Bu sistemin hucre saghgr ve
davranigl Uzerine zarari olmadigi gosterildi (171). Hucre sayisinin artisgi,
empedansi degistirmektedir. Bu sayede de gergek-zamanl kantitatif hiicre
analizi yapilabilmektedir. Bu uygulamalar icin hucrenin igaretlenmesi de
gerekmemektedir (172). Bu ¢alismada, RTCA SP xCelligence Sistemi (ACEA,
San Diego, CA, ABD) kullanilarak dinamik ve gergek-zamanli hicre
proliferasyonu incelendi. Gergek-zamanli hiicre analiz sistemi icindeki altin
mikroelektrotlarin empedansi, i¢inde hucre bulunmayan tam hicre besiyeri
kullanilarak olguldid. Devaminda BT-474, MDA-MB-361, MDA-MB-453 ve
SKBR-3 hucre dizileri E-plakaya ekildi. UACC-893 hucre dizisi blyuime
ortaminin CO2 gaz degisiminden etkilenmesi ve bu sebepten deneysel
prosedure uygun olmamasindan oturu analizi gerceklestiriliemedi. Hucrelerin
plakaya tutunmalari igin 24 saat inklbe edildi. Bu surenin sonunda degisen
konsantrasyonlarda kontrol kuyularina sadece besiyeri, test kuyularina ise 10
pg/ml trastuzumab eklendi. Eklenen ilag varliginda hicrelerin proliferasyonu
takip edilerek toplam 240 saatlik proliferasyon kinetigi incelendi. Prolifere olan
hicreler, “E-plate”’e tutunan toplam hicre sayisini arttirdigi igin empedans
degismektedir. Bu yontemle dinamik hlcre proliferasyonu kinetigi tespit

edilmig ve farkl zaman noktalarindaki “hucre indeksleri (Cl)” hesaplandi.
3.11. CFSE Hiicre Proliferasyonu Testi

CFSE hlcre bolunmesi takip kiti kullanilarak yapilacak akim sitometri
yontemi ile, hicrelerin ilag inkiibasyonu sonucu proliferasyon paternlerindeki

degisiklikler incelendi. Deneysel basamaklar kitin 6nerdigi aderan hucre
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protokoline goére yapildi. Bu dogrultuda hicreler =%75 yogunluga
geldiklerinde kaldirildi. 5 yM CFSE c¢alisma sollsyonu ile, icerisinde 1-10
milyon hdcre bulunan 1 ml hicre suspansiyonu karigtirildi. Devaminda, 20
dakika 37 °C’de inkube edilecek. Devaminda, sivi miktarinin 5 kati kadar %10
FBS iceren besiyeri eklendi. Hucreler flasklara ekildi ve hucrelerin flask
tabanina tutunmasi icin yaklasik bir gin beklendi. Ertesi gin 10 ug/ml
trastuzumab eklendi. CFSE o6ncesi hucre doubling sureleri BT-474 igin ~65
saat, MDA-MB-361 icin ~62 saat, MDA-MB-453 icin ~57 saat, SKBR-3 igin ~69
saat ve UACC-893 i¢in~56 saat olarak belirlendi. Hlcrelerinde en az bir double
gecirmelerine dikkat edildi. Bu amagla, tum hucreler ilag ile 120 saat inklbe
edildi. ilag ile inkiibasyon siiresi sonunda, hiicreler kaldirildi ve PBS igerisinde
resuspanse edildi. Son olarak ilag uygulamasi ve CFSE inkibasyonu yapiimig
HER2 ekspresyonu olan meme kanseri hicre dizilerinin protokolde belirtilen
dalga boyunda (Eksitasyon/Emisyon: 492517 nm) akim sitometri cihazinda

Olcumleri yapildi.
3.12. Biyoenformatik Analiz

Calisma kapsaminda u¢ farkli veri seti Uzerinden meta-analiz
gerceklestirildi. ilki, Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) (173) veri setinde
HER2+ meme kanseri olan BT-474, MDA-MB-361, MDA-MB-453 SKBR-3 ve
UACC-893 hucre dizilerinin belirlenen 20 gen setindeki bazal ekspresyonlar
incelendi. Belirlenen genler: ADAM10, AKT1, AKT2, AKT3, CASP3, CCND1A
(siklin D1), CDKN1A (p21), CDKN1B (p27), EEF2, EEF2K, EGFR, ERBB2
(HER2), ERBB3 (HER3), MTOR, PARP1, PIK3CA, PRKAA1 (AMPKa1),
PRKAA2 (AMPKa2), PTEN ve RPS6KA1 (p70S6K)’dir. Gen seti analizi Broad
Institute Morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus) yazilimi

araciligiyla olusturuldu.

ikinci olarak, CCLE RNA sekans veri seti kullanildi. Veri setinde HER2+
meme kanseri olan BT-474, MDA-MB-361, MDA-MB-453 SKBR-3 ve UACC-
893 hicre dizilerinin belirlenen 20 gen setindeki bazal ekspresyonlar incelendi.
Ek olarak, 4 farkh HER2 eksprese eden meme kanseri hicre dizisi (BT-474,
MDA-MB-453, SKBR-3 ve UACC-893) ve 4 farkh ug¢lu negatif meme kanseri
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hicre dizisi (BT-20, HCC38, MDA-MB-231 ve MDA-MB-468) bazal gen
ekspresyonlart KEGG (174) ve GSEA (175, 176) analiz sistemleri kullanilarak
karsilastirldi. KEGG analizinde hsa_04012 ve hsa_04152 yolaklari kullanildi.
GSEA analizinde ise, 135 gen profiline sahip go_translational_elongation ve

37 gen profilline st_p38_ mapk_pathway molekuler imza veri setleri kullanildi.

Ucglincli veri setinde ise, ayni hiicre dizileri ve gen setleri, Gene
Expression Omnibus (GEO) (https://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/) veri
tabaninda bulunan GSE48216 (177, 178) RNA sekans veri seti Uzerinde bazal
gen ekspresyonlari incelendi. RNA sekans veri setinin nUmerik hesaplamalar
TUBITAK ULAKBIM, Yiksek Basarm ve Grid Hesaplama Merkezi'nde
(TRUBA kaynaklarinda) ve Galaxy (179) sunucularinda gergeklestirildi.
FASTQ dosyalart NCBI SRA-toolkit (http://ncbi.github.io/sra-tools/) araciligiyla
yuklenme iglemi gergeklestirildi. Veri dosyalari GRCh38 (hg38) insan referans
genomu ile STAR (180) dizilime yazilimi araciligiyla allign edildi. Olusan BAM
dosyalar featureCounts (181) yazihmi araciliiyla sayildi. Son olarak elde
edilen sonuglar heatmap?2 (Visualization of RNA-Seq results with heatmap?2
(Galaxy Training Materials)) goruntileme yazilimi kullanilarak karsilastirldi.
Analiz pipeline 1, Reference-based RNA-Seq data analysis (Galaxy Training
Materials) baz alinarak olusturuldu (182).

3.13. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler igin Graphpad Prism 7 programi kullanildi.
Istatistiksel analiz amaciyla student’s t testi uygulandi. Yapilan testin

sonucunda p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. HER2 Eksprese Eden Meme Kanseri Hiicre Dizilerinde

Belirlenen Gen Setinin Biyoenformatik Analizi

BT-474, MDA-MB-361, MDA-MB-453 SKBR-3 ve UACC-893 hicre
dizilerinde belirlenen 20 genin bazal ekspresyonlar incelendi. Belirlenen
genler: ADAM10, AKT1, AKT2, AKT3, CASP3, CCND1A (siklin D1), CDKN1A
(p21), CDKN1B (p27), EEF2, EEF2K, EGFR, ERBB2 (HER2), ERBB3 (HER3),
MTOR, PARP1, PIK3CA, PRKAA1 (AMPKa1), PRKAA2 (AMPKa2), PTEN ve
RPS6KA1 (p70S6K) dir.

4.1.1. HER2 Eksprese Eden Meme Kanseri Hiicre Dizilerinde
Belirlenen Gen Setinin CCLE Mikrodizin Veri Tabaninda

Degerlendirilmesi

Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) (173) veri tabaninda HER2
eksprese eden meme kanseri olan BT-474, MDA-MB-361, MDA-MB-453
SKBR-3 ve UACC-893 hicre dizilerinin belirlenen gen setinin bazal
ekspresyonlar incelendi. Gen seti analizi Broad Institute Morpheus
(https://software.broadinstitute.org/morpheus) yazilimi aracihgiyla, 1si haritasi
heatmap?2 (Visualization of RNA-Seq results with heatmap2 (Galaxy Training

Materials)) gorinttleme yazilimi kullanilarak olusturuldu.

Elde edilen gen ekspresyonlari, hiyerarsik kimelendirme algoritmasina
gore gruplandirildiginda, BT-474 ile MDA-MB-361 bir grup, MDA-MB-453 ile
UACC-893 ayri bir grup olarak elde edildi. SKBR-3 hucre dizisi ise bu

gruplardan bagimsiz olarak siniflandirildi (Sekil 4.1).
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Color Key

ADAM10
AKT1
AKT2
AKT3
CASP3
CCND1
CDKN1A
CDKN1B
EEF2
EEF2K
EGFR
ERBB2
ERBB3
MTOR
PARP1
PIK3CA
PRKAA1
PRKAA2
PTEN
RPS6KA1

Sekil 4.1. BT-474, MDA-MB-361, MDA-MB-453, SKBR-3 ve UACC-893
hicre dizilerinin gen ekspresyon profiline gére kimelenmesi
(CCLE, mikrodizin)

4.1.2. HER2 Eksprese Eden Meme Kanseri Hiicre Dizilerinde

Belirlenen Gen Setinin GEO Veri Tabaninda Degerlendirilmesi

Gene Expression Omnibus (GEO) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)
veri tabaninda bulunan GSE48216 (177, 178) RNA sekans veri setinde BT-
474, MDA-MB-361, MDA-MB-453, SKBR-3 ve UACC-893 hiicre dizilerinde

belirlenen 20 genin bazal ekspresyonlari incelendi. Gen seti analizi, TUBITAK
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ULAKBIM, Yiksek Bagarim ve Grid Hesaplama Merkezi'nde (TRUBA
kaynaklarinda) ve Galaxy (179) sunucularinda gercgeklestirildi. Isi haritasi
heatmap?2 (Visualization of RNA-Seq results with heatmap?2 (Galaxy Training

Materials)) goruntuleme yazilimi kullanilarak olugturuldu.

Gen ekspresyon profillerine gore hucre dizileri kimelendirildiginde BT -
474 ile SKBR-3 bir grup, MDA-MB-453 ile UACC-893 ayri bir grup, MDA-MB-
361 ise bu gruplardan bagimsiz ayri bir grup olarak kimelendi (Sekil 4.2).

Color Key

o | |Wﬁ
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ERBB3
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PTEN
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AKT2
AKT3
PRKAA1
PRKAA2
EEF2K
EEF2
MTOR
RPS6KA1
CCND1
CDKN1A
CDKN1B
ADAM10
PARP1
CASP3

Sekil 4.2. BT-474, MDA-MB-361, MDA-MB-453, SKBR-3 ve UACC-893 hlicre
dizilerinin gen ekspresyon profiline gére kimelenmesi (GEO:
GSE48216)
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4.1.3. HER2 Eksprese Eden Meme Kanseri Hiicre Dizilerinde
Belirlenen Gen Setinin CCLE RNA Sekans Veri Tabaninda
Degerlendirilmesi ve HER2 Eksprese eden Meme ve Uglii Negatif
Meme Kanseri Hiicre Dizilerinde KEGG ve GSEA Analizi

Veri setinde BT-474, MDA-MB-361, MDA-MB-453, SKBR-3 ve UACC-
893 hucre dizilerinin belirlenen gen setindeki bazal ekspresyon duzeyleri
incelendi. Gen ekspresyon profillerine gore hicre dizileri kimelendirildiginde
BT-474 ile MDA-MB-453 bir grup, SKBR-3 ile UACC-893 ayri bir grup, MDA-
MB-361 ise bu gruplardan bagimsiz ayri bir grup olarak kimelendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. BT-474, MDA-MB-361, MDA-MB-453, SKBR-3 ve UACC-893
hucre dizilerinin gen ekspresyon profiline gore kimelenmesi
(CCLE, RNA sekans)
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4.2. CCLE RNA Sekans Veri Tabanindan Elde Edilen Tim RNA
Sekans Verileri ile HER2 Eksprese eden ve Uglii Negatif Meme
Kanseri Hiicre Dizilerinde KEGG ve GSEA Analizi

4 farkli HER2 eksprese eden meme kanseri hicre dizisi (BT-474, MDA-
MB-453, SKBR-3 ve UACC-893) ve 4 farkl Uglu negatif meme kanseri hicre
dizisi (BT-20, HCC38, MDA-MB-231 ve MDA-MB-468) tim RNA sekans
verileri CCLE veri tabanindan elde edildi. Elde edilen bazal gen ekspresyonlari
KEGG (174) ve GSEA (175, 176) analiz sistemleri kullanilarak kargilagtirildi.
KEGG analizinde hsa_04012 (ERBB yolagi) (Sekil 4.4) ve hsa_04152 (AMPK
yolag) (Sekil 4.5) yolaklari kullanildi. ERBB yolaginda, HER2, HER4, AKT ve
ERK bazal RNA ekspresyonlarinin HER2 eksprese eden hucre dizilerinde uglu
negatif meme kanseri hicre dizilerine oranla yuksek oldugu tespit edildi. EGFR
ve Ras ekspresyonlarinin ise HER2 eksprese eden meme kanseri hlcre
dizilerinde Ucli negatif meme kanseri hicre dizilerine oranla distk oldugu
belirlendi. AMPK yolaginda, AMPK ifadesi HER2 eksprese eden meme
kanseri hicre dizilerinde dusuk olmasina karsin, eEF2K RNA ifadesinin UglU
negatif meme kanseri hucre dizilerine oranla yuksek oldugu belirlendi. Bu
durum, HER2 eksprese eden meme kanseri dizilerinde eEF2K aracili yolak
regulasyonunun Ucli negatif meme kanseri hicre dizilerine oranla daha

kuvvetli olduguna ve énemli bir hedef olabilecegine isaret etmektedir.



