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OzZET

Tunali, G., Meme kanseri hticre dizilerinde PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi
inhibisyonunun reseptor tirozin kinazlarin ekspresyonuna etkisi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tiimér Biyolojisi ve immiinolojisi
Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2012. Meme kanseri patogenezinde
onemli yeri olan faktorler arasinda reseptor tirozin kinazlarin (RTK)
ekspresyonlarinda ve aktivitelerinde (EGFR, HER2, HER3) artis bulunmaktadir.
HER2/HER3 heterodimer olusumu, transformasyon potansiyeli en yiksek olan
reseptor etkilesimidir ve PI3K/Akt sinyal yolaginin onkojenik aktivasyonuna yol acar.
Akt proteini, FOXO transkripsiyon faktoru araciigiyla RTK ekspresyonunu
baskilamaktadir. PI3K/Akt yolagini inhibe eden ajanlar, (Akt inhibitori ve PI3K/
mTOR dual inhibitorleri) sinyal yolagini bloke etmekle beraber bu baskilamayi da
ortadan kaldirmakta ve RTK dlzeyleri ile aktivitelerini artirmaktadir. Bu artis,

PI13K/Akt yolaginin re-aktivasyonuna yol agan kritik nedenlerden biridir.

Bu calismada MDA-MB-468 ve SKBR-3 meme kanseri hiicre dizilerinde dual
bir PIBK/mTOR inhibitérii olan PI-103’Un reseptdr tirozin kinaz ekspresyonlari
Uzerindeki zamana bagl etkisi incelendi. Tumor hicrelerinde, p-Akt ve p-p70S6K
protein ekspresyonlarinda ilk ¢ saat boyunca istatistiksel olarak anlamli azalma
izlendi. Bu inhibisyonu 6. saatten sonra sinyal yolaginin re- aktivasyonu izledi.
MDA- MB-468 hiicrelerinde bazal EGFR ve HER3, SKBR-3 hiicrelerinde ise bazal
HER2 ve HER3 ekspresyonlari olduk¢ga yuksek dizeyde bulundu. Tumor
hicrelerinde Akt ve mTOR seviyesinde go6zlenen gegici inhibisyonu takip eden
sinyal yolagi re-aktivasyonunun, EGFR, HER2 ve HERS3 ekspresyon dlzeyleri
Uzerinde zamana bagli degisim yapmadidi gozlendi. Bu sonuglara gore,

reseptorlerin kinaz aktivitelerinin de incelenmesinin yararli olacagina kanaat edildi.

Sonug¢ olarak, dual PI3K/Akt inhibitérlerin tedavi stratejilerindeki etkinlidi,
RTK ekspresyonu Uzerindeki transkripsiyonel ve posttranslasyonel etkileri ile iligkili
olabilir. Bu inhibitdrlerin, sinyal iletimini bozarken, timor hicreleri lehine RTK re-

aktivasyonlarina yol acabilecegi akilda tutulmalidir.

Anahtar Kelimeler: EGFR, HER2, HER3, PI3K, mTOR, PI-103, meme kanseri



ABSTRACT

Tunal, G., The effect of inhibition of PI3K/Akt/mTOR signaling pathway
on receptor tyrosine kinase expression in breast cancer cell lines, Hacettepe
University Institute of Health Sciences, Master Thesis in Tumor Biology and
Immunology, Ankara, 2012. Increase in receptor tyrosine kinases (RTK)
expression and activities (EGFR, HER2, HER3) take place among the important
factors in breast cancer pathogenesis. HER2/HER3 heterodimer formation is the
receptor interaction with the highest transforming potential and it causes oncogenic
PI3K/Akt activation. Akt protein represses RTK expression via FOXO transcription
factor. Inhibitors of PI3K/Akt pathway (Akt inhibitor and PI3BK/mTOR dual inhibitors)
relieve this supression while blocking signaling pathway and lead to increase in RTK
levels and activities. This increase is one of the critical causes of PI3K/Akt

pathway’s reactivation.

In this study, the time dependent effect of dual PI3K/Akt inhibitor PI-103 on
receptor tyrosine kinase expressions in MDA-MB-468 and SKBR-3 breast cancer
cell lines was investigated. In tumor cells, there were significant decreases in p-Akt
and p-p70S6K protein expression during first three hours. This inhibition was
followed by reactivation of signaling pathway after six hours. Basal expression of
EGFR and HER3 in MDA-MB- 468 cells and basal expression of HER2 and HER3
in SKBR-3 cellls were found to be very high. Transient inhibition at Akt and mTOR
level in tumor cells followed by reactivation of signaling pathway did not result in a
time-dependent change on EGFR, HER2 and HERS expression levels. According to
these results, we concluded that it will also be useful to evaluate receptor kinase

activities.

