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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

EGFR INHIBITORUNUN (AG 1478) TRIPLE NEGATIF VE LUMINAL A
MEME KANSERiIi HUCRELERI UZERINE ANTiPROLIFERATIF VE
ANTIMETASTATIK ETKILERI

Nazlican ISLEN

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi

Biyoloji Anabilim Dali

Damisman : Yrd. Dog¢. Dr. Mehmet R. TOPCUL

Bu calismada Triple negatif meme kanseri ve Luminal A meme kanseri hicreleri (izerine
EGFR inhibitorii olan AG1478’ in etkileri tespit edilmeye calisilmistir. Aragtirmamizda
Triple negatif meme kanseri modeli olarak MDA-MB-231 ve Luminal A meme kanseri
modeli olarak da MCF-7 hiicre hatlar1 kullanilmistir. Deneylerde hiicre kinetigi
parametreleri olarak; ¢ogalma hizi, mitotik indeks ve apoptotik indeks
degerlendirilmistir.

Deneylerde MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlar1 i¢in deneylerde baslangigta AG
1478'in farkli konsantrasyonlar1 uygulanmistir. 1Cso dozu MDA-MB-231 hiicreleri igin
50 uM, MCF-7 hiicreleri i¢in 20 uM olarak belirlenmistir.

Tiim g¢aligmalar sonucunda elde edilen veriler incelendiginde her iki hiicre hattinda

zamana bagli olarak ¢ogalma hizi, hiicre indeksi ve mitotik indeks degerlerinde anlaml
bir azalma gozlemlenmektedir.

Haziran 2017, 54. sayfa.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, EGFR, MCF-7,A-MB-231, AG1478
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

ANTIPROLIFERATIVE AND ANTIMETASTATIC EFFECTS OF EGFR
INHIBITOR (AG 1478) ON TRIPLE NEGATIVE AND LUMINAL A
BREAST CANCER CELLS

Nazhcan ISLEN

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Biology

Supervisor : Asst. Prof. Dr. Mehmet R. TOPCUL

In this study, it has been to determine the effects of AG1478 EGFR inhibitor on Triple
negative breast cancer and Luminal A breast cancer cells. In our study, MDA-MB-231
cell line was used as a triple negative breast cancer model and MCF-7 cell line was used
as a Luminal A breast cancer model. Proliferation rate, mitotic index and apoptotic index
were evaluated as cell kinetics parameters in experiments.

For the MDA-MB-231 and MCF-7 cell lines, different concentrations of AG 1478 were
initially applied in the experiments. IC50 was determined to be 50 uM for MDA-MB-231
cells and 20 uM for MCF-7 cells.

When the data obtained from all studies are examined, a significant decrease is observed
in the rate of proliferation, cell index and mitotic index values depending on time in both
cell lines.

June 2017, 54. pages.

Keywords: Breast cancer, EGFR, MCF-7, MDA-MB-231, AG1478
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1. GIRIS

Viicudun herhangi bir dokusunda hiicrelerin anormal sekilde biiyiiylip ¢ogalmasiyla
kanser hiicreleri, kanser hiicrelerinin yogunlasmasiyla tiimdrler meydana gelir. Normal
bir hiicrenin kanser hiicresine doniismesi kromozomlarda meydana gelen mutasyonlar
sonucunda olur. Hiicreler birbirleri ile fiziksel olarak temas ettiklerinde hiicreler arasi
mesaj iletimi olur. Bunun sonucu olarak ¢ogalmayi, hareketi, biiylimeyi durdurabilirler.
Oysa kanser hiicreleri bu mesaji alamayip ¢ogalmaya devam eder. Kanserde genellikle
hiicre zar1 bozukluklar1 vardir. Bir hiicre kanser hiicresi haline doniistiigiinde hiicre zari
yiizeyindeki karbonhidratlar degisiklige ugrar. Kanser hiicrelerinin bulunduklari
bolgelerden kan ya da lenf damarlar1 yoluyla viicudun baska bolgelerine tasinip oraya
yerlesmelerine metastaz denir. Metastaz biitiin bir organ1 kaplayarak onu is goremez
hale getirebilirler. Ayrica tiimorler yalnizca bulunduklari doku ve organa zarar

vermezler ayni1 zamanda yakinlarindaki organ ve dokulara da zarar verebilir.

Meme dokusunun hiicrelerinde gelisen kanser meme kanseridir. Meme kanseri
kadinlarda goriilen kanser tipleri arasinda birinci sirada yer almaktadir. Meme
dokusunun herhangi bir yerinden kaynaklanabilir. En ¢ok goriilen tipleri arasinda meme
kanallarindan kaynaklanan duktal kanser ve siit bezlerinden kaynaklanan lobiiler kanser

vardir.

Epidermal biiylime faktorii, reseptorii olan epidermal biiyiime faktorii reseptoriine
baglanarak hiicre biiyiimesi, proliferasyonu ve farklilasmasini stimiile etmektedir.
EGFR agsir1 ekspresyonu tiimorlere agresif bir fenotip kazandirmaktadir ve bir¢ok solid
timor tipinde sik rastlanmaktadir [1]. Karsinomalarda EGFR'nin 6nemi goz Oniine
alindiginda, EGFR’ ye spesifik inhibisyon cesitli insan kanserlerinin tedavisinde 6nemli

bir rol oynamaktadir [2].

Kanser tan1 ve tedavisinde uygulanan yontemler gelistirilmekte ve saglikli hiicrelere
zarar vermeden sadece kanserli hiicreleri elimine etmeyi amaglayan hedefe yonelik

terapiler gibi yeni ve dnemli yontemler iizerinde yogun arastirmalar yapilmaktadir. Son



yillar boyunca, erken tani ve tedavi edici segeneklerdeki 6nemli gelismeler kanser
hastalarinda hayatta kalma oranlarinin artmasina neden olmustur. Bununla birlikte
kanser tedavileri; hastalik reprodiiktif yillarinda teshis edilenlerde infertilite de dahil
olmak {izere birgok potansiyel yan etki ile iliskilendirilmistir. Gelismekte ve
yayginlasmakta olan oosit ve embriyo Kriyoprezervasyonu yontemleri ile bu yan

etkilerin ortadan kaldirilmasi amaglanmaktadir [3].

Bu tez ¢alismasinda; meme kanserinin farkl tipleri tizerinde epidermal biiylime faktorii
reseptOrii inhibitoric AG 1478 in, hedefe yonelik tedavi edici ajan olarak kullanilarak
kanser hiicrelerinin hiicre kinetigi parametrelerinde meydana getirecegi degisikliklerin

arastirilmasi ve bu sayede meme kanseri tedavisine katki saglamas1 amaglanmastir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. MEME YAPISI

Meme, kadinlarda en ¢ok malignite teshisi konan ve ergenlik, gebelik, emzirme,
menopoz sonrast donemlerde boyut, sekil ve fonksiyonunda biiyiik degisiklikler olan
bilateral bir organdir [4]. Disi memesi 6n torasik duvarda bulunur ve ikinci kaburgadan
altinc1 kaburgaya kadar uzanir. Memenin yaklasik ticte ikisi pektoralis major kasi
izerine gelir. Geri kalan kismi ise serratus anterior kasi ve abdominal oblik kasinin iist

kismu ile temas eder [5].
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Sekil 2.1: Meme anatomisi [6]

Insan memesi parankimal ve stromal dokulardan olusur. Parankim dokusu dallanma
kanallarin1 olusturur ve zamanla salgi kesecikleri olusumuna yol acar. Stroma esas
olarak yag dokudan olusur ve parankima igin bir ortam saglar. Memenin bu temel yapisi

insan gelisiminin erken embriyonik sathasinda olusur [7].



Duktal sistemin ve asinusun (kesecik) gelisim siireci dallanma morfogenezi olarak
adlandirilir. Dallanma morfogenezi fetiiste baslar ve erken ¢ocukluk doneminde durur
ancak ergenlik caginda hormonal uyarilmanm etkisi ile farklilagsmasi tetiklenir [7].
Meme bezleri; sentezleme, salgilama ve yeni dogana siit iiretme gibi 6zel islevleri ile
memelilere 6zgiidiir. Bu fonksiyonu g6z oniine alindiginda, gebelik ve laktasyon
dongiisii sirasinda bezin mikro ve makro anatomisinde siddetli degisiklige neden olan
hiicresel seviyedeki hormonal etkiler bezin olgun gelisimsel bir duruma erigsmesine

neden olur [8].

Her memenin ortasinda diiz kaslar iceren bir meme ucu bulunur. Diiz kaslar meme
ucunun cinsel uyarilma, soguk hava veya emzirilen bir bebege tepki olarak dik olmasina
neden olur. Meme ucu g¢evresi pigmentli areoladir. Meme igerde siit iiretmek iizere
Ozellesmis olan meme bezlerini igerir. Meme bezleri yiizlerce kiigiik siit iireten lobiilden
olusur. Her lobiiliin etrafindaki kontraktil hiicreler siitiin serbest birakilmasini saglar ve
kanallar memeye iletmesini saglar. Memenin biiyiik kismi yag dokusundan olusur, bu
nedenle meme boyutu siit {iretim potansiyelini gostermez. Fibroz bag dokusu agi meme

bezlerini ve yag dokusunu destekler [9].