48

FEFLLL T
-1 0 1

Non-sraall cell
CAMEK [~ — " Cellular targets f\ﬁ;gcamgs

ERBB SIGNALING PATHWAY |

Proliferation
— = Cellular targets
——bubge“ﬁgfgm——’ Degradation
STATS 0 Swrvival
DN&
= ———— fiberin
X B
NN Ca] N
ngiogenesis
R i B vy B B B ST
——-»{ KK ] o
*T’ *1“ DivA
______ Activation by ErbB2
overexpression (cancers) MAPK signaling
pethivay Adhesion
[ sor >IN par For{ sk [ IEERE— >
Kl i P DivA
Migration f Irvvasion
-NRGI! »0
DNA&

— ——" Protein synthesis

- WTOR s Differentiation
pathwray
——» Cellsurvival

(GSK3 }-——» Metabolism

=
progréssion

Data on KEGG graph
Rendered by Pathview

Sekil 4.4. HER2 eksprese eden meme kanseri grubunun Gcli negatif meme
kanseri grubuna gore degisen HERZ2 sinyal yolagi molekulleri
(CCLE, RNA sekans)



49

AMPK SIGNALING PATHWAY ' ‘ | \ | | !
-1 0 1

/ FBP \ 7T \ \f
/ 0y * o) {
V2 ] F-i-P2 Pymirvats
OMetformin /y PEK-L e !
» Glycolysis | |
O Phenfornin (o _rJQ'_ I S Glucaneogenesis |
Oquercetin Glubse %p  rer [ FoER2 {
OBeerine 4 Lhibited ghuconeogeresis *Pf Increased glycolysis |
[@):v¢) |
O alcar o Low tduts \‘ | Inkbited expression of
N . (ghwuse\» 2) ) DNA  [GePase-——— { glucogeni genes
N \\ [enizaef PEPCK |- ————— -
Leptin \\ Y { DNA
Cytokines P [ToRC: - % Attenuated
} AN \ i [Foc-1e] Attemsted
w SN e S
I ——— " Growthamest
v AMPIATP or ADPIATP
.—TH ratios rise Takl Nuclear to cytoplasm Cell cycle
Hygotilons [Onmm . trarslocation,
~
JE— Inhubited protein
N AN > T
Sympathetic . ~ ~ oR0 Deacetylated DNA
N ¥ [ecid ooy
[sDRe1A~ | l‘ > potivated
e iogenesis
] - ST
\A | | = Acetylate !
—{Adipof g TeET)

Sa
Adipocytokine
cipuag by -
i
| Timeacuma
O%—{CFIR p— seemtion

P,
— ———» Inhibited Starch and sucrose
ey G

N
——— - Inhibited Iypolysis

NG
a i
A~ [ra ] // \\ [HnicR] ———+ gnyl;nllz:l:;es«;lschnles(eml
/ \ N s Fatty acid
{ ! ¥ DA biosynthesis
([ [owm 4 Repressed
, / ==n] Lipogeric ACCL Fr—— el synihusis
\ / iosynthesis o
d ’/ genes. SCD1 unsaturdied faty acids
/
e g / Mitochondrion
upts
|| J w
Glo—|“me LUTa— - +p Aceyiigh ACC2 nyl-Cok
7 heetylCo O] opiCon
- Gl =
-~ - B3
d

> Increased
Fatty Acyl-Cok FFA oxdation

Insulinsignaling | (PI3K-Akt sigaling [sec |
pathiray " ¥ — Intibitedcell govth
[4EP1] [~~~ ™ & protein synthesis
i —O—> > I 1
i TSC1
wTOR signaling — _p Increased Regulation of
‘pathway - - autophagy a:"i‘t'i’phsgy

O
FA

Data on KEGG grap
Rendered by Pathview

Sekil 4.5. HER2 eksprese eden meme kanseri grubunun Ggli negatif meme
kanseri grubuna goére degisen AMPK sinyal yolagi molekdulleri
(CCLE, RNA sekans)

GSEA analizinde ise, go_translational_elongation (Sekil 4.6) ve
st p38 _mapk_pathway (Sekil 4.7) molekuler imza veri setleri kullanildi. Her iki
analiz sonucunda, eEF2K ekspresyonunun HER2 eksprese eden meme
kanseri hucre dizilerinde Ugli negatif meme kanseri hicre dizilerine oranla

anlamli olarak yuksek oldugu belirlendi.
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B)

SampleName

EEFOK EEF2 enkaryotic slongarion facror 2 kinase [Source:HGNC Symbol:Acc:HCNC:=248

MRPSQ MRPSQ mizochondrial rihosomwal prorein S8 [Sonrce:BENC Sywhal :Aoc:HGNC:14501]

OX¥AIT OXAIT O¥AIT mizachondrial inner mewhranse protein [Source:HGNC Sywhol:Acc:HEGNC:8524]
MRPS3S MRPS3S mizachondrial rihosamal prore¢n S35 [Saurcs:HGNC Sywhol:dce:HGNC:16635]

MRP153 MRP153 mizochondrial ribosomal prorein 1SS [Senrce:HGNC Symhol:Ace:HGNC:)6686]

— miz izl ribosomal in 814 [Sonrce:HONC pol:Acc:HENC-14049]

MRPsS34

mizochondrial ribosowal protein S34 [Source:BENC Siwhol :Acc:HGNC:18818]

MRPIS3 xizochandrial ribosamal protein 153 [Source:HGNC Suwmbhol Acc:HGNC:-16684]

LCPFR3 cycoplasmic polyvadenylarion sisment hinding protein 3 [Sourcs HONC Symbol cAccHONC:21746]

mizochondrial ribosomal protsin 144 [Sourcs:HONC ﬁ"frh*l-lrr-m’-lﬁéﬁj‘

1 sin 148 [Sourcs- . SHONC - 186531

xizochondrial ribosomal protein 124 [Source: £-14037]

EQIC Sgmbol :Acc: HONC
mizochondrial ribosomal protein 102 :HGNC Semhol:3cc:HGNC-10378]

mizachondrial ribhowomal prorsén S8 [Sauves:HGNC Semhol:dec:HGNC:14513]

x rial ribosomal in 149 [Source:HGNC Symbol:Ace:HGNC:1176]

mizochondrial ribosomal protein 1,19 [Source:HONC 0 £:14052]

Ts rranslation slongation faccor, mizochondrial [Source:HGNC Symbal :hoc:HGNC:12387)

mizochondrial rihosomal protein 311 [Source:HGNC Sumhol:acc:BGNC140507

mivochondrial ribosomal prorein TS8 [Source:HEIC Sywhol:dec:HGNC:S359]

en¥aryoric rransiarion slongarion facror | delva [Sonres:HGNC Symbol:Acc:HGNC:3211]
L] 5 mizochondrial ribosomal protein S26 [Source:HENC Sumbol:Acc:HENC:14043)

Tu rranslation elongation faccor, mizochondrial [Source:HGNC Symbol :hoc:HGNC:12420]
= Ep— p TN TP —— [Source ‘HGNC Sewhol tAcc:BGNC:17811]

mizochondrial ribosamal protein S7 [Source:HONC Sywhal cAecHGNC:14499]

mizochondrial ribosomal prorsin 1,38 [Sourcs:HGNC Symbol:Acc:HGNC:14033)

mizochondrial ribosomal protein [Source :HGNC Symbol :Acc:HGNC:=14275]

SECTS hinding provein 2 like [Source:BONC Sewhol:Acc:HGNC:28937)

eliariinic earaanios elicgaicn fatior loaloaa llAirneddIND emboliloniERITiilan
mizochondrial ribosomal protein S30 [Seurce:HGNC Symhol:dce:HGNC:8769]

sp (O-phosphassarins) = sSer Y. 1 r nres: £ Sumbol:AceHGNC:30608)
mizochondrial ribhosomal prorein S188 [Sonrce HGNC ciHGNC:14514)

G elongation factor wizochondrial 1 [Source:HGNC Segwhol: Arr-m"-n"n'

mizochondrial rihosomal protein 103 [Source:HGNC Sumhol:Acc:HGNC:142737

mizochandrial ribosomal protein S [Source HONC Seymbol :Acc:HONC:166S51]

diphrhamide binsynrhesis 1 [Sonrcs:HGNC Symbel:3cc:HGNC:3003)
dearh associared protvei ource :HGNC Symbol:BecHENC:2673]
Yarw, =1 on %2 elenociar, _tDND srecifi ur - Acc:HONC-24414

mizochondrial ribosomal protein T4E [Source:HGNC Sewhol:Acc:HGNC

Alaryl-tBNA syncherass 1 [Seurce:HGNC Sywhol :AectHGNC:20]

mirachondrial ribossmal prorein 127 [Saures:HGNC Sumboel:dcc:HGNC:14283)

mizochondrial ribosomal protein 151 [Source:HENC Symbol :Acc-HGNC-14044]

mitochondrial ribosomal protein LUA [Source:BEIC Sywhol:Acc:HGNC:14474)

zinc finger provein 598, F3 uhiguitin ligase [Source:HGNC Sywhol:Rcc:HGNC:28073]

mizachondrial ribhosomal proreén 1,32 [Saurce:HGNC Sewhol:Acc:HGNC:14035]

mizachondrial ribosomal prorsin 128 [Soures:HGNC Symbol:dcc:HGNC:144841

diphrhamide bigsynchesis 7 [Sources:HGNC S sAcc:HONC:25193]

mitocnondrial ribossmal protein LAT [Source:BEGIC Symhol:AccsBEIC: ] AE50)

Fra like 123 mizochondrial yRYNA chaperone 1 [Source:HGNC Symbol:Acc:BGNC:3424]

mizochondrial ribosomal protein SS [SonrcsHONC Sywhol Acc:HGNC:14498]

signal recognirion parcicls 9 [Sourcs:HGNC Symbel tAcc:HGNC:11304)

mizochondrial ribosomal prorein 140 [Sonrce:HGNC Symhol:Acc:HENC:14481)

mizochondrial ribosomal protein SI18A [Source:HGNC Sy iAcc:ERNC:14515)

diphthamine hinsynthesis & [Source:HGNC Siwbol:Rcc:HGNC:30543]

mizachondrial ribhoswomal protein S16 [Sauvcs:HGNC Sewhol:dcc:HGNC:14048]

mizochondrial ribosomal prorsin [Souvres:HGNC Symhol:dcc:HGNC: 144897

mizochondrial ribosomal protein [Source HGNC Symbol :Acc:HENC:14053]

mizochondrial ribosowal protein $23 [Source:BENC Sombol:Acc:BENC:143117]

xizochondrial ribosomal protein S2 [Source:HEGNC Sywbal :Acc:HONC:-144985]

mizochondrial ribosomal protein T4]1 [Source HONC Swwmbol cAcc:-HONC:14492]

mizochondrial ribosamal protsin S33 [Sourcs HONC Symbol :Acc:-HONC:16634]

mizochondrial ribosomal prorsin S22 [Source:HGNC R"rrh.‘:l'lr‘(‘ H’N"ll'ﬂﬂ'

mizochondrial ribosomal protein L18 [Source:HGNC Sy ol: £-14477)

ribosomal protein lateral stalk ahanit P2 [Source:BGNC Sewhol:Acc:BGNC:10377]

coilsdernil-heliv=rnilad-cnil-halév domain coneaining 1 [Sourcs:BENC Sywhol:Acc:HGNC:23S

mizachondrial ribosomal prorsin §91 [Soures:HGNC Symboel:dcc:HGNC:14046]

pentarricopepride repear domain 3 [Sonrce:HGNC Symbol:dcc:HENC:22717

wizochondrial ribosomal protein Lo3 [Source:BEIC Symhal:Acc:HENC:10322]

mizochondrial ribosowal protein 13 [Sonrce:BENC Sywhol:dcoc:HGNC:10379]

sukaryotic translation initiacion €acror 423 [Source:HONC Sewhol Acc:HGNC:18683]

nuclear svporr mediarar €acror [Sourcs:HGNC Sywmbol:Bec:HGNC:10663)

mizochondrial ribosamal protein 120 [Source:-HENC Symbol :Acc:-HGNC:14478]