As a result, the impact of dual PI3K/Akt inhibitors on treatment strategies
may be relevant to their transcriptional and posttranslational effects on RTK
expression. It should be kept in mind that, these inhibitors may trigger RTK

reactivation in favor of tumor cells while disrupting signal transduction.

Keywords: EGFR, HER2, HER3, PI3K, mTOR, PI-103, breast cancer
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1. GIRIS

Okaryotik organizmalardaki hiicrelerin kaderi hiicre digindan alinan
sinyaller ile belirlenmektedir. Bu sinyaller, hicre yuzeyinde bulunan gesitli
reseptor tirozin kinazlar (RTK) araciidi ile hicre disindan hicre igine
tasinirlar. Boylece hucre igindeki sinyal yolaklarini aktive ederek hicrelerin
cogalmasini, farkllagmasini, gelisimini, sagkalimini ve migrasyonunu
dizenlerler. Reseptor tirozin kinazlarin ve sinyal yolaklarinda rol alan
molekullerin ekspresyon duzeylerinde, aktivitelerinde ve/veya yolaklarin
duzenlenmesinde meydana gelen degigiklikler kanserin geligsimine katkida
bulunmaktadir (1, 2).

Reseptor tirozin kinaz ailesinde yer alan c¢esitli buylme faktoru
reseptorleri karsinogenez surecinde onemli bir yere sahiptir. Bu buylime
faktori reseptorlerinden epidermal blyume faktéri reseptér (Human
Epidermal Growth Factor Receptor) ailesi igcinde yer alan EGFR
(ErbB1/HER1), HER2 (ErbB2/neu) ve HER3 (ErbB3) reseptorleri
PISK/Akt/mTOR (Phosphatidylinositol 3-kinases/Akt/ Mammalian target of
rapamycin) sinyal yolaginin aktivasyonunun baslamasindan sorumlu olan
membran proteinleridir. Tumor hicrelerinde bu reseptor tirozin kinazlar
kodlayan genler mutasyona veya amplifikasyona ugrayabilir ya da bu

genlerde ekspresyon artigi gorulebilir (3-5).

EGFR-HER3 ve HER2-HER3 komplekslerinin aktive ettigi onemli
sinyal yolaklarindan biri PISK/Akt/mTOR sinyal yolagidir. Bu yolak gen
transkripsiyonu, hicre migrasyonu, apoptozis, sagkalim gibi hicresel
fonksiyonlari diizenler (6). insan kanserlerinde ise bu sinyal yolagi hiicre
¢ogalmasindan invazyona, apoptozisin inhibisyonundan anjiyogeneze ve
tumor buyumesinden metastaza kadar birgcok metabolik ve fizyolojik islevden
sorumlu olan bir yolaktir. Kanser hucrelerinde bir timoér baskilayici proteinin
kaybi (PTEN) ya da bir onkoproteinin fonksiyon kazanmasi bu sinyal
yolaginin kontrolsuz olarak aktive olmasina ve tumor olusumuna yol

acmaktadir. Meme kanseri de bu timorler arasinda yer almaktadir (7).



PI3K/Akt sinyal yolaginin Onemli bir bileseni olan Akt kinazin
aktivasyonu reseptor tirozin kinazlarin ekspresyonunu dizenler. Aktif Akt,
reseptor tirozin kinazlari kodlayan genler ile etkilesime girerek bu genlerin
ekspresyonunu gergeklestiren proteinleri fosforilleyip inaktive eder. Bu

sekilde reseptor tirozin kinazlarin ekspresyonunu onler (8).

Dual PIBK-mTOR inhibitérleri PISBK ve mTOR komplekslerinin
aktivasyonunu engeller. Boylece hem mTORC1-S6K (The mammalian target
of rapamycin complex 1- Ribosomal protein S6 kinase) sinyalinin RTK
substratlari Uzerinde olusturdugu negatif geri bildirim mekanizmasi ortadan
kalkar hem de bu geri besleme mekanizmasinin ve mTORC2
(The mammalian target of rapamycin complex 2) fosforilasyonu sonucu Akt
kinazin, reseptor tirozin kinazlari kodlayan genlerin ekspresyonunda rol alan
proteinleri fosforilleyerek inaktive etmesi 6nlenir. Sonu¢ olarak PI3K ve
mTOR  komplekslerinin inhibisyonu reseptor  tirozin kinazlarin

fosforilasyonunu ve ekspresyonunu uyarir (8, 9).

P1-103, PI3K ve mTOR proteinlerinin dual bir inhibitdéri olup, hem
PI3K’nin katalitik kismi olan p110a ile etkilesime girerek PI3K’yi inaktive hem
de mTOR kompleksleri olan mTORC1 ve mTORC2'yi inhibe ederek S6K ve
Akt proteinlerinin aktivasyonunu oOnledigi c¢esitli kanser hicre dizilerinde

yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (10).