2.2. MEME KANSERI

Meme kanseri, kiiresel olarak kadinlarda kansere bagli mortalitenin en yaygin
nedenlerinden biridir. Cesitli risk faktorleri ve klinik 6zellikleri olan heterojen bir
hastaliktir. Genellikle kadin hastaligi olarak bilinmesine ragmen arastirmalar 1100
erkekte 1 geligebilir oldugunu gostermektedir [10]. Meme kanseri i¢in giincel terapotik
yaklagimlar arasinda ameliyat, radyasyon, kemoterapi, endokrin terapi ve de hedefe
yonelik terapi bulunmaktadir [11,12]. Meme kanseri kadinlarda erkeklere oranla 100 kat
daha sik goriiliir. Insidans oran1 45-50 yaslarina kadar yasla birlikte artar. Yasam boyu
Ostrojene maruz kalma en Onemli risk faktorlerinden biridir. Erken menars, gec
menopoz, Batili yasam bicimi ile iliskili daha az sayida ve ge¢ gebelikler,
postmenopozal hormon replasman tedavisi, ksenoestrojenler (6strojen taklit eden bir
ksenohormon tiirli) ve c¢ocuk sahibi olmama Ostrojene maruz kalma siiresini
uzatmaktadir [13]. Bunlar disinda yas, aile Oykiisti, oral kontraseptiflerin kullanima,
radyasyona maruz kalma, alkol kullanimi1 ve iyi huylu meme hastalig1 gibi nedenler de

meme kanseri risk faktorleri arasindadir [14].



Ostrojene uzun siireli maruz kalinmasi ve proliferasyon siirelerinin uzun déngiileri
sonucu mutasyona ugrayabilen hiicrelerin sayis1 artar ve zamanla timorlesmeye
baslayan hiicrelerinin proliferasyonu gerceklesir. Ozellikle gebelik sirasinda meme
duktal hiicrelerinin farklilasmasina neden olan ve diger giiclii sinyaller siitten
kesildikten sonra alveolar ve duktal hiicrelerin yogun apoptozuna neden olur. Bu
sikluslar, tiimorlesmeye baslayan hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda ve dokunun
saflagtirllmasinda rol alabilir. Bu yilizden erken yasta ¢oklu gebelik gegirmenin uzun
streli emzirme donemleri ile birlikte giiclii bir koruyucu etki yapabildigi

diistiniilmektedir [15,16].

Bir meme kanseri genomu, timdriin gelisimi boyunca meydana gelen mutajenik
aktivitenin kaydidir. Her mutasyon tiimoériin yapisi konusunda bilgilendirici olabilir.
Siirlici mutasyonlar kanser arastirmalarinin uzun zamandir odak noktasidir. Yolcu
mutasyonlart ise, DNA hasar1 ve tlimorigenez sirasinda etkili olan DNA onarim
slireglerinin biyolojik olarak aydinlaticidir [17]. BRCA genleri DNA onarimi, hiicre
dongiisii kontrolii ve transkripsiyon gibi temel hiicresel islevlerde bulunan biiyiik
proteinleri kodlamaktadir. BRCA genlerindeki germ hatti mutasyonlart meme kanseri
ile iligkilidir. Incelenen popiilasyonlarda BRCA-1 ve BRCA-2 genleri iizerinde
meydana gelen mutasyonlarin meme kanseri riskinde yiiksek bir artisa neden oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica mutasyonlarin BRCA-2 geninde goriilme oranm1 BRCA-1
genine gore daha fazladir [18]. Bu genlerdeki mutasyonlarin etkileri meme kanseri, over
kanseri ve prostat kanseri gibi hormonal olarak iliskili kanserler i¢in spesifiktir. Yapilan
caligmalar BRCA1 geninin {riiniiniin dstrojen reseptdr sinyalizasyonunda rol oynadigini
ve BRCA2 geninin meme epitel hiicrelerinin terminal farklilasmasi ile 1ilgili

fonksiyonunun olabilecegini gostermektedir [19,20].

Tiimor mikrogevresi karsinom hiicrelerini barindiran ve kan damarlari, immiin hiicreler,
fibroblastlar, kemik iligi kaynakli inflamatuvar hiicreler, lenfositler, endotel veya
mezenkimal hiicreler, sinyal molekiilleri ve hiicre dis1 matriks gibi farkli bilesenlerden
olusan, ilag aktivitesi ve etkinligi lizerinde 6nemli bir role sahip hiicresel ortamdir.
Mikrocevrede bulunan hiicreler ekstraselliller matriks tarafindan cevrelenir ve bir
vaskiiler ag tarafindan beslenirler [21,22]. Ekstraselliiler matriks gesitli kanser hiicre

tirleri i¢in zengin bir glikozaminoglikan ve biliylime faktorleri kaynagidir.



Biyokimyasal (biiyiime faktorlerinin baglanma kapasitesi) ve biyomekanik sinyaller
saglayarak hiicre diferansiyasyonu regiilasyonu, adhezyonu, hayatta kalimi, migrasyonu
ve proliferasyonunda rol oynar [23]. Kanser hiicreleri kendi ihtiyaglar1 i¢in uygun
mikrogevre olusturabilirler. Yapilan ¢aligmalar mutasyonlarin sadece tiimér hiicreleri ile
siirli oldugunu, ancak bu hiicrelerin tiimor mikrogevresinde yasayan ve tiimorojenik
olmayan hiicrelerde epigenetik modifikasyonlara neden oldugunu gostermektedir.
Ayrica, karsilikli etkilesimden dolayi, timor hiicreleri diger tiimor olusturmayan
hiicrelere de epigenetik modifikasyonlar uygularlar. Analizler meme Kkanseri
hiicrelerindeki, histon modifikasyonlari, kromatin degistirici faktorler, DNA metil
transferazlarin ekspresyonundaki degisiklikler ve mikroRNA'lar dahil olmak {izere
epigenetik degisikliklerin, timdr malignitelerini tesvik ettigini gostermektedir [24].
Tiimo6r mikrogevresi hedeflemenin meme kanseri tedavisinde umut verici bir tedavi
yontemi oldugu disiiniilmektedir. Bu nedenle, yeni terapotik yaklasimlar, kanser
hiicreleri ve stromal hiicreler arasindaki etkilesimi normalize etmeyi ve bunun yaninda
bagisiklik sistemini modiile etmeyi ve antitiimdr aktiviteyi tesvik etmeyi amaclar

[21,24].

Gilinlimiizde kanser aragtirmalarinda hiicre kiiltiirii yaygin olarak kullanilmaktadir.
Hiicre kiiltiiriinde belirli bir hiicre hattindan hiicreler ¢ogaltilip bunlarin iizerinde ¢esitli
in vitro c¢alismalar yapilmaktadir. Kanser arastirmalarinda hiicre hatlarinin
kullanilmasiin yararlar1 vardir. Bu hiicreler, standart hiicre kiiltiir ortaminda kendini
kopyalama yetenegine sahip, kismen homojen hiicre popiilasyonu elde edilmesini
saglamaktadir. Siiflandirma; histolojik tip, lenf diigiim durumu, tiimoér derecesi gibi
faktorlerin yam sira dstrojen reseptorii (ER), insan epidermal biiylime faktorii reseptorii
2 (HER2) gibi prediktif belirte¢lerin varligina baglidir. Meme kanseri; Luminal A,
luminal B, HER2, bazal ve normal olmak iizere en az bes alt kategoride (Tablo 2.1.)
smiflandirilabilmektedir [25]. Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin, HER2
amplifikasyonunun ve Ki-67 antijen ekspresyonunun durumunun belirlenmesi, hasta
prognozunun tahmin edilmesi ve tedavi stratejisinin belirlenmesi agisindan 6nem arz
etmektedir [26].



Tablo 2.1: Meme karsinomasinin molekiiler siniflandirilmasi [25]

; . ex o gn Hiicre
Siiflandirma Immiinprofil Diger Ozellikler Hatlar1
Luminal A ER*, PR™", Ki67 diisiik, endokrin yanit, MCF-7,
HER2™ kemoterapiye cevap verir T47D,
SUM185
Luminal B ER*, PR*", Ki67 yiiksek, genellikle endokrin  BT474, ZR-
HER2" yanit, kemoterapi i¢in degisken, 75
HER2" trastuzumab duyarl
Bazal ER", PR*", EGFR " ve / veya sitokeratin 5/6 ~ MDA-MB-
HER2" ¥, Ki67 yiiksek, endokrin yamt 468,
vermez, genellikle kemoterapiye ~ SUM190
cevap verir
Diisik Klaudin  ER™, PR, Ki67, E-kadherin, klaudin- MDA-MB-
HER2™ 3,klaudin-4 ve klaudin-7 disik, 231, BT549,
kemoterapiye ara cevap verir SUM1315
HER?2 ER’, PR, Ki67 yiiksek, trastusumab duyarli, MDA-MB-
HER2" kemoterapiye duyarl 453, SKBR3

1958°de ilk meme kanseri hiicre hattt BT-20 olusturulmustur. Diinya’da yaygin olarak
kullanilmaya devam eden meme kanseri hiicre hatlarindan biridir. 1973’te olusturulan
MCF-7 hiicre hatt1 ise Ostrojen reseptorii (ER) ekspresyonu aracilifiyla hassas bir
hormon duyarliligina sahiptir bu da MCF-7 hiicre hattinin hormon cevap deneylerinde

ideal bir model olmasini saglamaktadir [25].