Sekil 4.6. HER2 eksprese eden meme kanseri ve Ugllu negatif meme kanseri
gruplari arasinda degisen translasyonel elongasyon molekdllerinin
GSEA analiz grafikleri: A) Plot analiz grafigi. B) Degisen
translasyonel elongasyon molekdlleri (core enrichtment) isi

haritasi
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FEF2K FEF2K enkaryotic elongation factor 2 kinase [Source:HGNC Symbel:Acc:HGNC:246813]
AKT] AKT] AKT serins/threpnine kinase 1 [Spurcs:HENC Sywbel ;Ao :HENC:3911]
MENK2 MENK2 MAPK interacting serins/threpnine kinase 2 [Spurce:HENC Symbel :Acc:HENC:T7171]
TAR] TAR] TEF-hetra acrivarted kinase 1 (MAP3IKT) bhinding protein 1 [Source:HEGNC Svmbel t2cc tHENC 1871577
MAP3K4 MRAP3K4 i en-acrivate gin ¥inase ¥inase kinase 4 g:HEGNC Svymbol :Acc:HGNC: 68561

Sekil 4.7. HER2 eksprese eden meme kanseri ve U¢lu negatif meme kanseri
gruplari arasinda degisen p38/MAPK molekullerinin GSEA analiz
grafikleri: A) Plot analiz grafigi. B) Degisen p38/MAPK molekdlleri

(core enrichtment) 1s1 haritasi
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4.3. Meme Kanseri Hiicre Dizilerinde Trastuzumab igin Subtoksik

Dozun MTT Testi ile Belirlenmesi

BT-474, MDA-MB-361, MDA-MB-453, SKBR-3 ve UACC-893 HER2
eksprese eden meme kanseri hicre dizileri 48 ve 72 saat sure ile 5-10-20-40-
80 pg/ml trastuzumab ile inkibe edildi. Kontrol kuyularina sadece besiyeri
eklendi. Kontrol ve ilag ile inkiibe edilmis kuyulardaki OD degerleri oranlanarak

%canhlik grafigine donusturulda.

BT-474 hicrelerinin farkli trastuzumab dozlari ile inkiibasyonu sonucu
elde edilen zamana bagll hucre canliigina oranlari $Sekil 4.8'de
gOsterilmektedir. 48 saatlik farkli trastuzumab dozlarinin inkibasyonu sonucu
BT-474 hucrelerinde toksisite gozlemlenmedi. 72 saatlik inkUbasyonlarda, 5
pg/ml ilag dozundan itibaren hicre canliliginin %50’nin altina dustagu tespit

edildi. 48 saatlik 10 ug/ml trastuzumab inklibasyonu subtoksik olarak segildi.

A) B)
BT-474 (48 saat ilag inkiibasyonu) BT-474 (72 saat ila¢ inkiibasyonu)
100 1004
x T x
= 501 = 501 o
© ©
(§] ($)
0 T T T T T 0 T T T r
O\ NS NS NS D D o\ N D NS D NS
& 8 ¢ o o & 8 & o o
oo 0 e oo 0 e
Trastuzumab (ug/ml) Trastuzumab (ug/ml)

Sekil 4.8. BT-474 hucrelerinin farkli trastuzumab dozlari ile inklibasyonu
sonucu elde edilen % canlilik grafigi. A) 48 saatlik inkiibasyonu
sonucu elde edilen % canlilik grafigi, B) 72 saatlik inkibasyonu

sonucu elde edilen % canlilik grafigi
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MDA-MB-361 hicrelerinin farkli trastuzumab dozlari ile inkiibasyonu
sonucu elde edilen zamana bagli hicre canliik oranlari Sekil 4.9'da
gOsterilmektedir. 48 ve 72 saatlik farkl trastuzumab dozlarinin inkibasyonu
sonucu MDA-MB-361 hucrelerinde toksisite gozlemlenmedi. 48 saatlik 10

pg/ml trastuzumab inktdbasyonu subtoksik olarak segildi.

A) B)
MDA-MB-361 (48 saat ila¢ inklibasyonu) MDA-MB-361 (72 saat ila¢ inklibasyonu)
100+ !\i—.\!__‘\ 100
—_ o —_
£ £ T
x x
= 501 = 501
(3] 3]
o o
0 T T T T T T 0 T T T T T
0\ D D A D D 0\ D D D D D
& O & O &8 O O O
LM NP M M ¥oet o7 e
Trastuzumab (ug/ml) Trastuzumab (ug/ml)

Sekil 4.9. MDA-MB-361 hucrelerinin farkli trastuzumab dozlari ile
inkUbasyonu sonucu elde edilen % canlilik grafigi. A) 48 saatlik
inkUbasyonu sonucu elde edilen % canlilik grafidi, B) 72 saatlik

inkiibasyonu sonucu elde edilen % canlilik grafigi

MDA-MB-453 hucrelerinin farkli trastuzumab dozlari ile inkiibasyonu
sonucu elde edilen zamana bagl hicre canhlik oranlari $ekil 4.10°da
gOsterilmektedir. 48 ve 72 saatlik farkl trastuzumab dozlarinin inklibasyonu
sonucu MDA-MB-453 hucrelerinde toksisite gozlemlenmedi. 48 saatlik 10

Mg/ml trastuzumab inkibasyonu subtoksik olarak segildi.
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A) B)
MDA-MB-453 (48 saat ilag inkiibasyonu) MDA-MB-453 (72 saat ilag inklibasyonu)
100 100+
§ ;\'\’_’_VE ;\: \\‘/\/H
= ~ )
= =
= 504 = 50
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Sekil 4.10. MDA-MB-453 hucrelerinin farkl trastuzumab dozlari ile
inkUbasyonu sonucu elde edilen % canlilik grafigi. A) 48 saatlik
inkibasyonu sonucu elde edilen % canlilik grafidi, B) 72 saatlik

inkiibasyonu sonucu elde edilen % canlilik grafigi

SKBR-3 hucrelerinin farkli trastuzumab dozlari ile inkiibasyonu sonucu
elde edilen zamana bagh hicre canlilik oranlari $Sekil 4.11°de gdsterilmektedir.
48 ve 72 saatlik farkl trastuzumab dozlarinin inklibasyonu sonucu SKBR-3
hicrelerinde toksisite gozlemlenmedi. 48 saatlik 10 pg/ml trastuzumab

inkiibasyonu subtoksik olarak segildi.
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A) B)
SKBR-3 (48 saat ila¢ inkiibasyonu) SKBR-3 (72 saat ilac inkilibasyonu)
100- 100-
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Sekil 4.11. SKBR-3 hucrelerinin farkli trastuzumab dozlari ile inkibasyonu
sonucu elde edilen % canlilik grafigi. A) 48 saatlik inkubasyonu
sonucu elde edilen % canlilik grafigi, B) 72 saatlik inkibasyonu

sonucu elde edilen % canlilik grafigi

UACC-893 hucrelerinin farkli trastuzumab dozlarn ile inkibasyonu
sonucu elde edilen zamana bagli hicre canhlik oranlari $Sekil 4.12°de
gOsterilmektedir. 48 saatlik farkli trastuzumab dozlarinin inklibasyonu sonucu
UACC-893 hucrelerinde toksisite gdozlemlenmedi. 72 saatlik inklibasyonlarda,
80 pg/ml ilag dozu ile inkibasyon sonucu hucre canliiginin %50’nin altina
dustagu tespit edildi. 48 saatlik 10 pg/ml trastuzumab inkibasyonu subtoksik
olarak segildi.
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A) B)
UACC-893 (48 saat ilag inkiibasyonu) UACC-893 (72 saat ilag inkiibasyonu)
100+ 100
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Sekil 4.12. UACC-893 hucrelerinin farkli trastuzumab dozlari ile
inkiibasyonu sonucu elde edilen % canlilik grafigi. A) 48 saatlik
inkibasyonu sonucu elde edilen % canllik grafigi, B) 72 saatlik

inkibasyonu sonucu elde edilen % canhlik grafigi

Elde edilen bulgular dogrultusunda, western blot deneyinde kullanilacak
optimal trastuzumab inkUbasyon suresi 48 saat ilag dozu 10 pg/ml olarak

belirlendi.

4.4. Trastuzumab ile inkiibe Edilmis HER2 Eksprese Eden Meme

Kanseri Hiicre Dizilerinde Yolak Protein ifadelerinin incelenmesi

BT-474, MDA-MB-361, MDA-MB-453, SKBR-3 ve UACC-893 HER2
eksprese eden meme kanseri hucre dizileri 6 ve 48 saat sure ile 10 pg/mi
trastuzumab ile inklbe edildi. Kontrol érneklerine (0 saat) sadece besiyeri
eklendi. Belirlenen slrelerin sonunda protein lizatlari elde edildi. Her kosul i¢in
3 bagimsiz deney yapildi (n=3). Tum proteinler GAPDH veya [(-aktin ile
normalize edildi. Devaminda fosfo proteinler total proteinlerine oranlanarak
protein ifadeleri analiz edildi. Elde edilen veriler bagimsiz gruplar student’s t

testi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi.
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4.4.1. Trastuzumab inkiibasyonu Sonucu EGFR/HER2/HER3/Akt

Protein Fosforilasyonlarinin Zamana Bagh Olarak incelenmesi

6 saat suresince 10 pg/ml trastuzumab ile inkibe edilen BT-474
hicrelerinde EGFR ve HER2 protein fosforilasyonunda istatistiksel olarak
anlamli artig gozlemlendi (**p<0.01, ***p<0.0001). 6 saatlik 10 pg/mi
trastuzumab inklibasyonu sonucu HERS3 protein fosforilasyonunda istatistiksel
olarak anlamh inhibisyon tespit edildi (*p<0.05). 48 saatlik trastuzumab
inkiibasyonu sonucu EGFR fosforilasyonu bazal dizeye geriledi ve 6 saatlik
etkiye oranla istatistiksel olarak anlamli inhibisyon gézlemlendi (*p<0.05). 48
saatlik trastuzumab inkibasyonu sonucu HER2 fosforilasyonunda 6 saatlik
etkiye oranla istatistiksel olarak anlamli inhibisyon oldugu belirlendi
(***p<0.001). Ancak bu inhibisyon sonucu HERZ fosforilasyonunun istatistiksel
anlamli olarak bazal duzeyin Uzerinde oldugu goruldu (**p<0.01). 48 saatlik
trastuzumab inklbasyonu sonucu HERS3 fosforilasyonu kontrol 6rneklerine
oranla istatistiksel anlamli olarak 6 saatlik inhibisyona gére daha fazla inhibe
oldugu tespit edildi (**p<0.01). 6 ve 48 saatlik ilag inkuibasyonlari sonucu
kontrol hiucrelerine oranla Akt proteini treonin 308 (T308) fosforilasyon bolgesi
anlaml olarak aktive olmakta, bu durumun aksine diger bir Akt fosforilasyon
bolgesi olan serin 473 (S473) bolgesi anlamli olarak inhibe olmaktadir
(*p<0.05, **p<0.01) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. BT-474 hicre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 ug/mi
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda fosfo ve total EGFR/HER2/HER3/Akt sinyal yolagi

protein bant goruntuleri ve relatif bant yogunlugu grafikleri
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48 saat suresince 10 pg/ml trastuzumab ile inkibe edilen MDA-MB-361
hicrelerinde EGFR protein fosforilasyonu istatistiksel anlamli  olarak
baskilandigi tespit edildi (*p<0.05). 6 saatlik 10 pg/ml trastuzumab
inkibasyonu sonucu HERZ2 protein fosforilasyonunda istatistiksel anlamli
olarak aktive oldugu belirlendi. (*p<0.05). Bu anlamliik 48 saatlik ilag
inkibasyonu sonucu kayboldugu tespit edildi. 6 ve 48 saatlik trastuzumab
inkiibasyonu sonucu HER3 fosforilasyonu istatistiksel olarak anlamli
inhibisyon gozlemlendi (**p<0.01). 6 ve 48 saatlik ila¢ inkibasyonlari sonucu
kontrol hucrelerine oranla Akt proteini treonin 308 (T308) fosforilasyon bolgesi
anlamh olarak aktive olmaktadir (***p<0.001). 6 saatlik ilag inkibasyonu
sonucu Akt proteini fosforilasyon bolgesi olan serin 473 (S473) bdlgesinde
anlaml bir degisiklik olmamasina karsin, 48 saatlik ilag inkiibasyonu sonucu
Akt proteini S473 fosforilasyonu istatistiksel anlamli olarak inhibe olmaktadir
(*p<0.05) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. MDA-MB-361 huicre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda fosfo ve total EGFR/HER2/HER3/Akt sinyal yolagi