2.2.1. Luminal A Meme Kanseri

Luminal A alt tipi timorler ER-pozitif ve HER2-negatiftir, diisik Ki-67 indeksi
gosterir. Meme kanserlerinin yaklasik % 30-70'i luminal A timorleridir [27]. Luminal A
tiimorlerinde hiicre proliferasyon aktivitesinin diger alt tiplerden ¢ok daha diisiik oldugu
ileri stirilmektedir [26], ER-pozitif olma egiliminde olduklari i¢in tedavi genellikle

hormon tedavisini igerir. Luminal A tiimorlerinde tiimor alt tipleri iginde oldukga iyi sag



kalim oranlari ve oldukg¢a diisiik niiks etme oranlar1 ile en iyi prognoza sahip olma
egilimindedir [28].

Luminal A meme kanseri hiicre hatlarindan biri de MCF-7 meme kanseri hiicresi
hattidir. MCF-7 kanser hiicreleri Amerika’nin Detroit bolgesinde yasayan, metastatik
Ozellikteki meme kanseri hastasinin plevral efiizyonundan elde edilmis ve Michigan
Kanser Vakfi tarafindan gelistirilmistir. Giinlimiizde tiim Diinya laboratuvarlari
tarafindan kullanilan standart model haline gelmistir. Dr. Marc Lippman ve grubu DNA
replikasyonunu  timidin  kullanarak izlemis ve Ostrojenin uyarict etkilerini

gdzlemlemistir. Ostrojen dogrudan tiimér biiyiimesini tesvik etmektedir [29].

2.2.2. Luminal B Meme Kanseri

Luminal B timdrleri ER-pozitif olma egilimindedir. HER2-negatif veya HER2-pozitif
olabilirler, yiiksek bir Ki-67 indeksine sahiptir [26]. Luminal B tiimorlii kadinlarda
meme kanseri genellikle luminal A tiimérleri olanlardan daha geng yasta teshis edilir.
Meme kanserlerinin yaklasik %10-20" si Luminal B tiimorlerdir [27]. Luminal A
timorleri ile karsilagtirildiginda, bunlar daha kotli prognoza yol agan faktorlere sahip

olma egilimindedirler, sag kalim oranlar1 daha diisiiktiir [28,30].

2.2.3.Bazal Benzeri / Triple Negatif Meme Kanseri

Bazal benzeri meme kanserleri; Triple negatif olmayan bazal-benzeri meme kanseri ve
Triple negatif bazal-benzeri meme kanseri olarak iki alt grupta incelenir. Bu alt tipler
BRCA mutasyonunu takiben ER / PR negatif kanserlerde HER2 amplifikasyonu /
mutasyonu olusup olusmadigina bagli olarak ayrilir. Triple negatif olmayan bazal-

benzeri meme kanserinde HER2 amplifikasyonu ve ekspresyonu vardir [32].

Triple negatif meme kanseri ise ER-negatif, PR-negatif ve HER2-negatiftir. Agresif
davranig1 ile bilinmektedir, daha geng yaslarda ortaya cikar. Triple negatif meme
kanseri tim meme kanserlerinin %15-20" sini olusturur. Bu tiimorler, metastaz
progresyon egilimi ve spesifik hedef tedavilerin bulunmamasi nedeniyle daha agresif bir

fenotipe ve daha kotii bir prognoza sahiptir [31-33].

2.2.4.HER 2 Tip Meme Kanseri
HER2 molekiiler alt tipi, HER2-pozitif ile ayn1 degildir ve tedaviyi yonlendirmek i¢in
kullanilmaz. Cogu HER?2 tipi timoérler HER2-pozitiftir ve bu nedenle bdyle adlandirilir



ancak yaklasik %30'u HER2 negatiftir [34]. HER2 tipi timorler ER-negatif, PR-negatif,
lenf nodu-pozitif, daha diisiik timor derecesi olma egilimindedirler. Meme kanserlerinin
yaklagik ylizde %5-15" i HER?2 tiiriidiir [35]. HER?2 tipi timorlii kadinlar, limen A ve
liimen B tiimorlerdekilere gore daha geng yasta teshis edilebilir [28].

2.3. EPIDERMAL BUYUME FAKTORU RESEPTORU
Epidermal biliyiime faktorii reseptorii (EGFR); Epidermal biiyiime faktorii (EGF)
ailesinin peptid biliylime faktorleri ile baglandiktan sonra aktive olan, reseptor tirozin

kinazlarin ErbB ailesine ait transmembran, 170 KD proteindir [36,37].

ErbB ailesi dort farkli reseptor igerir. Bunlar: EGFR (ErbB-1 / HER1), ErbB-2 (neu,
HER2), ErbB-3 (HER3) ve ErbB-4 (HER4) tiir. Bu ailenin tiim proteinleri bir
ekstraselliiler ligand-baglama domainine, tek bir hidrofobik transmembran domaine ve
bir sitoplazmik tirozin kinaz igeren domaine sahiptir [36,37]. EGF ve transforme edici
biiyiime faktdrii o (TGFa) gibi potansiyel ligandlar reseptorlere baglanir, reseptor
dimerizasyonu ve intrinsik kinaz domaini aktivasyonunu indiikler ve sitoplazmik

kuyruk icinde spesifik tirozin kalintilarinin ATP'ye bagl fosforilasyonu ile sonuglanir
[38].

EGF ve EGFR, karsinomlarin gelisiminin bir¢ok yonii ile ilgilidir. Yapilan ¢aligmalarla
EGF reseptoriiniin  asir1  ekspresyonunun, ozellikle epidermal karsinomalarda
tiimorigenezis ve progresyon gibi patolojik siireclerde Onemli bir rol oynadigi
bildirilmistir [39,40], ayrica kanser hastalarinda tiimor derecesi, tiimor boyutu, lenf
nodu metastazi, sag kalim ve kemoterapiye direng ile korelasyon gosterdigi de
gosterilmistir [41]. Bu nedenle EGFR antitiimor tedavide potansiyel bir hedeftir.
EGFR'nin asir1 ekspresyonu, meme kanseri, yumurtalik kanseri veya nazofaringeal
karsinom ve diger kanserlerdeki hastalarda kotii prognoz ve azalmis sag kalim orani ile

iliskilidir [42-44].

Son yillarda yapilan kansere yonelik tedavi c¢alismalarinda EGFR 6nemli bir role
sahiptir. EGFR' yi hedeflemek igin iki ana ajan smifi gelistirilmistir: tirozin kinaz
inhibitorleri ve monoklonal antikorlar. Tirozin kinaz aktivitesini inhibe etmek igin

EGFR' nin ATP cebine rekabetgi olarak baglanir. Buna karsilik antikorlar rekabetgi bir
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sekilde EGFR' ye ligand baglanmasii engeller ve bdylece reseptor aktivasyonunu

engeller [45].

2.4. EGFR TIROZIN KINAZ INHIBITORU AG 1478

Protein tirozin kinazlar; bir¢ok sinyal iletim yolundaki temel enzimlerdir ve hiicre
diizenleyici siireclerde mitogenezis, farklilasma ve gelisme, onkogenezis, anjiogenezis,
hiicre sag kalimi ve apoptoz, hiicre sekli ve adezyonu, hiicre dongiisii kontrolii, bliylime
kontrolii, T-hiicresi ve B-hiicresi aktivasyonu, hiicre dis1 uyaranlara yanitlar,
norotransmitter sinyal verme, trombosit aktivasyonu, transkripsiyon kontrolii ve glikoz
alim1 gibi birgok 6nemli rol oynamaktadir [46-48]. Protein tirozin kinaz veya protein-
tirozin fosfatazlardaki islevsel bozulma, kanser, bagisiklik sistemi, diyabet, ateroskleroz
ve sedef hastaligi gibi bir¢cok yaygin hastalik ile sonuglanabilir. Bu 6nemli rollerinden

dolay1 kii¢iik molekiil kinaz katalitik domain inhibitorleri gelistirilmektedir [49].

EGFR aktivasyonu, ligandin hiicre dis1 alana baglanmasiyla ve daha sonra reseptdriin
hetero- ve homodimerizasyona yol agan ekstraseliiler alanin konformasyonal degisikligi
ile olur ve tirozin kalintilarinin hiicre igi otofosforilasyonuyla sonuglanir [40]. Protein
tirozin kinaz inhibitoérlerin gogunlugu, enzimin ATP baglama cebine baglanarak sinyal

iletimini bozmakta ve giiniimiizde klinik arastirmalarda kullanilmaktadir [49].

AG 1478 laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan spesifik bir epidermal biiyiime faktorii

reseptori tirozin kinaz inhibitoriidir [50].

HM : Cl

Y

f) HC

Sekil 2.2: AG 1478 molekiiler yapisi
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Kimyasal Ismi: N-(3-Klorofenil)-6,7-dimetoksi-4-kinazolinanin hidroklorid,
Molekiiler Formiili: C16H14C| N302HC|

Molekiiler Agirlik: 352.22 gr
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ABCG2, ATP baglayici Kkaset tasiyici ailesinin 6nemli bir {iyesidir ve kanser
hiicrelerinde ilag direnci kazandirdig1 gosterilmistir. Son yillardaki arastirmalar, tirozin
kinaz inhibitorii gefitinib'in, kanser hiicrelerinde ABCG2 ve ters ABCG2 aracili ¢oklu
ilac1 direnci fonksiyonunu modiile edebildigini gostermektedir [51]. Bu yiizden yeni ve
daha etkili EGFR tirozin kinaz inhibitorlerinin ve kombinasyonel kemoterapotik
stratejilerin gelistirilmesinin yararli olacagi diisliniilmektedir. Asir1 duyarh ilag direnci
olan, ABCG2 mutant insan meme kanseri hiicre hatti MCF-7 hiicreleri tizerinde yapilan
calismalar AG 1478’ in ABCG?2 yi asir1 eksprese eden hiicreleri kemoterapdtik ilaglara
kars1 hassaslastirdigini, ¢oklu ilag direnci fonksiyonunu inhibe edebildigini gdstermistir

[52].

Zhu ve arkadaslarinin insan nazofaringeal karsinom hiicre hattt CNE2 de yaptigi
calismanin doz-etki iligskisi sonuglari, AG1478'in EGFR' nin tirozin fosforilasyonunu

doz bagiml bir sekilde inhibe ettigini gostermektedir [53].

Yapilan ¢alismalar AG 1478 in baz1 Cisplatin' e direngli akciger kanseri tiirleri i¢in
Klinik terapdtik yaklagim saglayabilecegini gostermektedir. Ma ve arkadaglarinin yaptigi
calismada AG 1478 in Cisplatin' e direngli AS549/DDP hiicre hattinin hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi ve hiicreleri G1 evresinde tuttugu gdzlemlenmistir.
Sonuglar, AG 1478 uygulanan hiicrelerdeki DNA sentezinin, muamele edilmemis
hiicrelere kiyasla 6nemli Olgiide inhibe edildigini ortaya koymustur ayrica hiicre

migrasyonunu ve invazyonunu da engellemektedir [54].

2.5. MEME KANSERI TEDAVISi

Kanser; hastaligi saptamada, cerrahi iglemlerde, kemoterapi ve radyoterapide gelismis
teknikler olmasina ragmen hala tedavisi zor bir hastaliktir. Erken evre meme kanserinde
genellikle uygulanan tedavi cerrahi miidahaledir. Son zamanlarda birgok arastirmaci
reseptorlerin ve biiyiime faktorlerinin asir1  ekspresyonu, tiimdr siipresor geni
inaktivasyonu ve onkogen aktivasyonlarinin invaziv ve direngli bir kanser fenotipinin
gelismesinin temel nedeni oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Hiicre i¢i sinyal yolaklarindaki

islev bozukluklarinin da ayn1 zamanda kanser gelisiminde ve ilerlemesinde rol oynadigi

bilinmektedir [39,55].
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Meme kanseri tedavisinde; antidstrojenlerin kullanilmasi gibi hormonal tedaviler veya
hedefe yonelik tedaviler meme kanserinin alt tipi ile ilgili reseptorlerin ve hedeflerin
timor hiicreleri tarafindan anlatimi yapildigi zaman etkin olabilmektedir. Hormonal
tedavinin kemoterapiye gore daha az yan etkisi vardir [56,57]. Son yillarda, hedefe
yonelik tedavi yaklagimlari birgok kanser tiiriinde oldugu gibi meme kanserinde de

klasik yontemlerin yerini almaktadir [58].

Kanser tedavisinde immiinoterapi ile tedavi; immiin sisteme ait hiicrelerin
programlanarak kanser hiicrelerini hedef alip yok etmesini saglama amacina dayalidir.
Immiinoterapide tedavi; monoklonal antikorlar ile tedavi, non-spesifik immiinoterapi ve
kanser agilar1 olmak tizere 3 farkli yolla saglanmaktadir. Monoklonal antikorlar kanser
hiicrelerinin yiizeyinde yer alan reseptorlere baglanarak aktivasyon ya da inhibisyona
neden olabilirler. Ornegin, anti-CD 20 monoklonal antikoru apoptozu indiiklerken,
EGFR baglayan antikor dogal ligandlarin baglanmasini engelleyerek reseptor blokajina
neden olur [1,39].

Reseptdre spesifik
q/ ligand
b Anti-EGFR

monoklonal Hiicre membrani
antikoru

Ekstraselltler
bolge

T
4

Sitoplazma
EGFRTKI (@)~

Sekil 2.3: Kanser Hiicrelerinde Anti-EGFR Ilaglarin Etki Mekanizmalari [2].
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Anti-EGFR monoklonal antikorlar, EGFR'nin ekstraselliiler alanina baglanarak ligand
baglama ve reseptor aktivasyonunu bloke eder. Kiiciik molekiilli EGFR tirozin kinaz
inhibitorleri (TKI'lar) ise, intraselliler EGFR tirozin kinaz katalitik domainine
baglanmak i¢in ATP ile rekabet eder. Boylece EGFR otofosforilasyonu bloke olur. Bu
inhibitorler ile tedavi sayesinde kanser hiicrelerinde EGFR-bagimli intraselliiler

sinyaller etkilenir [2,45].

Meme kanseri tedavi yontemlerinden biri de radyoterapidir. Bu yontemin yan etkileri
bulunmaktadir. Eski meme kanseri radyoterapi teknikleri ve bazi torasik tiimorler igin
radyoterapi ile kullanilan yiiksek torasik radyasyon dozlar1 kalp hastalig1 riskini artirir.
Radyoterapi planlamasindaki ilerlemeler, ¢agdas torasik radyoterapi sirasinda kardiyak
radyasyona maruz kalmayi onemli Ol¢iide azaltmistir. Ancak ¢agdas goglis kanseri
radyoterapisi sirasinda kardiyak radyasyona maruz kalma yash kadinlarda ejeksiyon

fraksiyonu korunmus kalp yetmezligi riskini ve doz bagimli bir sekilde artirir [59].

Kanser tedavilerinden sonra ortaya ¢ikan yan etkileri ortadan kaldirmak icin caligsmalar
yapilmaktadir. Bu yan etkilerden biri de infertilitedir. Anti-miillerian hormon (AMH) ve
antral folikiil sayis1 (AFC) genel popiilasyonda over rezervinin yaygin olarak kullanilan
isaretleyicileri olup, kanserli hastalarda da kontrollii yumurtalik uyarimi (COS)
yanitinin  belirleyicileri olarak kullanilabilir. Lee ve arkadaslari yaptigi caligmada
fertilitenin korunmas: amaciyla embriyo ve 00sit Kriyoprezervasyonu igin yumurtalik
uyarimi (letrozol eklenerek) uygulanan 126 meme kanseri hastasinin 41’inde AMH ve
AFC seviyelerinin over yaniti i¢in uygun oldugunu gozlemlemistir. Meme kanseri
hastalarinin serum AMH diizeyleri, BRCA, 0strojen reseptorii (ER), progesteron

reseptorii (PR) veya HER2-neu durumu ile iligki gostermemektedir [60].
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN HUCRE SOYU

Bu arastirmada Luminal A ve Triple Negatif meme kanseri hiicre hatlar1 ile ¢alisilmistir.
Luminal A meme kanseri modeli olarak MCF-7, Triple Negatif meme kanseri modeli
olarak MDA-MB-231 hiicre hatt1 soylar1 kullanilmistir. Bu hiicre soylar

laboratuvarimizda rutin olarak kiltiire edilen hiicrelerdir.

MDA-MB-231 hiicreleri, 100 pg/ml streptomisin (Streptomisin siilfat, I.E. Ulugay), 100
IU/ml penisilin (Pronapen, Pfizer), Amhotericine B (Sigma), %10 Fetal Sigir Serumu
(FBS, Gibco lab.) igeren pH’s1 %4,4’ lik NaHCOg ile 7.2 ye ayarlanabilen yiiksek
glikozlu DMEM doku kiiltiirii besiyerinde yasatilmaktadir. MCF-7 hiicreleri ise, 100
ug/ml streptomisin (Streptomisin siilfat, I.E. Ulugay), 100 IU/ml penisilin (Pronapen,
Pfizer), Amhotericine B (Sigma), %10 Fetal Sigir Serumu (FBS, Gibco lab.) iceren
pH’s1 %4,4> lik NaHCO; ile 7.2° ye ayarlanabilen RPMI-1640 doku kiiltiiri

besiyerinde yasatilmaktadir.