protein bant gdéruntuleri ve relatif bant yogunlugu grafikleri
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6 saat slresince 10 ug/ml trastuzumab ile inkiibe edilen MDA-MB-453
hicrelerinde EGFR ve HER2 protein fosforilasyonunda istatistiksel olarak
anlamlh artis gézlemlendi (***p<0.001, **p<0.01). 6 saatlik ila¢ inkibasyonu
sonucu artan EGFR fosforilasyonu, 48 saatlik ila¢g inkibasyonu sonucu
istatistiksel anlamli olarak baskilanmigtir (***p<0.001). 48 saatlik ilag
inkiibasyonu HER2 fosforilasyonu 6 saatlik etki ile benzer oldugu gézlemlendi.
6 ve 48 saatlik 10 pg/ml trastuzumab inklibasyonu sonucu HERS3 protein
fosforilasyonunda istatistiksel olarak anlamli inhibisyon tespit edildi (**p<0.01).
6 ve 48 saatlik ilag inkubasyonlari sonucu kontrol hidcrelerine oranla Akt
proteini T308 fosforilasyon boélgesi anlamli olarak aktive olmaktadir (*p<0.05).
Bu duruma zit olarak, Akt proteini S473 fosforilasyon bolgesi 48 saatlik ilag
inkiibasyonu sonucunda istatistiksel anlaml olarak inhibe olmaktadir (*p<0.05)
(Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. MDA-MB-453 hucre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda fosfo ve total EGFR/HER2/HERS3/Akt sinyal yolagi

protein bant goruntuleri ve relatif bant yogunlugu grafikleri
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10 pg/ml trastuzumab ile inkiibe edilen SKBR-3 hicrelerinde EGFR
protein fosforilasyonunun zamana bagl olarak azaldigi ve 48 saatlik
inkilbasyonun kontrol hucrelerine oranla istatistiksel olarak anlamli
baskilandigi tespit edildi (*p<0.05). 6 saatlik ilag inklbasyonu sonucu artan
HER?2 fosforilasyonu, 48 saatlik ila¢ inklibasyonu sonucu istatistiksel anlamli
olarak baskilanmigtir (*p<0.05). 6 ve 48 saatlik ilag inklibasyonu sonucu HER3
fosforilasyonu kontrol hlcrelerine oranla istatistiksel anlamh olarak
baskilanmaktadir (***p<0.001). 6 ve 48 saatlik ila¢c inklibasyonlari sonucu
kontrol hucrelerine oranla Akt proteini T308 fosforilasyon bdlgesi anlamli
olarak aktive olmaktadir (****p<0.0001, **p<0.01). Bu duruma zit olarak, Akt
proteini S473 fosforilasyon bdlgesi 48 saatlik ilag inklibasyonu sonucunda

istatistiksel anlamli olarak inhibe olmaktadir (**p<0.01) (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. SKBR-3 hucre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda fosfo ve total EGFR/HER2/HER3/Akt sinyal yolagi

protein bant gorintileri ve relatif bant yogunlugu grafikleri
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10 pug/ml trastuzumab ile inkiibe edilen UACC-893 hiicrelerinde EGFR,
HER2 ve HERS3 protein fosforilasyonlarinin zamana baglh olarak istatistiksel
anlaml olarak baskilandigi tespit edildi (*p<0.05, *p<0.05, **p<0.01). 6 ve 48
saatlik ilag inkibasyonlari sonucu kontrol hucrelerine oranla Akt proteini T308
fosforilasyon bolgesi anlamli olarak aktive olmaktadir (**p<0.01). Akt proteini
S473 fosforilasyon bdlgesinde ilag ile inkibe edilen hicrelerde kontrol
hicrelerine oranla aktivasyonun azaldigi ancak bu baskilanmanin istatistiksel

olarak anlamli olmadigi belirlendi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. UACC-893 hicre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda fosfo ve total EGFR/HER2/HERS3/Akt sinyal yolagi

protein bant gorintileri ve relatif bant yogunlugu grafikleri
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4.4.2. Trastuzumab inkiibasyonu Sonucu p70S6K Protein

Fosforilasyonunun Zamana Bagh Olarak incelenmesi

6 saat suresince 10 pg/ml trastuzumab ile inkibe edilen BT-474
hicrelerinde kontrol hicrelerine oranla p70S6K protein aktivasyonunda artis
oldugu ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi. 48
saatlik ilag inkUbasyonu sonucu hem kontrol hicrelerine hem de 6 saatlik ilag
inkiibasyon orneklerine oranla p70S6K protein aktivasyonunda istatistiksel
olarak anlamli bir baskilanma oldugu tespit edildi (*p<0.05, **p<0.01). 6 saatlik
ilag ile inkibe BT-474 hucrelerine oranla p-p70S6K protein ekspresyonunda
anlaml azalis goérilmektedir. p70S6K protein ekspresyonunda ise, 6 saatlik
ilag inkiibe érneklerin kontrol 6rneklerine oranla azaldigi tespit edilmistir (Sekil
4.18).
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Sekil 4.18. BT-474 hicre dizisinin 6 ve 48 saat slresince 10 ug/mi
trastuzumab ile inkiibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda fosfo ve total p70S6K protein ekspresyon goruntileri

ve relatif bant yogunlugu grafigi

6 saat suresince 10 pug/ml trastuzumab ile inkiibe edilen MDA-MB-361
hicrelerinde kontrol htcrelerine oranla p70S6K protein aktivasyonunda
herhangi bir degisiklik olmadigi belirlendi. 48 saatlik ila¢ inkibasyonu sonucu
p70S6K aktivasyonu 6 saatlik ilag inklibasyonu orneklerine oranla istatistiksel
anlamli olarak baskilanma tespit edildi (*p<0.05) (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. MDA-MB-361 hucre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml

trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein

lizatlarinda fosfo ve total p70S6K protein bant gortntuleri ve

relatif bant yogunlugu grafigi

6 saat suresince 10 pg/ml trastuzumab ile inkube edilen MDA-MB-361

hiicrelerinde kontrol hiicrelerine oranla p70S6K protein aktivasyonunda artis

oldugu ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi. 48

saatlik ilag inkUbasyonu sonucu p70S6K aktivasyonu 6 saatlik ilag

inkibasyonu 6rneklerine oranla istatistiksel anlamli olarak baskilanma tespit

edildi (*p<0.05) (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. MDA-MB-453 hucre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda fosfo ve total p70S6K protein bant gortntileri ve

relatif bant yogunlugu grafigi

6 saat suresince 10 upg/ml trastuzumab ile inkibe edilen SKBR-3
hicrelerinde kontrol hucrelerine oranla p70S6K protein aktivasyonunda
istatistiksel anlamli olarak baskilanma tespit edildi (***p<0.001). Bu durumun
48 saatlik ilag inkiibasyonunda da devam ettigi belirlendi (**p<0.01). Ek olarak,
6 ve 48 saatlik ilag ile inklbe edilmis ornekler karsilastirildiginda, 6 saatlik
etkiye oranla 48 saatlik ilag inkibe edilen Orneklerde p70S6K protein
aktivasyonunda istatistiksel olarak artig oldugu belirlendi (*p<0.05) (Sekil
4.21).
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Sekil 4.21. SKBR-3 hicre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 ug/ml
trastuzumab ile inkiibasyonu sonrasinda elde edilen protein

lizatlarinda fosfo ve total p70S6K protein bant gortntuleri ve

relatif bant yogunlugu grafigi

6 saat suresince 10 ug/ml trastuzumab ile inktbe edilen UACC-893

hicrelerinde kontrol hticrelerine oranla p70S6K protein artis, 48 saatlik ilag

inkilbasyonu sonucunda bu artisin kayboldugu ancak olugan etkinin

istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edildi (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. UACC-893 hicre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda fosfo ve total p70S6K protein bant gortntuleri ve

relatif bant yogunlugu grafigi
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4.4.3. Trastuzumab inkiibasyonu Sonucu eEF2K/eEF2 Protein

Fosforilasyonlarinin Zamana Bagh Olarak incelenmesi

6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml trastuzumab ile inkiibe edilen BT-474

hicrelerinde kontrol hucrelerine oranla eEF2K protein aktivasyonunda

istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilmedi. 6 saatlik trastuzumab

inkibasyonu sonucu eEF2 protein aktivasyonunda istatistiksel olarak anlaml

bir artis goruldu (*p<0.05) (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. BT-474 hicre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 ug/mi

trastuzumab ile inkiibasyonu sonrasinda elde edilen protein

lizatlarinda fosfo ve total eEF2K ve eEF2 protein bant goruntuleri

ve relatif bant yogunlugu grafikleri

6 ve 48 saat suresince 10 ug/ml trastuzumab ile inkiibe edilen MDA-

MB-361 hucrelerinde kontrol hicrelerine oranla eEF2 ve eEF2K protein

aktivasyonlarinda degisiklik tespit edilmedi (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. MDA-MB-361 hucre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda fosfo ve total eEF2K ve eEF2 protein bant goruntuleri

ve relatif bant yogunlugu grafikleri

6 saat slresince 10 ug/ml trastuzumab ile inklbe edilen MDA-MB-453
hicrelerinde kontrol hiicrelerine oranla eEF2K protein aktivasyonu artis oldugu
ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edildi. Trastuzumab
ile inkUube edilen hucrelerde eEF2 protein aktivasyonunda degisiklik olmadigi
belirlendi (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. MDA-MB-453 hiicre dizisinin 6 ve 48 saat slresince 10 pg/mi
trastuzumab ile inkUbasyonu sonrasinda elde edilen protein

lizatlarinda fosfo ve total eEF2K ve eEF2 protein bant goruntuleri

ve relatif bant yogunlugu grafikleri

6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml trastuzumab ile inkibe edilen SKBR-3
hdcrelerinde kontrol hucrelerine oranla eEF2 ve eEF2K protein
aktivasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir degdisiklik tespit edilmedi (Sekil

4.26).



p-eEF2K

B s

eEF2K

- (S - 105 kDa

p-eEF2

e e s | O5 kDa

eEF2

e W s | 95 kDa

B-aktin

— e w— | 2> kD2

GAPDH Iw-i 37 kDa

Trastuzumab (10 ug/ml)

75

SKBR-3
ns
—
15 ns
2 0
2 x
S«
Dk 1.0 T
sy
o~
€~
@ i
ol 0.54
e
Q
« 0.0
N » >
e &£ &
N ° »

Trastuzumab (10 ug/ml)

SKBR-3
ns
_
25 —Ls—{p—-a=nsy
>
2 20 [
SN
kg
8159
- N
w
G W 1.04
o e
- Q
s 0.5
o
o
0.0-
g ~
Q"’b\ ‘—?’b a'blb
\3 © w

Trastuzumab (10 ug/ml)

Sekil 4.26. SKBR-3 hucre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml

trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein

lizatlarinda fosfo ve total eEF2K ve eEF2 protein bant goruntuleri

ve relatif bant yogunlugu grafikleri

6 ve 48 saat slresince 10 ug/ml trastuzumab ile inktbe edilen UACC-

893 hucrelerinde kontrol hucrelerine oranla eEF2K protein aktivasyonunda

istatistiksel olarak anlamli bir degigsiklik goézlemlenmedi. 6 saatlik ilag

inkiibasyonu sonug kontrol hicrelerine oranla eEF2 protein aktivasyonunda

istatistiksel olarak anlamli artis gdézlemlendi (*p<0.05) (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. UACC-893 hucre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda fosfo ve total eEF2 ve eEF2K protein bant gorintuleri

ve relatif bant yogunlugu grafikleri

4.4.4. Trastuzumab inkiibasyonu Sonucu AMPK Protein

Fosforilasyonunun Zamana Bagli Olarak incelenmesi

6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml trastuzumab ile inkibe edilen BT-474
hdcrelerinde kontrol hucrelerine oranla AMPK protein aktivasyonlarinda

istatistiksel olarak anlaml bir baskilanma tespit edildi (*p<0.05) (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. BT-474 hiicre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 ug/ml

trastuzumab ile inkiibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda fosfo ve total AMPK protein bant géruntileri ve relatif

bant yogunlugu grafigi

6 saat suresince 10 pug/ml trastuzumab ile inkiibe edilen MDA-MB-361

hdcrelerinde kontrol hucrelerine oranla AMPK protein aktivasyonunda

istatistiksel olarak anlamli artis, 48 saat slresince ilag ile inkibe edilmis

orneklerde ise 6 saat ilag ile inkube edilmis 6rneklere oranla istatistiksel olarak

anlamli baskilanma gérildi (*p<0.05). 48 saatlik ila¢ inkiibasyonu sonucu

azalan protein aktivasyonunun kontrol hucrelerindeki aktivasyon duzeyinde
oldugu tespit edildi (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. MDA-MB-361 hlicre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/mil
trastuzumab ile inkiibasyonu sonrasinda elde edilen protein

lizatlarinda fosfo ve total AMPK protein bant goruntaleri ve relatif

bant yogunlugu grafikleri

6 ve 48 saat suresince 10 yg/ml trastuzumab ile inkiibe edilen MDA-
MB-453 hucrelerinde  kontrol hicrelerine oranla AMPK  protein

aktivasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilmedi (Sekil

4.30).
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Sekil 4.30. MDA-MB-453 hucre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda fosfo ve total AMPK protein bant géruntuleri ve relatif

bant yogunlugu grafigi

6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml trastuzumab ile inkibe edilen SKBR-3
hdcrelerinde kontrol hucrelerine oranla AMPK protein aktivasyonlarinda
kademeli olarak baskilanma tespit edildi. 48 saatlik ila¢ inkUbasyonu sonucu
azalan AMPK aktivasyonunun kontrol hicrelerine oranla istatistiksel olarak
anlamligi oldugu belirlendi (*p<0.05) (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. SKBR-3 hicre dizisinin 6 ve 48 saat stresince 10 ug/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda fosfo ve total AMPK protein bant goruntaleri ve relatif

bant yogunlugu grafigi

6 saat suresince 10 ug/ml trastuzumab ile inkibe edilen UACC-893
hicrelerinde kontrol hucrelerine oranla AMPK protein aktivasyonunda
herhangi bir degisiklik olusmamasina karsin, 48 saatlik ilag inklibasyonu
sonucu AMPK aktivasyonu kontrol hucrelerine oranla istatistiksel anlamli
olarak baskilanma tespit edildi (*p<0.05) (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. UACC-893 dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 ug/ml trastuzumab
ile inklbasyonu sonrasinda elde edilen protein lizatlarinda fosfo
ve total AMPK protein bant goruntileri ve relatif bant yogunlugu
grafigi

4.4.5. Trastuzumab inkiibasyonu Sonucu SiklinD1 Protein

Fosforilasyonunun Zamana Bagli Olarak incelenmesi

6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml trastuzumab ile inkibe edilen BT-474
hicrelerinde kontrol hucrelerine oranla siklinD1 protein aktivasyonunda

istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilmedi (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. BT-474 hucre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pyg/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein

lizatlarinda fosfo ve total siklinD1 protein ekspresyon géruntdleri

ve relatif bant yogunlugu grafigi

6 ve 48 saat suresince 10 yg/ml trastuzumab ile inkibe edilen MDA-
MB-361 hucrelerinde kontrol hucrelerine oranla siklinD1  protein

aktivasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilmedi (Sekil

4.34).
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Sekil 4.34. MDA-MB-361 hicre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda fosfo ve total siklinD1 protein ekspresyon géruntdleri

ve relatif bant yogunlugu grafigi
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6 ve 48 saat suresince 10 yg/ml trastuzumab ile inkiibe edilen MDA-
MB-453 hlcrelerinde kontrol hicrelerine oranla siklinD1  protein
aktivasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilmedi (Sekil
4.35).
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Sekil 4.35. MDA-MB-453 dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 ug/mi
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda fosfo ve total siklinD1 protein bant goruntuleri ve

relatif bant yogunlugu grafigi

6 saat suresince 10 ug/ml trastuzumab ile inkibe edilen SKBR-3
hicrelerinde kontrol hicrelerine oranla siklinD1 protein aktivasyonunda
istatistiksel olarak anlamli artis oldugu tespit edildi (*p<0.05). 48 saatlik ilag
inkibasyonu sonucu 6 saatlik ila¢ inkibasyonu sonucu artan siklinD1 protein
aktivasyonunun istatistiksel olarak anlamli olarak baskilandigi ve kontrol

hicrelerindeki aktivasyon diuzeyine geriledigi belirlendi (*p<0.05) (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. SKBR-3 hucre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda fosfo ve total siklinD1 protein bant gorintileri ve

relatif bant yogunlugu grafigi

6 ve 48 saat suresince 10 ug/ml trastuzumab ile inktbe edilen UACC-
893 hucrelerinde kontrol hucrelerine oranla siklinD1 protein aktivasyonunda
zamana bagli olarak kademeli baskinlanma oldugu ancak bu degisimin

istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edildi (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. UACC-893 hicre dizisinin 6 ve 48 saat slresince 10 pg/mi
trastuzumab inktUbasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda fosfo ve total siklinD1 protein bant goruntuleri ve

relatif bant yogunlugu grafigi
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4.4.6. Trastuzumab inkiibasyonu Sonucu p27 ve p21 Protein

ifadelerinin Zamana Bagh Olarak incelenmesi

48 saat suresince 10 ug/ml trastuzumab ile inklibe edilen BT-474
hicrelerinde kontrol ve 6 saatlik ilag ile inklibe edilen hicrelere oranla p27
protein ifadesinde istatistiksel olarak anlamli arttigi tespit edildi (**p<0.01,
***p<0.001). 6 ve 48 saat suresince 10 yg/ml trastuzumab ile inklbe edilen
BT-474 hucrelerinde kontrol hucrelerine oranla p21 protein ifadesinde artis
oldugu ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (Sekil

4.38).
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Sekil 4.38. BT-474 hicre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 ug/mi
trastuzumab ile inkiibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda p27 ve p21 protein bant goruntuleri ve relatif bant

yogunlugu grafikleri

6 saat suresince 10 pug/ml trastuzumab ile inkibe edilen MDA-MB-361
hicrelerinde kontrol hicrelerine oranla p27 protein ifadesinde istatistiksel
olarak anlaml artis tespit edildi (*p<0.05). 6 ve 48 saat suresince 10 ug/ml
trastuzumab ile inkibe edilen MDA-MB-361 hucrelerinde kontrol hiucrelerine
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oranla p21 protein ifadelerinde anlamh bir degisiklik tespit edilmedi (Sekil
4.39).
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Sekil 4.39. MDA-MB-361 hucre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda p27 ve p21 protein bant gérintileri ve relatif bant

yogunlugu grafikleri

6 ve 48 saat suresince 10 ug/ml trastuzumab ile inkibe edilmis MDA-
MB-453 hucrelerinde kontrol hucrelerine oranla p27 protein ifadelerinde
anlamli bir degisiklik tespit edilmedi. 6 saat suresince 10 pg/ml trastuzumab ile
inkiibe edilen MDA-MB-453 hicrelerinde kontrol hicrelerine oranla p21
protein ifadesinde istatistiksel olarak anlaml artis tespit edildi (**p<0.01). 48
saatlik Orneklerde ise 6 saatlik orneklere oranla p21 protein ifadesinde
istatistiksel olarak anlamli olarak azalis oldugu belirlendi (***p<0.001) (Sekil
4.40).
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Sekil 4.40. MDA-MB-453 hicre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkiibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda p27 ve p21 protein bant goruntileri ve relatif bant

yogunlugu grafikleri

6 ve 48 saat slresince 10 pg/ml trastuzumab ile inkibe edilen SKBR-3
hicrelerinde kontrol hcrelerine oranla p27 protein ifadesinde artis
gorulmektedir. Ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigdi belirlendi.
6 ve 48 saat suUresince 10 pg/ml trastuzumab ile inkibe edilmis SKBR-3
hicrelerinde kontrol hucrelerine oranla p21 protein ifadesinde istatistiksel

olarak anlamli bir degisiklik tespit edilmedi (Sekil 4.41).
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Sekil 4.41. SKBR-3 hucre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda p27 ve p21 protein bant gérintileri ve relatif bant

yogunlugu grafikleri

6 saat suresince 10 ug/ml trastuzumab ile inktibe edilen UACC-893
hicrelerinde kontrol hlcrelerine oranla p27 protein ifadesinde artis oldugu,
ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi. 48 saatlik ilag
inkibasyonu sonucu p27 protein ifadesinde 6 saatlik ilag inkibasyonuna
oranla istatistiksel olarak anlamli azalis tespit edildi (*p<0.05). 6 ve 48 saat
suresince 10 pg/ml trastuzumab ile inkibe edilen UACC-893 hicrelerinde
kontrol hucrelerine oranla p21 protein ekspresyonunda istatistiksel olarak
anlamh bir degisiklik tespit edilmedi (Sekil 4.42).
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Sekil 4.42. UACC-893 hicre dizisinin 6 ve 48 saat slresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkiibasyonu sonrasinda elde edilen protein

lizatlarinda p27 ve p21 protein bant goruntuleri ve relatif bant

yogunlugu grafikleri

4.4.7. Trastuzumab inkiibasyonu Sonucu ADAM10 Protein

ifadesinin Zamana Bagh Olarak incelenmesi

6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml trastuzumab ile inkibe edilen BT-474
hicrelerinde kontrol hicrelerine oranla ADAM10 protein ifadesinde kademeli
bir azalis oldugu gorulmektedir. 6 saatlik ilag inkibasyonu sonucu kontrol
hicrelerine oranla gergeklesen azalisin istatistiksel olarak anlamli olmadig,
48 saatlik ilag inkibasyonunun istatistiksel olarak anlamh oldugu belirlendi
(***p<0.001). Ek olarak, 48 saatlik ila¢ inkUbasyonu sonucu ADAM10 ifadesi
azalisinin 6 saatlik drneklere oranla da istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit

edildi (**p<0.01) (Sekil 4.43).
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Sekil 4.43. BT-474 hicre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 ug/mi
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda ADAM10 protein bant goriintisu ve relatif bant

yogunlugu grafigi

6 ve 48 saat suresince 10 ug/ml trastuzumab ile inkibe edilen MDA-
MB-361 hucrelerinde kontrol hlcrelerine oranla ADAM10 protein ifadesinde

istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilmedi (Sekil 4.44).
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Sekil 4.44. MDA-MB-361 hcre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda ADAM10 protein bant goriintisu ve relatif bant

yogunlugu grafigi

6 saat slresince 10 ug/ml trastuzumab ile inktibe edilen MDA-MB-453
hicrelerinde kontrol hucrelerine oranla ADAM10 protein ifadesinde artis

oldugu, ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (Sekil
4.45).
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Sekil 4.45. MDA-MB-453 hcre dizisinin 6 ve 48 saat slresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkiibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda ADAM10 protein bant gortuntusu ve relatif bant

yogunlugu grafigi

10 pyg/ml trastuzumab ile inkibe edilen SKBR-3 hicrelerinde kontrol
hicrelerine oranla ADAM10 protein ekspresyonu 6 saatlik ilag inklibasyonu
sonucu istatistiksel anlamli olarak azaldidi belirlendi (*p<0.05). 48 saat
suresince trastuzumab ile inklibe edilen orneklerde, 6 saatlik ilag ile inklbe
edilen érneklere oranla ADAM10 protein ifadesinin istatistiksel anlamli olarak
arttigi tespit edildi (**p<0.01) (Sekil 4.46).
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Sekil 4.46. SKBR-3 hucre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda ADAM10 protein bant goriintlsu ve relatif bant

yogunlugu grafigi

6 ve 48 saat suresince 10 ug/ml trastuzumab ile inktbe edilen UACC-
893 hucrelerinde kontrol hucrelerine oranla ADAM10 protein ifadesinde

istatistiksel olarak anlaml bir degisiklik tespit edilmedi (Sekil 4.47).
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Sekil 4.47. UACC-893 hucre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda ADAM10 protein ekspresyon bant ve relatif bant

yogunlugu grafigi

4.4.8. Trastuzumab inkiibasyonu Sonucu PARP ve Kaspaz 3

Protein ifadelerinin Zamana Bagh Olarak incelenmesi

6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml trastuzumab ile inkibe edilen BT-474
hicrelerinde kontrol hiicrelerine oranla PARP ve Kaspaz 3 protein ifadelerinde

istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilmedi (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48. BT-474 hicre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 ug/mi
trastuzumab ile inkiibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda PARP ve Kaspaz 3 protein bant gortntuleri ve relatif

bant yogunlugu grafikleri

48 saat suresince 10 pg/ml trastuzumab ile inkiibe edilen MDA-MB-361
hicrelerinde kontrol hiicrelerine ve 6 saatlik ilac ile inkiibe edilen drneklere
oranla PARP protein ifadesinde istatistiksel olarak anlamli artis tespit edildi
(*p<0.05, **p<0.01). 6 ve 48 saat suresince 10 ug/ml trastuzumab ile inkibe
edilmis MDA-MB-361 hucrelerinde kontrol hucrelerine oranla Kaspaz 3 protein

ifadesinde istatistiksel olarak anlaml bir degisiklik tespit edilmedi (Sekil 4.49).