3.2. HUCRELERIN PASAJ ISLEMI

Hiicreler konfluent olunca besi ortami yetersiz hale gelir. Hiicre atiklar1 besi ortaminin
pH ’sim1 asidik hale getirir ve atiklar hiicrelere toksik etki yaratir. Bu da hiicrelerin
Oliimiine sebep olur. Hiicreler enzimatik reaksiyona tabi tutulup bulunduklar: kiiltiir
ortamindan kaldirilip, hiicre sayis1 belirlendikten sonra, say1 azaltilarak kiiltiir kaplarina

gecirilirler. Bu sayede laboratuvarda hiicre hatlarinin devamliligi saglanmis olur.

Pasaj islemi, hiicrelerin bulunduklar: kiiltiir kaplarinda tek tabaka haline geldiklerinde
gerceklestirilmistir. Hiicrelerin yetistirildikleri kiiltiir kab1 i¢inden kaldirilabilmesi i¢in
%0.25’lik tripsin eriyigi (Gibco Lab.) kullanilmistir. Hiicreler kaldirildiktan sonra
tripsinin hacmi ile 1:1 oraninda besiyeri eklenerek tripsinin aktivitesi inaktif hale
getirilmis ve siispansiyon santrifiij tiipiine aktarilmistir. Siispansiyon 1500 rpm dénme

hizinda 3 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilmis, pellet lizerine kuyucuk basina
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ekilecek olan hiicre sayisi hesaplanarak sulandirma yapilmis ve ekim islemine

gecilmistir.

3.3. HUCRELERIN EKIM iSLEMI

Bagil canlilik yiizdesini hesaplamak i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her bir
kuyucukta 30.000 hiicre / 200 ul besiyeri olacak sekilde ekim yapilmistir. Mitoz indeksi
parametreleri i¢in 24 kuyucuklu steril kiiltiir kaplarinin her bir kuyucugunun igerisine
steril yuvarlak lameller yerlestirilmistir. Her bir kuyucuk basina 150.000 hiicre / 300 ul
besiyeri olacak sekilde ekim yapilmigtir. Hiicreler lamellere yapistiktan sonra her
kuyucuga 500 pl besiyeri eklenmistir. Apoptoz indeksi i¢in 12 kuyucuklu kiiltiir
kaplarina 50.000 hiicre / kuyu olacak sekilde ekim islemi gerceklestirilmistir. 24 saatlik
siire boyunca, 37°C” de %95 hava ve %5 CO; karisiminda inkiibasyona devam edilerek

hiicreler deneye hazir hale getirilmistir.

3.4. INHIBITOR KONSANTRASYONLARININ HAZIRLANMASI
Uygulanan inhibitér konsantrasyonlari daha 6nce yapilan in vitro caligsmalar temel
aliarak saptanmistir. Deneyler EGRF inhibitorii AG 1478’ in farkli konsantrasyonlari

ve bunlarin uygulandigi farkli zaman araliklarinda gergeklestirilmistir.

AG 1478 hidroklorid (Tocris), 10 mg toz halinde -20°C ‘de saklanmaktadir. Deneyler
icin DMSO’ da 10 Mm olacak sekilde 500uM / 10 mg ¢oziilerek stok soliisyon elde
edilmis ve +4°C ‘de deneyler boyunca saklanmistir. Deneylerde hiicrelere uygulanmak
istenen konsantrasyonlar; stok soliisyonun doku kiiltiirii besiyeriyle seyreltilmesi sonucu

elde edilmistir.

3.5. INHIBITOR UYGULAMASI
Deneyler 2 grup halinde gergeklestirilmistir.

Deney gruplart:
I. MDA-MB-231 + AG 1478

Il. MCF-7 + AG 1478 olarak belirlenmistir.
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Her bir grup kendi igerisinde kontrol ve ila¢ gruplar1 olarak ayrilmistir. Kontrolii
olusturan gruplara inhibitér uygulamasi yapilmamistir. IC50 dozunu belirleyebilmek
icin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine 20uM, 50uM, 100uM ve 150uM ‘lik

konsantrasyonlar uygulanmustir. inhibitdr dozlar1 0-72 saatlik siirelerde uygulanmustir.

3.6. MITOTIK INDEKS iCiN PREPERATLARIN HAZIRLANMASI

Deney gruplarindaki hiicrelerin inhibitér uygulama siireleri tamamlandiginda, mitoz
indeksi i¢in yerlestirilip {izerine hiicre ekilen lameller Carnoy fiksatifi [glasiyal asetik
asit: %96 etanol (1:3 v/v)] ile 10 dakika fikse edilmis ve iki kez 5’er dakika % 70 etanol
ile yikanmistir. Kuyucuklardan ¢ikarilan lameller filtre kagidinin {izerine yerlestirilip
kurumasi beklenmis ve seffaf oje ile lamlara yapistirilmistir. Hazirlanan bu preparatlar

kurutulmus ve daha sonra Feulgen boyama yontemi ile boyanmustir.

3.7. HUCRE KIiNETiGi PARAMETRELERI

3.7.1.Cogalma Haz1: Metiltiazol Difenil Tetrazolyum (MTT) Testi

Metabolik aktivitenin Ol¢limiine dayali hiicre proliferasyon testlerinde yaygin olarak
Metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) gibi tetrazolyum tuzlart kullanilmaktadir.
Proliferasyona ugrayan hiicrelerde dehidrojenaz enzim aktivitesi artmaktadir.
Dehidrojenaz enzimi tetrazolyumu dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢dziinebilen ancak
suda ¢oziinmeyen formazan kristallerine indirgemektedir. Bu sayede MTT testi ile
mitokondriyal aktivite bozuklugu gosterilebilmektedir. Hiicrelerin tetrazolyumu (sar1)
kullanarak formazan (mor) boya iiretmesi sonucu goriilen renk degisimi absorbans

olarak ELISA okuyucu ya da spektrofotometre ile 6lgiiliir [61].

AG 1478 in farkli dozlar halinde uygulanmasi sonucunda hiicreler lizerinde meydana
getirdigi sitotoksisite, MTT testi ile degerlendirilmistir. Hiicreler 96 kuyucuklu kiiltiir
kaplarina her bir kuyucukta 30.000 hiicre olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler 24 saat
etiivde Dbekletildikten sonra farkli konsantrasyonlarindaki AG 1478 dozlari
uygulanmistir. Her doz icin 20 tekrar yapilmistir. Deney silirelerinin sonunda
kuyucuklardaki besiyeri ¢ekilip atilmig ve 40 ul MTT (Smg/ml) eklenmistir. 4 saat
beklendikten sonra MTT bulunan kuyucuklara 160 ul DMSO eklenerek c¢alkalayicili
etiivde 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Olusan formazan kristallerinin bu islemle

¢Oziinmesinin ardindan deney gruplarinin absorbans degerleri, 690 nm dalga boyu
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referans alinarak 570 nm’de spektrofotometre Ol¢timleri gerceklestirilmistir (uQuant,

Bio-Tek Instruments INC.) [62].

3.7.2.xCELLigence DP Gercek Zamanh Hiicre Analiz (RTCA) Sistemi ile Hiicre
Indeksi Degerlerinin Belirlenmesi

Hiicre proliferasyonu ve hiicre oliimlerinin belirlenmesindeki geleneksel yontemler,
kiiltiire hiicrelerden belirli zaman araliklarinda Ornekler alinarak bunlar {izerinde
biyokimyasal Ol¢timler yapilmasint icermektedir. Giiniimiizde ¢ok yeni olarak bu
amagla kullanilmaya baslayan sistemler, kiiltiire hiicrelerdeki ¢ogalma ve oliimleri,
gercek zamanli ve devamli bir sekilde, hiicrelerin elektrik akimina karst gosterdikleri
direncin belirlenmesiyle gerceklestirmektedirler. Bu sistemlerden biri de XCELLigence
RTCADP sistemidir. xCELLigence RTCA-DP sisteminin temel ilkesi, alt yiizeyinde
altin elektrotlar bulunan E-Plate yilizeyine yapisan hiicre miktar1 arttik¢a akima karsi
olusan direncin artmasi, yilizeye yapisan hiicre miktar1 azaldikga, direncin de buna bagl
olarak azalmasi olgusuna dayanmaktadir. xCELLingence RTCA-DP sistemi araciligiyla
hiicre proliferasyonu ve hiicre Oliimii ger¢ek zamanli ve siirekli olarak
kaydedilebilmekte ve kaydedilen veriler grafikler halinde bilgisayar ekranina

aktarilmaktadir.

Sekil 3.1: xCELLigence DP cihaz ve E-Plate.
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Gergek zamanl hiicre analiz sistemi xCELLigence DP kullanilarak elde edilecek hiicre
indeksi parametresinin degerlendirilebilmesi i¢in 16 kuyucuklu E-Plate kullanilmistir.
Oncelikle E-Plate’in her bir kuyucuguna 100 pl besiyeri eklenmis ve xCELLigence DP
cihazinda background ol¢iimleri alinmistir. Daha sonra MDA-MB-231 hiicreleri i¢in
100 pl besiyerinde 5.000 hiicre, MCF-7 hiicreleri i¢in ise 100 ul besiyerinde 10.000
hiicre olacak sekilde her bir kuyucuga ekim yapilmistir. Ekim isleminin ardindan E-
Plate’ler 20 dakika boyunca steril ¢alisma kabini igerisinde oda sicakliginda inkiibe
edilmis ve daha sonra xCELLigence DP cihazindaki yerlerine yerlestirilerek 37°C ve
%5 CO; ortam sartlarinda inkiibasyona devam edilmistir. E-Plate’lere hiicre ekimi
gerceklestirildikten sonra xXCELLigence DP cihazina her 15 dakikada bir 6l¢iim almasi
icin komut verilmistir. Hiicre ekiminde yaklasik 24 saat sonra hiicrelerin ¢ogalma
fazinin 1/3’liik diliminde EPlate’lerdeki besiyeri ilagli besiyeri ile degistirilerek 72 saat
siiresince 15 dakika araliklarla 6l¢iim alinmaya devam edilmistir. Konsantrasyona ve

zamana bagimli hiicre indeksi degerlerine ait grafikler bilgisayar ekranina aktarilmistir

[63].

3.7.3.Mitotik Indeks

Deney gruplarina gore hazirlanan preparatlar ilk olarak oda sicakligindaki 1 N HCl ile 1
dakika daha sonra 60°C deki 1 N HCI ile 10 dakika hidroliz edilmistir. Hidroliz
isleminin ardindan preparatlara 1 saat boyunca Feulgen metodu uygulanmistir. Bu
preparatlar daha sonra Feulgen metodunun yikama soliisyonu ile her biri 2 dakika
olmak tizere 3 kez yikanmis ve havada kurutulmustur. Preparatlar kuruduktan sonra 2
dakika siire ile Giemsa boyast ile boyanmustir. Sayim i¢in hazir duruma gelen
preparatlardan mitoz indeksi (MI) degerlerini saptamak amaciyla geg, profaz, metafaz,
anafaz ve telofaz evreleri sayilmistir. Erken profaz evresi interfaz grubundaki hiicrelere
morfolojik olarak benzerlik gosterdigi i¢cin bu evre ile birlikte degerlendirilmistir.
Uygulanan inhibitdr konsantrasyonu her siire i¢in iiger preparat olarak degerlendirilmis

ve her bir preparattan ortalama 3.000 hiicre sayilarak, MI degerleri saptanmustir.

3.7.4.istatiksel Degerlendirme
Tiim deney gruplarina uygulanan konsantrasyonlarin ve zamana gore saptanan hiicre
kinetigi parametrelerinin  degerleri kontrol gruplarma ve birbirlerine gore

degerlendirilmistir. Deney gruplarindan saptanan degerlere tek yonli ANOVA testi
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uygulanmistir.  Gruplarin  kontrole gore anlamliliklar1 DUNNETT’S testi ile
degerlendirilirken, gruplarin birbirleri ile olan anlamliliklar1 ise t-testi ile
degerlendirilmistir. Istatistiksel degerlendirmelerde p<0.01 anlamlilik seviyesi temel

alinmustir.
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda hedefe yonelik tedavide kullanilmasi amaglanan EGFR inhibitorii
AG 1478 kullanilmigtir. In vitro kosullarda Gstrojen, progesteron reseptorii ve HER-2
gen anlatimi negatif olan triple negatif meme kanseri hiicreleri MDA-MB-231 ile
Ostrojen reseptorii pozitif meme kanseri hiicreleri MCF-7 {izerine bu inhibitor, degisik
slire ve konsantrasyonlarda uygulanmis; ¢ogalma hizi, mitotik indeks ve apoptotik
indeks verilerinin degerlendirmeleri yapilmistir. Bu inhibitoriin Triple negatif ve
Luminal A meme kanseri modeli olarak kullanilan MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri

tizerinde meydana getirdigi antiproliferatif etkiler arastirilmistir.

4.1. COGALMA HIZI

Triple negatif meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231 ve 0&strojen reseptorii
bakimindan pozitif olan MCF-7 hiicre hatlar1 tlizerine AG 1478’ in hiicrelerin
mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesinde meydana getirdigi degisikliklerin
belirlenmesi amaciyla, kiiltiire edilen hiicrelere ilk olarak 24 saat siiresince baglangicta
20 puM, 50 pM, 100 pM, 150 pM inhibitdér konsantrasyonlar kullanilmustir. Inhibitér
uygulanmayan kontrol grubu ile paralel yiiriitilen deney serilerinden elde edilen

absorbans degerleri Tablo 4.1 ve 4.2. ile Sekil 4.1. ile Sekil 4.2. de gosterilmistir.
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Tablo 4.1: 24 saat siiresince S0uM, 100 uM ve 150uM AG 1478 uygulanan MDA-MB-231

hiicrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (450-690 nm) (* Kontrole

gore anlamli p<0.01)
Deney Gruplar Absorbans Degerleri (450-690 nm)
Kontrol 561,636 x 103+ 0,0145P
50 uM 289,5x 10+ 0,011*
100 uM 266,15 x 10~ + 0,009*
150 uM 184,1x 103+ 0,008*

Tablo 4.2: 24 saat siiresince 20 pM, 100 uM ve 150 uM AG 1478 uygulanan MCF-7

hiicrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (450-690 nm) (* Kontrole

gore anlaml1 p<0.01).
Deney Gruplar Absorbans Degerleri (450-690 nm)
Kontrol 535,727x 103+ 0,015%0
20 uM 288,166 x 10+ 0.012*
100 pM 180 x 103+ 0,008*

150 pM 143,166 x 10+ 0,007*
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Sekil 4.1: 24 saat stiresince 50 uM, 100 uM ve 150 uM AG 1478 uygulanan MDA-MB-231

hiicrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (450-690 nm) (* Kontrole

gore anlamli p<0.01).
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Sekil 4.2: 24 saat siiresince 20 uM, 100 uM ve 150 uM AG 1478 uygulanan MCF-7 hiicrelerine
ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (450-690 nm) (* Kontrole gore

anlamli p<0.01).
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Absorbans degerleri incelendiginde; MDA-MB-231 hiicreleri i¢in % 100 kabul edilen
kontrol grubuna gore 50 uM’lik AG 1478 konsantrasyonunun hiicrelerin canliligini %
51,8 ‘e, 100 uM AG 1478 konsantrasyonunun % 47,63 ‘e ve 150 uM AG 1478

konsantrasyonunun ise % 32,95 ‘e diisiirdiigii gozlemlenmistir (Sekil 4.3.).

100 -
30 -
== |
= 60 e ontrol
F
= 100 pM
20 150 pM
0

24

Zaman (saat)

Sekil 4.3: 24 saat siiresince 50uM, 100 uM ve 150 uM AG 1478 uygulanan MDA-MB-231

hiicrelerine ait % canlilik degerleri (* Kontrole gére anlamli p<0.01).
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MCF-7 hiicrelerine ait absorbans degerleri incelendiginde ise % 100 kabul edilen

kontrol grubuna gore 20 uM’lik AG 1478 konsantrasyonunun hiicrelerin canliligini %

51,76 ‘ya, 100 uM AG 1478 konsantrasyonunun % 45,42 ‘ye ve 150 uM AG 1478

konsantrasyonunun ise % 37,94 ‘e diislirdiigii gézlemlenmistir (Sekil 4.4).

100
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2% Canhhk

20 4
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20 pM
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Sekil 4.4: 24 saat siiresince 20uM, 100 uM ve 150 uM AG 1478 uygulanan MCF-7 hiicrelerine

ait % canlilik degerleri (* Kontrole gére anlamli p<0.01).

Elde edilen veriler dogrultusunda MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢cin 50uM AG 1478,

MCF-7 hiicre hatt1 i¢in ise 20uM AG 1478 konsantrasyonu hiicrelerin yarisinin

Oliimiine neden olan ICsy dozu oldugu goriilmektedir. Elde edilen verilerin kontrole

gore istatistiksel agidan p<0.01 seviyesinde anlamli oldugu belirlenmistir.
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MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 i¢in belirlenmis olan ICsg dozlarinin 0-72 saat
siiresince uygulanmasi sonucunda elde edilmis olan absorbans degerleri Tablo 4.3 ve

Tablo 4.4’te gosterilmistir.