96

— e e

P T S | 116 kDa Kaspaz3
PARP K 19 kDa
89 kDa 17 kDa

B-aktin | S SN B | 45 kDa  B-aktin| s  SEE—_—_ W | 45 kDa

MDA-MB-361 MDA-MB-361
x ns
e | e |
ns ki 2.0 ns
5 18 = 3 2
= &
c c c B 1.54
B E 1.0 %
>3 >
L2 « & 1.0
52 e g8
@ % 05 @2
sa £ 205
5 G X
E g
0.0- 0.0-
~ ~
"'p 9"’0\ é"b\ e & &
3 © w N o @
& “o\
*p<0.05 +°¢ *_oo
**p<0.01
Trastuzumab (10 ug/ml) Trastuzumab (10 ug/ml)

Sekil 4.49. MDA-MB-361 hicre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkUbasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda PARP ve Kaspaz 3 protein bant gortntuleri ve relatif

bant yogunlugu grafikleri

6 ve 48 saat suresince 10 yg/ml trastuzumab ile inkibe edilen MDA-
MB-453 hucrelerinde kontrol hucrelerine oranla PARP ve Kaspaz 3 protein

ifadelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilmedi (Sekil 4.50).
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Sekil 4.50. MDA-MB-453 hucre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda PARP ve Kaspaz 3 protein bant gortntuleri ve relatif

bant yogunlugu grafikleri

6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml trastuzumab ile inkibe edilen SKBR-3
hicrelerinde kontrol hiicrelerine oranla PARP protein ifadesinde istatistiksel
olarak anlamh bir degisiklik olmadigi belirlendi. 48 saatlik ilag inkubasyonu
sonucu, 6 saatlik ilac inkibe edilen 6rneklere oranla Kaspaz 3 protein

ifadesinde istatistiksel olarak anlamli artis oldugu tespit edildi (*p<0.05) (Sekil
4.51).
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Sekil 4.51. SKBR-3 hucre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 ug/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda PARP ve Kaspaz 3 protein bant gortntuleri ve relatif

bant yogunlugu grafikleri

6 saatlik 10 pg/ml trastuzumab ile inkibe edilen UACC-893
hicrelerinde kontrol hicrelerine oranla PARP protein ifadesinde istatistiksel
olarak anlamli azalig, 48 saatlik ilag inkibasyonu sonucu PARP protein
ifadesinde 6 saatlik ila¢ inkibasyonuna oranla istatistiksel olarak anlaml artis
oldugu belirlendi (*p<0.05). 6 ve 48 saat suresince 10 yg/ml trastuzumab ile
inkibe edilen UACC-893 hucrelerinde kontrol hicrelerine oranla Kaspaz 3
protein ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilmedi (Sekil
4.52).
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Sekil 4.52. UACC-893 hucre dizisinin 6 ve 48 saat suresince 10 pg/ml
trastuzumab ile inkibasyonu sonrasinda elde edilen protein
lizatlarinda PARP ve Kaspaz 3 protein bant gortntuleri ve relatif

bant yogunlugu grafikleri

4.5. Trastuzumab ile inkiibe Edilmis HER2 Eksprese Eden Meme
Kanseri Hucre Dizilerinde iCELLigence Aracili Gergek Zamanl

Hucre Proliferasyon Analizleri

Calisma kapsaminda kullanilan 10 ug/ml trastuzumab dozunun HER2
eksprese eden meme kanseri hlcreleri proliferasyonuna yonelik uzun sureli
etkilerinin incelenmesi amaciyla iCELLigence gercek zamanh hucre
proliferasyon analizi gergeklestirildi. Bu dogrultuda, BT-474, MDA-MB-361,
MDA-MB-453 ve SKBR-3 hucrelerinin farkli sayilarda e-plate’lere ekimi
gerceklestirildi. Her hucrenin iki adet ilagsiz kontrol kuyusu ve iki adet ilagli
deney kuyusu olmak Uzere toplam 4 kuyuya ekimi saglandi. UAC-893 hicresi
deneysel limitasyondan 6tura deneye dahil edilemedi. Ekilen hicrelerin plate
tabanina tutunmalari icin 24 saat inkube edildi. Bu sureden sonra, kontrol

kuyularina sadece besiyeri, test kuyularina ise 10 ug/ml konsantrasyonda
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trastuzumab eklendi. Hucrelerin ilag ile 10 gunlik (240 saat) proliferasyon

kinetikleri gergek zamanli olarak incelendi.

ilacin eklendigi zaman noktasi siyah ¢izgi ile belirtiidi ve analiz
asamasinda belirlenen zaman noktasindan veriler normalize edildi. Elde edilen
veriler kontrol hiicreleri ile karsilagtirmali olarak incelendi. incelenen veriler
dogrultusunda htcre proliferasyonuna olan optimal etkinin 120. saatte

olustugu belirlendi. Optimal zaman noktasi grafiklerde kirmizi gizgi ile belirtildi.

BT-474 hucrelerine ilag eklendikten yaklagik 64 saat sonra kontrol
hiicrelerine oranla empedans farki olusmaya basladigi tespit edildi. ilag
eklendikten 120 saat sonra kontrol hlcreleri proliferasyonunun, ilag ile inkibe
edilen 6rneklere oranla eksponansiyel olarak artis gosterdigi belirlendi (Sekil
4.53).
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Sekil 4.53. BT-474 hicre dizisinin gergek zamanli hucre proliferasyon analiz

grafigi
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MDA-MB-361 hucrelerine ila¢g eklendikten yaklagik 78 saat sonra
kontrol hicrelerine oranla empedans farki olusmaya basladidi tespit edildi.
Devam eden saatlerde proliferasyon kinetigi kontrol hucreleri ile paralel
olmasina karsin ilag ile inkibe edilen 6rneklerde hicresel indeksin dusuk
oldugu belirlendi (Sekil 4.54).
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Sekil 4.54. MDA-MB-361 hlcre dizisinin gergek zamanl hicre proliferasyon

analiz grafigi

MDA-MB-453 hucrelerine ilag eklendikten yaklasik 109 saat sonra
kontrol hicrelerine oranla empedans farki olusmaya basladidi tespit edildi.
Devam eden saatlerde proliferasyon kinetigi kontrol hicreleri ile paralel
olmasina karsin ila¢ ile inkibe edilen drneklerde hucresel indeksin dusuk
oldugu belirlendi (Sekil 4.55).
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Sekil 4.55. MDA-MB-453 hicre dizisinin gergek zamanl hicre proliferasyon
analiz grafigi

SKBR-3 hicrelerine ilag eklendikten yaklasik 63 saat sonra kontrol
hiicrelerine oranla empedans farki olusmaya basladigi tespit edildi. ilag
eklendikten 120 saat sonra kontrol hicrelerinin proliferasyonu, ilag ile inkibe
edilen orneklere oranla eksponansiyel olarak artis gosterdigi belirlendi (Sekil
4.56).
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SKBR-3
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Sekil 4.56. SKBR-3 hicre dizisinin gergek zamanl hicre proliferasyon

analiz grafigi

4.6. Traztuzumab ile inkiibe Edilmis HER2 Eksprese Eden Meme
Kanseri Hiicre Dizilerinde Hiicre Proliferasyon Deneyi (CFSE) ile

Hucre Sagkalim Analizi

BT-474, SKBR-3, MDA-MB-361, MDA-MB-453 ve UACC-893 hiicreleri,
baylme hizlari gbz 6ntinde bulundurularak farkli sayilarda hicreler CFSE ile
inkiibe edildikten sonra T25 flasklara ekimleri saglandi. TUm hucrelerin flask
tabanina adhezyonunun ardindan kontrol flasklari sadece besiyeri ile, test
flasklari ise 10 pg/ml trastuzumab ile 120 saat siireyle inkiibe edildi. ilac ile
inkube edilmemis Ornekler kontrol ornekleri olarak kullanildi. Deney gunu
hicreler tripsinize edilerek kaldirildi ve akim sitometri tiplerine aktarilarak 3’er
defa PBS ile yikandilar. PBS ile ylkama asamasindan sonra 1 ml PBS

icerisinde resuspande edilerek CFSEeksitasyon/emisyon dalgaboyu = 492/517 nm
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okundu. Tim kosullarda 3 bagimsiz deney yapilmis (n=3) ve p<0,05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Trastuzumab ile inktbe edilmemis kontrol BT-474 hlcrelerinde (4522 +
43.41, n=3), trastuzumab ile inkube edilmis BT-474 hicrelerine (6872 £ 84.67,
n=3) oranla CFSE intansitesinin istatistiksel anlamli olarak dustigu belirlendi
(****p<0.0001) (Sekil 4.57). Bu durum, ilag ile inkibe edilen hucrelerin

proliferasyonlarinin baskilandigini géstermektedir.
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Sekil 4.57. 120 saat suresince 10 pg/ml trastuzumab ile inkiibe edilen
BT-474 hicrelerinin CFSE ortalama floresan intansite (MFI)
grafigi

Trastuzumab ile inkibe edilmemis kontrol MDA-MB-361 hicrelerinde
(4859 + 252.4, n=3), trastuzumab ile inkibe edilmis MDA-MB-361 hucrelerine
(7648 + 463, n=3) oranla CFSE intansitesinin istatistiksel anlaml olarak
distagu belirlendi (**p<0.01) (Sekil 4.58). Bu durum, ilag ile inklbe edilen

hicre proliferasyonlarinin baskilandigini géstermektedir.
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Sekil 4.58. 120 saat suresince 10 pg/ml trastuzumab ile inkibe edilen
MDA-MB-361 hucrelerinin CFSE ortalama floresan intansite

(MF1) grafigi

Trastuzumab ile inkibe edilmemis kontrol MDA-MB-453 hucrelerinde
(3037 + 186.3, n=3), trastuzumab ile inklibe edilmis MDA-MB-453 hucrelerine
(4753 £ 478.5, n=3) oranla CFSE intansitesinin istatistiksel anlamli olarak
distigu belirlendi (*p<0.05) (Sekil 4.59). Bu durum, ilag ile inklibe edilen hticre

proliferasyonlarinin baskilandigini géstermektedir.
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Sekil 4.59. 120 saat suresince 10 pg/ml trastuzumab ile inklibe edilen
MDA-MB-453 hucrelerinin CFSE ortalama floresan intansite

(MFI) grafigi

Trastuzumab ile inkibe edilmemis kontrol SKBR-3 hicrelerinde (7625

* 96, n=3), trastuzumab ile inkiibe edilmis SKBR-3 huicrelerine (14028 + 295.8,
n=3) oranla CFSE intansitesinin istatistiksel anlamli olarak dustigu belirlendi
(***p<0.0001) (Sekil 4.60). inkiibe edilen hucre

proliferasyonlarinin baskilandigini géstermektedir.

Bu durum, ilag ile
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Sekil 4.60. 120 saat suresince 10 pg/ml trastuzumab ile inklibe edilen
SKBR-3 hucrelerinin CFSE ortalama floresan intansite (MFI)

grafigi

Trastuzumab ile inkibe edilmemis kontrol UACC-893 hicrelerinde
127.3, n=3), trastuzumab ile inkibe edilmis UACC-893 hlcrelerine

179.3, n=3) oranla CFSE intansitesinin istatistiksel anlamli olarak

(1906 +
(3145 +

dustugu belirlendi (**p<0.01) (Sekil 4.61). Bu durum, ila¢ ile inkibe edilen

hiicre proliferasyonlarinin baskilandigini géstermektedir.



108

150 =
N UACC-893
| i\
] /™ 4000- o
100 ) \ I i
b= 1 N I
= / 3000
Q /I
i " T |
w / \ £ 2000
. /,l \‘
] \ 1000+
0 o e AN a
108 0 10° 10 10? 0- -
AN
Alexa Fluor 488-A () A
& 2
Sample Name *_Oo @0(0
1 |UACC_DAY 5 CONT B_001 fos n=3 é&
1 | UACC_DAY 5 TRAST B.fes **p<0.01 «&

Sekil 4.61. 120 saat suresince 10 pg/ml trastuzumab ile inkliibe edilen
UACC-893 hucrelerinin CFSE ortalama floresan intansite (MFI)
grafigi

iCelligence deneyi sonuglarina parallel olarak BT-474 ve SKBR-3
hicrelerindeki proliferasyonun baskilanmasi diger hticre dizilerine oranla fazla
oldugu belirlendi.



109

5. TARTISMA

Bu calisma, HER2 (ERBB2) ekspresyonu olan kanser hucrelerinde
eEF2K'nin ekspresyon duzeyi, aktivitesi ve hlicrede onkojenik sinyali reguile
eden HER2 aracili aktive olan proteinlerle iligskisine 11k tutmaktadir. eEF2K’'nin
kanser hucrelerinde oksijen, besin ve enerji yetersizligi gibi gesitli stres
kosullari altinda aktive olarak hicreye adaptif sagkalim avantaji sagladigi
bilinmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda yapilan in silico ve in vitro ¢aligmalar,
HER2 eksprese eden meme kanseri hucrelerinde eEF2K'nin HER2 aracili

aktive olan PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi ile regule oldugunu gostermektedir.

CCLE mikrodizin analizi verileri HER2 gen ifadesine gore
degerlendirildiginde, UACC-893 ve SKBR-3 hicre dizilerindeki HER2
ekspresyonu diger 3 hucre dizisine oranla duguktur. AMPKa1 (PRKAA1) gen
ekspresyon duzeyinin, UACC-893 hucrelerinde diger hicre dizilerine oranla
yuksek oldugu tespit edildi. Tum hucre dizilerinde eEF2K gen ekspresyonu
ifadesinin diger gen ifadelerine oranla yuksek olmasi ve bu duruma paralel
olarak, eEF2 gen ekspresyon duzeylerinin dusik olmasi dikkat gekmektedir.
Bu durum, HER2 ekspresyonu olan meme kanseri hucrelerinde eEF2K’'nin

onemli bir dizenleyici molekul olabilecegine isaret etmektedir.

GEO veri tabaninda bulunan GSE48216 RNA sekans verileri HER2 gen
ifadesine goére degerlendirildiginde, UACC-893 hicre dizisinin en yuksek,
MDA-MB-361 hucre dizisinin en disuk HER2 ekspresyonuna sahip oldugu
belirlendi. AKT1, eEF2K, eEF2, mTOR ve siklin D1 (CCND1) gen ekspresyon
dizeylerinin UACC-893 ve MDA-MB-453 hicre dizilerinde diger hicre
dizilerine oranla daha yuksek oldugu tespit edildi. Bu genlerin, tek basina
HER2 pozitifligi gosteren ve PIK3CA agisindan mutant olan hicre dizilerinde
yuksek olmasi, literatirde over kanseri (148) ve hepatoselller karsinomda
(147) gosterilen PI3K aracili sinyal yolaklarinin eEF2K regllasyonu ile olan
iligkisini HERZ2 eksprese eden meme kanserinde de olabilecegini
gOstermektedir. Ayni durumun, HER2 ekspresyonu yiksek, PTEN mutasyonu
olmayan SKBR-3 hucrelerinde gorilmemesi, PTEN ve eEF2K arasindaki

regulasyonu dogrular niteliktedir (22).
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CCLE RNA sekans verileri tum hucreler kumil olarak
degerlendirildiginde, HER2, HER3, PIK3CA, AKT1, mTOR, eEF2K, siklin D1
ve ADAM10 duzeyleri arasindaki pozitif korelasyona ek olarak bu genler ile
AKT3 ve p21 arasindaki negatif korelasyon dikkat cekmektedir. ADAM10
ekspresyonun HERZ2nin hucre digi domainini keserek p95HERZ2 formu
olusturdugu (108), p95HER?2 ifadesi ylksek meme kanseri hastalarinin kéta
prognoz gosterdigi ve trastuzumab direnci olusturdugu bilinmektedir (183,
184). Bu analizdeki eEF2K ve ADAM10 ifadelerindeki pozitif korelasyon, her
iki tedavi direnci iligkili proteinin  sinerjik etki gOsterebilecegini

dusundurmektedir.

Ucli negatif meme kanseri hiicrelerinde, eEF2K'nin susturulmasindan
sonra hucrelerin kemoterapotiklere yonelik hassasiyetinin arttigi ve eEF2K
inhibisyonuna ek olarak kullaniminin etkili terapotik etkinligi  arttirdigi
belirtiimektedir (18, 185). Bu dogrultuda, CCLE RNA sekans verileri
kullanilarak 4 farkli HER2 eksprese eden meme kanseri hticre dizisinde (BT-
474, MDA-MB-453, SKBR-3 ve UACC-893) ve 4 farkli Ggli negatif meme
kanseri hucre dizisinde (BT-20, HCC38, MDA-MB-231 ve MDA-MB-468) bazal
eEF2K ekspresyonlari KEGG ve GSEA analiz sistemleri kullanilarak
karsilastirildi. iki grup arasinda kontrol yolagi olarak KEGG ERBB sinyal yolagi
karsilasgtirildiginda HER2 ve AKT ifadelerinin arttigi gortlmektedir. KEGG
AMPK sinyal yolagi incelendiginde, HER2 eksprese eden meme kanseri
hicrelerinde Uc¢lu negatif meme kanseri hucrelerine oranla bazal AMPK
ifadesinin daha az oldugu, bazal eEF2K ifadesinin ise daha ylksek oldugu
goOrulmektedir. Ayni veriler GSEA analiz sistemi Uzerinden 135 genden olusan
translasyonel elongasyon ve 37 genden olusan hucresel stres ile iligkili
p38/MAPK gen setlerinde incelendi. Her iki gen seti icerisinde HER2 eksprese
eden grupta Uugli negatif meme kanseri grubuna oranla en yuksek
(zenginlestiriimis) gen ifadesi istatistiksel anlamli olarak eEF2K ¢ikmaktadir.
Bu durum, Ugli negatif meme kanserinde 6nemli bir terapétik hedef olarak
ifade edilen eEF2K’nin, Gg¢lu negatif meme kanserine oranla daha fazla ifade
edilmesinden oturl, HER2 eksprese eden meme kanseri hucrelerinde
hedeflenmesinin daha etkin sonuglar olusturabilecegine isaret etmektedir.
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Cahsmamizda, HER2 eksprese eden meme kanseri hicrelerinin
trastuzumab ile hedeflenmesi sonucu eEF2K aktivitesinin PI3K/Akt yolagi ile
iligkisi incelendi. Bu amag¢ dogrultusunda, MTT sitotoksite deneyi ile 5 farkh
hicre dizisinde deneylerde kullanilacak optimal doz belirlendi. MTT deneyinde
kullanilacak 5 farkh doz (80-40-20-10-5 ug/ml) literatirde kullanilan ¢alisma
dozlari dikkate alinarak belirlendi (168, 170, 186). Belirlenen dozlarin hcre
canliliklarina yonelik 48 ve 72 saatlik etkileri incelendi. Hlcre canliliklarina
gore trastuzumaba karsi en hassas hicrenin BT-474 oldugu tespit edildi. Bu
sonu¢, Yang ve arkadaslarinin 2019 yilinda yapmis olduklari ¢alisma ile
uyumludur (187). MDA-MB-453 ve UACC-893 hicrelerinde ilacin hlcreler
uzerindeki etkisi 72 saatlik inkibasyon sonucu 48 saatlik inkiibasyona oranla
artmaktadir. SKBR-3 ve MDA-MB-361 hlcrelerinde ilaca yonelik yanitin diger
hicrelere oranla daha fazla oldugu tespit edildi. SKBR-3 hucrelerinin ilaca
yonelik goéstermis oldugu yanit (188) ve SKBR-3 ve MDA-MB-361 hticrelerinin
ilaca benzer cevap vermelerinin literatlr ile uyumlu oldugu belirlendi (167).
TUm sonuglar degerlendirildiginde, 10 pg/ml trastuzumab dozu subtoksik doz
olarak belirlendi. Calisma kapsaminda uygulanan trastuzumab dozunun
literatir galismalariyla uyumlu oldugu tespit edildi (189, 190). Schwill ve
arkadaglarinin 2019 yilinda yapmis olduklari ¢alismada, HER2 eksprese eden
meme kanseri hicre dizilerinde uygulanan trastuzumabin erken (6 saat) ve
ge¢ (48 saat) etkilerinin yolak proteinlerinin ifadeleri ve aktivasyonlari Gzerinde
farkhlik gosterdigi ve zamana bagl ilag¢ etkisinin yolak regulasyonu ile dirence
katkisinin oldugu belirtiimektedir (167). Bu kapsamda, ¢calismamizda, 6 ve 48
saat 10 ug/ml trastuzumab ile inklbe edilen hucrelerde zamana bagli etki de

karsilastirildi.

Calismamizda, belirlenen ilag dozu ve surelerde inkube edilen
hiicrelerden elde edilen protein lizatlarinda hedef proteinlerin (p-EGFR/EGFR,
p-HER2/HER2, p-HER3/HERS3, p-AKT/AKT, p-S6K/S6K, p-eEF2K/eEF2K, p-
eEF2/eEF2, p-siklin D1/siklin D1, p-AMPK/AMPK, p27, p21, ADAM10, PARP
ve Kaspaz 3) ifadeleri analiz edildi. UACC-893 hucre dizisi diginda diger
hicrelerde, 6 saatlik trastuzumab inkibasyonu sonucu, kontrol hucrelerine

oranla HER2 aktivasyonunun istatistiksel anlamli olarak arttigi tespit edildi.
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EGFR aktivasyonunun da UACC-893 hucresi diginda istatistiksel olarak tium
hidcrelerde anlamli olmamasina karsin benzer patern gosterdigi dikkat
cekmektedir. 48 saatlik ilag inkiibasyonu sonucu protein aktivasyonu bazal
dizeylere veya bazal dizeyin altina inebilmektedir. UACC-893 hicrelerinde
ise EGFR ve HERZ2 aktivasyonu ilag inkibasyonu ile azaldi. Bu sonuglar, ilacin
hlcreler Uzerindeki erken etkisinin reseptor aktivasyonu yonunde olduguna
isaret etmektedir. COSMIC veri tabani incelendiginde, BT-474’Gn EGFR hcre
ici tirozin kinaz ve C-terminal domainleri mutasyonuna, MDA-MB-361’in EGFR
hicre i¢i transmembran ve kinaz domaini arasinda kalan bdlgede mutasyona
ve HER2 mutasyonuna, MDA-MB-453'Un HERZ2 hucre disi 1. domainde
mutasyona sahip olduklari tespit edildi (191). UACC-893 hicrelerinde
herhangi bir mutasyon olmadigi saptandi. SKBR-3 ile ilgili mutasyon verisi
mevcut bulunmamaktadir. Tim hucre dizilerinde, trastuzumab inkibasyonu
sonucu HERS3 reseptor aktivasyonunda azalma tespit edildi. Bu sonug,
COSMIC mutasyon verisi bulunan tim htcrelerde HER3 mutant olmamasi ile
aciklanabilir. Elde edilen reseptor tirozin kinaz aktivitesi degisiklikleri Schwill
ve arkadaglari tarafindan 2019 yilinda yayinlanan sonuglar ile uyumludur
(167).

Akt protein aktivasyonu icin katalitik domaininde bulunan treonin308
(T308) rezuduslinuin ve duzenleyici bolgede bulunan serind73 (S473)
rezidusinin dual fosforilasyonuna ihtiyag duyulmaktadir (78, 79).
Calismamizda, ilag inkibasyonu sonucu tum hucrelerde Akt katalitik bolge
fosforilasyonunda (T308) artma ve duzenleyici bdlge fosforilasyonunda (S473)
azalma tespit edildi. Tim hucrelerde benzer cevabin tespit edilmesi sebebiyle
bu durumun PIK3CA mutasyonundan bagimsiz oldugu dusundlda. COSMIC
veri setinde AKT mutasyon varliklari incelendiginde BT-474 ve MDA-MB-361
hicrelerinde AKT mutasyonu oldugu, MDA-MB-453 ve UACC-893
hicrelerinde AKT mutasyonu olmadigi tespit edildi (191). Fosforilasyon
bdlgelerinin zit yonde etkilenmeleri sinyal yolaginin bu basamakta Akt'in
inaktivasyonuna ydnelik dnemli bir regllasyona ugradigina isaret etmektedir.
lag inkiibasyonu sonucu diizenleyici bélge aktivasyonundaki azalis literatiir ile

uyumlu bulunmustur (167). Trastuzumabin inkblbasyonu sonrasinda Akt'in
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S473 fosforilasyonunun kaybi ve S6K aktivitesi kaybinin gdézlenmesi, 48 saat
sonunda tek basina T308 fosforilasyonunun yolak aktivasyonunu

saglamadigina isaret etmektedir.

eEF2K’'nin duzenleyici proteinlerinden biri olan S6K’nin mTORC1
aracili aktivasyonu sonucu, eEF2K S366 bolgesinden fosforile olmaktadir.
eEF2K’'nin S366 bodlgesinden fosforilasyonu sonucu eEF2K’nin inhibisyonu
saglanmaktadir. eEF2K protein aktivasyonunun baskilanmasiyla birlikte eEF2
proteini fosforile olamamakta ve bu durum protein translasyonunu
indUklemektedir (192). Calismamizda, S6K’'nin SKBR-3 hlcre dizisi harig diger
hicrelerde 6 saatlik ilag inkUbasyonu sonucu aktivasyonunda artma ve 48
saatlik inkliibasyon sonucu aktivasyonunda azalma egilimi olmasi, eEF2K’'nin
HER2 eksprese eden meme kanseri hicrelerinde de S6K tarafindan regule
edildigini dogrulamaktadir (11, 193). SKBR-3 hucrelerinde ise S6K
aktivasyonunun ila¢ inkibasyon gruplarinda 6 ve 48 saatte ikisinde buyuk

oranda baskilanmasi dikkat cekmektedir.