Tablo 4.3: 0-72 saat siiresince 50 uM AG 1478 uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerine ait
mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (450-690 nm) (* Kontrole gére anlamli

p<0.01).
24 283.63 x 102 + 0,0135D 149 + 0.002*
48 345 x 102 £ 0,012 137.18 + 0,002*
72 448,13 x 107 £ 0,015 124.25 + 0,003*

Tablo 4.4: 0-72 saat siiresince 20 uM AG 1478 uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait
mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (450-690 nm) (* Kontrole gére anlamli

p<0.01).
Zaman Absorbans Degerleri (450-690 nm)
(Saat) Kontrol B 20 pM
24 479.125 x 10 £ 0.,0145P 262,11 +0.004*
48 646,375 x 107 + 0,013 252,15 +£0.003*
72 741,375 x 102 £ 0,013 242,18 +0.003*

0-72 saatlik absorbans degerlerine ait grafikler incelendiginde MDA-MB-231 ve MCF-
7 hiicrelerinin ¢ogalma hizlarinda zamana bagh olarak kontrole gore istatistiksel agidan
p<0.01 seviyesinde anlamli bir diisiisiin meydana geldigi gozlenmistir (Sekil 4.5 ve

Sekil 4.6).
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Sekil 4.5: 0-72 saat siiresince 50uM AG 1478 uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerine ait
mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (450-690 nm)

(* Kontrole gore anlamli p<0.01).
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Sekil 4.6: 0-72 saat siiresince 20 uM AG 1478 uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait mitokondriyal
dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (450-690 nm) (* Kontrole gére anlamli p<0.01).
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4.2. XCELLIGENCE GERCEK ZAMANLI HUCRE ANALIiZ SISTEMI iLE
HUCRE INDEKSI
AG 1478 in MDA-MB-231 hiicre hattina 50 uM, 100 pM ve 150 uM, MCF-7 hiicre
hattina 20 uM, 100 uM ve 150 uM konsantrasyonlarda uygulanmasi sonucunda gergcek
zamanl hiicre analiz sisteminden elde edilen hiicre indeksi degerleri incelendiginde;
ajanin hiicreler lizerinde antiproliferatif etkilerinin oldugu goriilmektedir. Hiicre indeksi
degerlerine ait grafigin egrileri, kullanilan standart egriler ile karsilastirildiginda,
uygulanan tim AG 1478 konsantrasyonlarinin her iki hiicre hattinda da sitostatik etki

meydana getirdigini diisiindiirmektedir.

Hiicre indeksi

Zaman (Saat)

Sekil 4.7: 50 uM, 100 uM ve 150 uM dozlarinda AG 1478 uygulanan MDA-MB-231
hiicrelerine ait Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi kullanilarak elde edilen hiicre indeksi
grafigi (-- Kontrol, -- 50 uM, -- 100 uM , -- 150 uM ).

Hiicre indeksi

Zaman (Saat)

Sekil 4.8: 20 uM, 100 uM ve 150 uM dozlarinda AG 1478 uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait
Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi kullanilarak elde edilen hiicre indeksi grafigi (-- Kontrol,
20 uM, -- 100 pM , -- 150 uM ).
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4.3. MITOTIK INDEKS

MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri iizerine AG 1478 uygulanmasi sonucunda, mitotik
indeks degerlerindeki degisimi belirlemek amaciyla; 0-72 saat siiresince kiiltiire edilen
MDA-MB-231 hiicrelerine 50 pM ve MCF-7 hiicrelerine 20 pM inhibitor
konsantrasyonlar1 uygulanmustir. Inhibitdr uygulanmayan kontrol grubu ile paralel
yiiriitiilen deney sonucu elde edilen mitotik indeks degerleri Tablo 4.5 ve tablo 4.6 da

gosterilmistir.

Tablo 4.5: 0-72 saat siiresince 50 uM AG 1478 uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerine ait

mitotik indeks degerleri (* Kontrole gore anlamli p<0.01).

24 6.13 = 0,030 2.6+ 0.02%
48 6.6 = 0.04 093 +0.01*
72 6.7 = 0.03 034 001*

Tablo 4.6: 0-72 saat siiresince 20 uM AG 1478 uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait mitotik
indeks degerleri (* Kontrole gére anlamli p<0.01).

Mitotik Indeks (%)
Zaman (saaf) Kontrol 20 pM
24 4.7+0,02% 2.08 + 0,02*
48 5.8+0.03 2.06 £ 0,01
72 5.4+0.03 1.8+0,01*

Sekil 4.9. ve Sekil 4.10. da goriildigii gibi AG 1478 uygulamasi sonucu MDA-MB-231
ve MCF-7 hiicrelerine ait mitotik indeks degerleri zamana bagl olarak anlamli dlglide
diisiis gostermistir. Meydana gelen bu diisiisiin her iki hiicre soyunda da istatistiksel

olarak anlamlilig1 (p<0.01) saptanmuistir.
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Sekil 4.9: 0-72 saat siiresince 50 uM AG 1478 uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerine ait mitotik
indeks degerleri (* Kontrole gore anlamli p<0.01).
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Sekil 4.10: 0-72 saat siiresince 20 pM AG 1478 uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait mitotik
indeks degerleri (* Kontrole gore anlamli p<0.01).
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5. TARTISMA VE SONUC

Cagimizin en Onemli hastaliklarindan biri olan kanserin tedavi ydntemlerinin
gelistirilmesi, kullanilan yontemlerin etkinliklerinin arttirilmast ve yan etkilerinin
giderilmesi amaglart dogrultusunda tedavilerin belirli hedeflere ydnlendirilmesi

hastalarin sag kalim sanslarini yiikseltmektedir.

Triple negatif meme kanseri kotii prognoza ve agresif bir fenotipe sahiptir. Hormon
reseptorlerini ve insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 yi hedef alan ilaglara
duyarsizdir. Bu nedenle, triple negatif meme kanserini tedavi etmek igin etkili bir

terapotik reaktifin gelistirilmesi gereklidir [64].

Tirozin kinaz inhibitérlerinden AG1478, laboratuvar ¢alismalarinda HER1 inhibitorii

olarak yaygin olarak kullanilmaktadir.

EGF, HERI1'e baglanir ve onun tirozin kinaz aktivitesini aktive eder. Bu olayda,
mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) yolaklarinin aktivasyonuyla sonuglanir. HER1,
klasik bir MAPK yolu olarak bilinen Ras-Raf-MEK-ERK yolagi araciligiyla sinyal
verir. MAPK aktivasyonu, biiyiime faktorlerinin bir sensorii olarak hizmet eden siklin
D1'in indiiksiyonu ile sonuglanir ve genellikle siklin bagimli kinazlar1 aktive veya

inhibe edebilen p21'in eszamanli indiiksiyonu ile sonuglanir [65,66].

Bishop ve arkadaslar1 kanser hiicrelerinin EGFR ailesinin farkli inhibitorlerine kars
gosterdikleri hassasiyetleri inceleyen g¢aligmalarinda, biitiin HER1 ekspresyonu olan
hiicrelerde HER1 ve MAPK sinyalizasyonunun AG 1478 tarafindan inhibe edildigini
gozlemlemistir. Bu ¢alismada AG 1478’ in hiicrelerin G; fazinda duraklamasina aracilik
ettigi ve yiiksek HER1 ekspresyonu olan hiicre hatlarinda; diisiik konsantrasyonlarda
inhibitérin hem HER1 fosforilasyonunu hem de MAPK yolagini potansiyel olarak
inhibe ettigi, diisik HER1 eksprese eden hiicre hatlarinda ise aym etkiler i¢in daha

yiiksek inhibitdr konsantrasyonlarina ihtiya¢ oldugu gozlemlenmistir [67].
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Yapilan bu ¢alismada; Triple negatif ve Luminal A meme kanseri hiicre hatlarna farkli
konsantrasyonlarda AG 1478 uygulanip XCELLigence Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz
Sistemi ile degerlendirildiginde, elde edilen hiicre indeksi degerleri ve bu degerlerden
elde edilen egrilerin standart egrilerle karsilastirilmasi sonucunda egrilerin her iki hiicre
hatt1 icin hiicreler de, hiicre biiyiimesini durdurucu etki meydana getirdigini
diistindiirmesi, yukarida ki literatiir de bahsedilen AG 1478’ in G; fazinda duraksamaya

aracilik etmesi ile uygunluk gostermektedir.

EGFR 'nin aktivasyonu, PI3K / AKT sinyal yolaklari (sag kalim sinyali) da dahil olmak
tizere hiicre i¢i sinyal yolaklarinin aktivasyonuna yol agtigindan, AG1478 ile EGFR
aktivasyonunun inhibisyonu PIK3CA gen durumuna bagli olarak apoptozu
indiikleyebilmektedir. Baba ve arkadaslari AG1478'in farkli PIK3CA gen statiisiine
sahip kanser hiicreleri tizerindeki etkilerini incelemistir. PIK3CA mutant bas ve boyun
skuamoz hiicreli karsinoma iizerinde yaptiklar1 ¢aligmada; mutant PIK3CA geni olan
hiicrelerin EGFR fosforilasyonu inhibisyonu i¢in yeterli konsantrasyonda AG 1478 ile
muamele edilmesine ragmen apoptoza girmedigi, buna karsilik dogal fenotip PIK3CA
genine sahip hiicrelerde doza bagli olarak apoptoz indiiklendigi bulgularini elde etmis
ve AG1478 'in apoptotik etkisinin PIK3CA gen durumuyla derinden iliskili oldugunu

ileri siirmiiglerdir [68].