Calismamizda hucresel stresi, protein elongasyonunu dizenleyerek
regule edebilen 6nemli bir kinaz proteini olan eEF2K ve bu proteinin hedef
proteini olan eEF2 protein ifadeleri incelendi. SKBR-3 hicresi hari¢ diger
hdcrelerde istatistiksel anlamli olmamasina kargin 6 saatlik ilag inkibasyonu
sonucu eEF2K inhibisyonununda artma ve 48 saatlik inkibasyon sonucu
inhibisyonunda azalma egiliminde oldugu goézlemlendi. 6 saatlik ilag
inkibasyonu sonrasinda artan eEF2K inhibisyonunun UACC-893 hucrelerinde
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi. 48 saatlik ila¢g inkUbasyonu
sonrasinda azalan eEF2K inhibisyonuna paralel olarak eEF2 protein
fosforilasyonundaki artis uyumlu bulundu. 6 saatlik ilag inkibasyonu
sonrasinda BT-474 hucre dizisinde eEF2 protein fosforilasyonundaki
istatistiksel olarak anlamlh artisin, bu hucrelerin diger hucrelere oranla ilaca

karsi daha hassas olmasini saglayan faktorlerden biri olabilece@i disunaldu.

Calismamizda, hicrede hipoksik stres durumunda aktive olan ve
eEF2K’nin pozitif dUzenleyici proteinlerinden biri olan AMPK’nin ilag

inkiibasyonu sonucu protein ifadesindeki degisiklikler incelendi. Trastuzumab
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ile inkibe edilmis BT-474 ve SKBR-3 hicrelerinde AMPK aktivasyonunda
azalma tespit edildi. MDA-MB-361 hucrelerinde 6 saatlik ilag inkibasyonu
sonucu AMPK protein aktivasyonunda artis olmasi dikkat gekmektedir. Bu
durum, Schwill ve arkadaglarinin yapmis olduklari ¢alismadaki trastuzumab
direngli ve duyarl hicre dizisi siniflandirmasi ile uyumlu sonuglar vermektedir
(167). Bu bulgular, AMPK aktivasyonunun azalmasinin hicrelerde ilaca karsi
duyarlihga, degisiklik olmamasi veya artis gostermesinin ise hicrelerde ilag

direncinin gelisimine yol agabilecegine isaret etmektedir.

Hucre dongusunun kontrolinden sorumlu olan siklin D1, p21 ve p27
protein ifadelerinde, apoptotik regulasyondan sorumlu olan PARP ve kaspaz
3 protein ifadelerinde ve HER2 trunkasyonu ile iligkilendirilen ADAM10 protein
ifadelerinde hucreler arasinda degiskenlik dikkat cekmektedir. BT-474
hicrelerinde ilagla inklbasyon sonucu zamana bagli olarak ADAM10 protein
duzeyinde istatistiksel olarak anlamli azalis gortlmektedir. Bu bulgu, BT474’Un
calismamizda MTT sonuglarina gore en duyarli hicre dizisi bulunmasi ile
uyumludur. SKBR-3 hicre dizisinde siklin D1 protein aktivasyonunun 6 saatlik
ilag inkUibasyonu sonucu artmasi dikkat c¢ekmektedir. p21 ve p27
proteinlerinde genel olarak ila¢ inkubasyonuyla birlikte artis egiliminde
olmasina karsin olusan varyatif sonuglarin PDK1 aracih Akt T308
fosforilasyonu sebebiyle olusabilece@i disunulmektedir (194). Son olarak, 48
saatlik ilag inkiibasyonu sonucu MDA-MB-361 hucrelerinde kirpilimis PARP ve

kaspaz 3 protein ifadelerinin arttigi gorilmektedir.

Calismamizda, trastuzumab inkibasyonunun hicrelerin blylmesi ve
¢ogalmasina yonelik etkisininin incelenmesi amaciyla iCelligence gergek
zamanh htcre proliferasyon analizi ve CFSE analizi yapildi. Her iki ¢galisma
sonucunda, BT-474 ve SKBR-3 hucrelerinin trastuzumab inkubasyonuyla
birlikte buylme ve proliferasyonlarinin diger hucrelere oranla daha fazla

etkilendigi belirlendi.

HER2+ meme kanseri basta olmak uUzere, cesitli kanser tlrlerinde
PI3K/Akt/mTOR  yolagi  siklikla  deregllasyona ugramaktadir ve

PI3K/Akt/mTOR yolaginin terapotik olarak hedeflenmesi ve/veya reseptorlerin
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ligand bagimsiz aktivasyonlarina yonelik kombine ilag stratejileri
denenmektedir (195-197). Yapilan calismalar umut vaat etmesine karsin,
kanser hucreleri adaptif mekanizmalar sayesinde geligtirilen yeni tedavi

stratejilerine kargi direng gelistirebilmektedir.

TUm bu bilgiler 1s1ginda, hicre igi stres kosullarina karsi aktivasyonu ile
hicreye sagkalim avantaji saglayan eEF2K’nin kanser hlicrelerinde gelisen
direng mekanizmalarindan biri olabilecegi ve potansiyel bir hedef olabilecegi
belirtiimektedir (20).

Sonug olarak, bu tez calismasi ile BT-474, MDA-MB-361, MDA-MB-
453, SKBR3 ve UACC-893 hicre dizilerinde trastuzumab inkibasyonunun
eEF2K aktivasyonu Uzerindeki zamana bagli etkisi ve yolak proteinleri ile
iligkisi incelendi. Yapilan biyoenformatik analizler sonucunda, HER2 eksprese
eden meme kanseri hucrelerinde eEF2K bazal ifadesinin varligi, HER2
reseptor tirozin kinaz ve PI3K/Akt/mTOR yolak proteinleri ile etkilesimlerinin
olabilecegi belirlendi. Ek olarak, Gcli negatif meme kanserine oranla HER2
eksprese eden meme kanserindeki eEF2K ifadesinin daha fazla olmasi daha
kuvvetli bir terapotik hedef olabilecegine isaret etmektedir. Western blot deneyi
sonugclarinda, eEF2K ve iligkili proteinlerin ilaca karsi diren¢g mekanizmalarinda
onemli rol oynayabilecekleri ilk defa tespit edildi. Bu asamada, AKT’in énemli

bir reglilasyon sagladigina kanaat edildi.

HER2 hedefli tedaviye diren¢ mekanizmalarina iligkin edinilen bilgi her
gegcen gun artmasina ragmen diren¢ mekanizmalari hendz tam olarak
¢bzimlenememistir (110). Bu baglamda, HER2 eksprese eden meme
kanserinin patogenezinin altinda yatan molekiler mekanizmalarin daha iyi
anlasiilmasi ve hedefe yonelik yeni tedavi stratejilerinin belirlenmesi, kansere

yonelik tedavi etkinliginin arttiriilmasina 6nemli katki saglayacaktir.
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6. SONUG VE ONERILER

. Mikrodizin ve RNA sekans veri setlerinde 20 farkh genin HER2
eksprese eden meme kanseri hlcre dizilerinde bazal ifadeleri incelendi.
ERBB sinyal yolagi iligkili gen ifadelerinin eEF2K ile korelasyon
gOsterdigi tespit edildi.

. CCLE RNA sekans verileri ile KEGG analiz sistemi ile sinyal yolagi
etkinlikleri ve GSEA analiz sistemi ile HER2 eksprese eden ve UglU
negatif meme kanseri arasinda belirlenenen genlerin farkhliklari
incelendi. Uglii negatif meme kanserine oranla HER2 eksprese eden
meme kanseri hiicrelerinde eEF2K’'nin daha fazla regulle oldugu tespit
edildi.

. MTT sitotoksisite deneyi ile farkh trastuzumab dozlarinin (80-40-20-10-
5 pg/ml) hacrelerin canhiligina olan etkileri incelendi. Tum huicre dizileri

icin 10 ug/ml subtoksik doz olarak segildi.

. Trastuzumabin 6 saatlik hucreler Uzerindeki erken etkisi ve 48 saatlik

gec etkisi incelendi. iki farkli zaman kosulunda trastuzumabin p-
EGFR/EGFR, p-HER2/HERZ2, p-HER3/HERS, p-AKT/AKT, p-S6K/S6K,
p-eEF2K/eEF2K, p-eEF2/eEF2, p-siklin D1/siklin D1, p-AMPK/AMPK,
p27, p21, ADAM10, PARP ve Kaspaz 3 proteinlerine yonelik etkileri
western blot yontemi ile incelendi:

e UACC-893 hicre dizisi haric diger hucrelerde, 6 saatlik
trastuzumab inkUbasyonu sonucu, kontrol hucrelerine oranla
HER2 aktivasyonunun istatistiksel anlamli olarak arttigi tespit
edildi. 6 saatlik ilag inkibasyonu sonucu sadece UACC-893
hdcrelerinde HER2 aktivasyonunun baskilanabildigi belirlendi.

e Tum hucrelerde 6 saatlik ilag inkibasyonu sonucu HER3
aktivasyonunun baskilandigi belirlendi.

e lla¢ inkiibasyonu sonucu tim hiicrelerde Akt katalitik boélge
fosforilasyonunun (T308) arttigi, UACC-893 hicre dizisi harig
diger hucrelerde duzenleyici bolge fosforilasyonunun (S473)

azaldigi goruldu. Trastuzumab ile inklbe edilen hicrelerin sinyal
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kaskadi icerisinde en kuvvetli regulasyonu Akt proteini
duzeyinde gergeklestirdigi belirlendi.

e SKBR-3 hicresi hari¢ diger hucrelerde istatistiksel anlaml
olmamasina kargin 6 saatlik ila¢g inkibasyonu sonucu eEF2K
aktivasyonunun artis ve 48 saatlik inkibasyon sonucu
aktivasyonunun azalis paterninde oldugu gozlemlendi. 6 saatlik
ilag inkubasyonu sonrasinda BT-474 hucre dizisinde eEF2
fosforilasyonunda artis oldugu belirlendi.

e eEF2K’nin dizenleyici proteinlerinden biri olan S6K’nin SKBR-3
hicre dizisi hari¢ diger hicrelerde 6 saatlik ilag inkibasyonu
sonucu aktivasyonunun artis ve 48 saatlik inkibasyon sonucu
aktivasyonunun azalg paterninde olmasi, eEF2/eEF2K’nin
HER2 eksprese eden meme kanseri hicrelerinde de S6K
tarafindan regule edildigine isaret etmektedir.

e eEF2K’nin pozitif dizenleyici proteinlerinden biri olan AMPK’nin
ilag inkibasyonu sonucu protein ifadesindeki degisiklikler
incelendi. Trastuzumab ile inkibe edilmis BT-474 ve SKBR-3
hicrelerinde AMPK aktivasyonunda azalma tespit edildi.

. iCelligence gercek zamanli hlicre proliferasyon analiz yontemi ve CFSE

deneyleri ile trastuzumab hicreler Uzerindeki etkileri incelendi. Her iki

analiz sonucunda BT-474 ve SKBR-3 hucrelerindeki proliferasyonun
baskilanmasi diger hucre dizilerine oranla fazla oldugu belirlendi.

. Yapilan galismalara ek olarak, HER2+ meme kanseri hucrelerinde

eEF2K’nin siRNA ile tek bagina veya AKT inhibitoru ile kombine sekilde

susuturulmasi ve etkilerinin incelenmesi arastirilabilir.

. Ksenograft fare modelleri Uzerinde, eEF2K’'nin hedeflenmesi sonucu

tumor mikrogevresinin sinyal mekanizmasina ne yonde etki ettigi

arastirilabilir.

. eEF2K’'nin potansiyel epigenetik duzenleyicileriyle hedeflenmesi

sonucu sinyal yolaklarinin ne yonde etkilendigi analiz edilebilir.

. eEF2K’nin hedeflenmesi sonucu HER2+ huicrelerdeki molekdler profilin

degisikligi RNA sekans ¢alismasi ile incelenebilir.
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