Zhang ve arkadaslarmin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 iizerinde yaptigi
calismada AG1478' in EGFR, ERK1 / 2 ve AKT sinyal yolaklarinin aktivasyonunu
engelleyebildigi ve iki hiicre hattinin EGFR ‘yi farkli seviyelerde eksprese ettikleri
halde inhibitoriin hiicre hatlar1 {izerinde benzer antiproliferatif etkinlige sahip oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte ¢alisma AG 1478 ‘in bu hiicre hatlarinda telomeraz
aktivitesini doza bagimli olarak baskiladigini ve apoptozu indiikledigini gostermektedir.
Bu sonuglar, AG 1478 'in meme kanseri hiicrelerinde hiicresel apoptotik yanit1 tesvik

edebilecegini gostermektedir [69].

AG 1478 ile yapilan galismalar antitiimér etkinligine sahip oldugunu géstermektedir. in
vitro calismalarda inhibitor, glioblastoma [70], leyomiyoma [71], kolorektal karsinom
[72] ve nazofaringeal karsinoma hiicrelerinde [53] ©nemli antiproliferatif etkiler

gostermistir ayrica timdrleri cisplatin ve temozolomidin sitotoksik etkisine veya bir
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anti-EGFR antikoru olan monoklonal antikor mAb 806 ‘ya karsi hassaslastirdigi

gosterilmistir [73-75].

Son yillarda hem klinik gézlemler hem de deneysel calismalar, dstrojenlerin ve Ostrojen
reseptorlerinin  meme tlimorlerinin  gelisiminde ve ilerlemesinde kritik rolleri
bulundugunu tespit etmistir. Meme tiimorlerinin yaklasik % 70'inde ER ve / veya
progesteron reseptorii eksprese edildigi i¢in klasik hormonsuz bir tiimordiir [76].
Ostrojenlerin etki mekanizmasi, ER 'lerin varlig1 veya olmamasi ve yalmzca cekirdekte
degil ayn1 zamanda sitoplazmada ve hiicre zarinda lokalizasyonu ile tanimlanmaktadir
[77]. Hormonal tedaviler ER pozitif meme kanserinin tedavisinde kullanilmaktadir;
Bununla birlikte, bu endokrin terapilere igsel ve edinilmis diren¢ hala ortak bir

ozelliktir.

Tsonis ve arkadaslar1 yaptig1 calismada kanser progresyonunda yer alan biyoaktif ECM
makromolekiillerinin ekspresyonunda ER 'lerin ve ER-IGFR-EGFR ¢apraz-sirasinin
roliinii incelemis ve ER 'lerin EGFR ve / veya IGFR ile esgiidiimlii hareketinin ¢ok
onemli oldugunu ve endokrin terapiler ic¢in yeni, giicli ajanlar tasarlamak ve

gelistirmede potansiyel hedefler sagladigini1 gostermislerdir [78].

Lei ve arkadaglar kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicreleri tizerinde yaptiklari
aragtirmanin sonucunda kemoterapdtik ilaglarla kombinasyon halinde tirozin kinaz
inhibitorlerinin, EGFR 'nin kuvvetli ekspresyonunu gdosteren kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri tiirlerinin tedavisi i¢in uygulanabilir bir terapotik strateji oldugunu 6ne
stirmiislerdir. Bu c¢alismadaki bulgular ile giicli EGFR ekspresyonu olan NCI-H596
hiicrelerinin Cisplatin, doksorubisin ve etoposid'in biiyime onleyici etkilerine daha
direngli oldugunu, genel bir tirozin kinaz inhibitérii olan Genistein ve AG 1478’ in
NCI-H596'da EGFR'nin fosforilasyonunu inhibe ettigini ve NCI-H596 hiicrelerinde
antiproliferatif etkileri arttirdigi ve programlanmis hiicre Oliimiinii indiikledigini

gostermislerdir [73].

Yapilan bu c¢alismada; MDA-MB-231 hiicreleri i¢in 1Csy dozu olarak belirlenen
50 uM’lik ve MCF-7 hiicreleri igin ICsy dozu olarak belirlenen 20 uM’lik AG 1478
konsantrasyonu hiicrelerin canliigimi 24., 48. ve 72. saatlerde anlamli olarak

diisiirmiistiir. Bu veriler yukarida bahsedilen ¢alismalar ile ortiismektedir.
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Mikrotiibiil aktif ilaglar da dahil olmak tizere, kemoterapétik ajanlar, normal ve kanserli
hiicreler arasinda kotii ayrim yapmaktadir. Kanser hiicreleri biiyiime faktorlerine daha
az bagimlidir ve / veya biiylime inhibitorlerine direnglidir, fazlar arast normal hiicrelerin
secici olarak durdurulmasi miimkiindir, mikrotiibiil-aktif ila¢lar, siklik hiicrelerde
mitotik tutulma olusturabilme yetenekleri nedeniyle sitotoksiktir ve ara evrede tutulan

hiicreler mikrotiibiil-aktif ilaglara kars1 duyarli olmayabilir [79,80].

Blagosklonny ve arkadaslari normal meme epitel hiicresi MCF-10A ve MCF-7 hiicre
hatlar1 iizerinde yaptiklari aragtirmada AG1478 ile 6n islem yapilmasinin, MCF-7'de
paclitaxel ile indiiklenen Bcl-2 / Raf-1 fosforilasyonu etkilemedigini ancak MCF-
10A'da bu fosforilasyonu yok ettigini gézlemlemistir. Yapilan ¢aligmada diisiik dozda
AG1478 uygulamasi ile MCF-10A tutuklamasi olmus ve paclitaxelin etkileri ortadan
kalkmig, ancak MCF-7 hiicrelerinde bu etki goriilmemistir. Bu sonug¢ biiyiime faktorii
bagimliliginin sémiiriisii, normal hiicrelerin mikrotiibiil-aktif ilaglardan korunmasina

izin verebilecegini gostermektedir [81].

Integrin ailesinin iiyeleri meme tiimdrojenezinde ve ilerlemesinde rol oynayan énemli
sinyalleme bilesenleridir ¢ilinkii integrinler hiicre go¢ii, hiicre proliferasyonu ve hiicre
sag kalimi tizerinde Onemli roller oynamaktadir. Bazi caligmalar, B1'in bloke
edilmesinin hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini ve hiicre apoptozunu indiikledigini
bildirmistir [82,83]. Daha 6nce yapilan aragtirmalar MDA-MB-231 hiicrelerindeki a634

integrinin EGFR kiimelemesine neden oldugunu gostermistir [84].

Hou ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada MDA-MB-231 hiicrelerinde, 1 geninin
susturulmasi yoluyla ¢alisma yapmislar ve B1'in sadece hiicre gogli ve sagkalim igin
onemli olmadigini, hiicre ¢ogalmasini hiicre yogunluguna bagli olarak diizenledigini
gostermislerdir. Ayrica bu g¢alisma ile AG1478 'in hiicre proliferasyonu iizerindeki
inhibe edici etkilerinin B1 nakavt hiicrelerde, dogal fenotip hiicrelere gore daha etkili
oldugunu ve anti-EGFR tedavisinin anti-integrin ilaglarla birlestirilmesinin kanser

tedavisi i¢in 6nemli oldugunu gostermislerdir [85].

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda; Triple negatif meme kanseri modeli olarak MDA-

MB-231 ve Luminal A meme kanseri modeli olarak kullanilan MCF-7 hiicre hatlari
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tizerine EGFR inhibitorii AG 1478 ‘in etkisi hiicre canliligi, hiicre indeksi, mitotik
indeks gibi hiicre kinetigi parametreleri kullanilarak degerlendirilmistir. Calismanin
sonucunda elde edilen veriler hiicre canliligi, hiicre indeksi, mitotik indeks degerlerinde

zamana bagli olarak anlamli bir diisiisiin oldugunu gostermektedir.

Elde edilen bu veriler ile meme kanseri ve diger kanser tiirlerinde EGFR ye yonelik
tedavilerin kanser tedavisinde olumlu sonuglar doguracag: diisiiniilmektedir. Bulgular
Triple negatif meme kanseri gibi tedavisi zor, HER2-negatif kanser tiplerinde HER1
hedeflenerek tedavi stratejilerinin gelistirilebilecegini gostermektedir. Ayrica tedaviye
direngli kanserlerin de tedavisinde yararl olacag diisiiniilmektedir. Gelecekte yapilacak
in vitro galigmalar ve hayvan deneyleri ile AG 1478 gibi EGFR inhibitorlerinin veya
EGFR monoklonal antikorlarinin tek basina ve kombin olarak kullanimlarinin etki
mekanizmalarinin, daha iyi arastirilmasi ve desteklenmesiyle EGFR ye yonelik tedavi

yontemlerinin, klinik kullanimlarda basarili sonuglar verecegi disiiniilmektedir.
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