Bu calismanin amaci; PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginin PI-103 ile
farmakolojik inhibisyonunu saglamak ve EGFR amplifikasyonu olan MDA-
MB-468 hicre dizisi ile, HER2 amplifikasyonu olan SKBR-3 hiicre dizisinde
bu inhibisyonun reseptor tirozin kinaz ekspresyonlari Uzerindeki zamana

bagdli etkisini incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Reseptor Tirozin Kinazlar

Kompleks organizmalarda hucreler hem dis ¢evreden hem de komsu
hicrelerden gelen devamli bilgi akisina maruz kalirlar. Bu sinyallarin
batanligu ve hucre tarafindan dogru bir sekilde yorumlanmasi hicrenin ve
organizmanin bulundugu cevreye adaptasyonunu saglar. Bu adaptasyonda
membrana lokalize olmus reseptorler onemli rol oynarlar. Bunlardan tirozin

kinaz aktivitesine sahip reseptdrler genis bir aile olusturmaktadir (2, 11).

Reseptor tirozin kinazlar (RTK) blyume faktorleri ve hormonlar gibi
bircok polipeptit icin yiiksek afiniteye sahip hiicre yiizey reseptérleridir. insan
genomunda bulunan 58 adet reseptor tirozin kinaz amino asit
sekanslarindaki benzerlikler, yapilari ve biyolojik fonksiyonlari dikkate
alinarak 20 gruba ayrilmistir. Bu ailenin Gyeleri proliferasyon, farklilasma,
sagkalim, metabolizma, hlcre gogu, anjiyogenez, invazyon, metastaz,
apoptoz ve hicre dongusuniun kontroll gibi dnemli hicresel sureglerde gorev
almaktadir (1, 12).

2.1.1 Reseptor Tirozin Kinazlarin Yapisi

RTK’larin ¢ogu ortamda ligand olmadigi zaman hlcre zarinda
monomerik ve inaktif halde bulunurlar. Bu reseptorlerden insllin reseptori
ise disulfit baglari aracili§i ile dimer olusturarak hicre zarinda multimerik
kompleksler halinde yer almaktadir. Her bir monomer hucre digi ligand
baglanma bdlgesi, transmembran bolgesi ve hicre igi kinaz aktivitesine sahip
katalitik kisimdan olugmaktadir (1, 13).

Hucre digi N-terminal bolgesi genellikle immunoglobulin benzeri veya
EGF benzeri yapilar, fibronektin tip Ill tekrarlari veya sistein amino asidi
bakimindan zengin olan bdlgeler igerir. Bunlar RTK’larin her bir alt grubu igin

karakteristiktir. Transmembran bodlgesi hidrofobik olup hiicre zarina gémulu



olarak bulunur. Bu bdlge 25-38 amino asitten olusan a-heliks yapisindadir.
Hucre ici C-terminal bolgesi reseptorin tirozin kinaz aktivitesinden
sorumludur. Bu bélge, ¢ok sayida tirozin rezidusu iceren katalitik kisimdan ve

ATP baglanma bolgesinden meydana gelmektedir (Sekil 2.1) (14, 15).
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Sekil 2.1 Reseptor Tirozin Kinaz Ailesi
(Lemmon M.A., Schlessinger J., 2010’dan alinmistir.)

2.1.2 Reseptor Tirozin Kinazlarin Aktivasyonu

Blyume faktorlerinin yoklugunda hicre yizeyinde monomerik halde
bulunan reseptor tirozin kinazlar, hicre disinda kalan kisimlarinin ligand ile
etkilesiminden sonra konformasyonel degisiklige ugrarlar. Baglanan ligand iki

reseptér molekilli arasinda spesifik etkilesimler meydana getirerek



reseptorlerin dimerizasyonuna yol acar. Boylece hucre i¢i kinaz bdlgelerinin
aktivasyonu saglanir (1, 2, 13).

inaktif kinaz yapilari reseptdrden reseptére farklihk gdstermektedir.
Buna goére reseptorlerin aktivasyonlarinin didzenlenmesinde rol oynayan
mekanizmalarda c¢esitlilik gdsterirler. Reseptor tirozin kinazlarin, kinaz
bolgesinde bulunan aktivasyon ilmegdi, inaktif konformasyonda olan
reseptorde, kinaz bdlgesindeki aktif merkezin substratlar ve ATP ile
etkilesimini onler. Reseptor tirozin kinazlarin juxtamembran bdlgesi veya C-
terminal bolgesi de inaktif konformasyonu saglamak amaciyla kinaz
bdlgesinin aktif kismi ile etkilesebilir. Ligandin reseptdore badlanmasindan
sonra ise, aktivasyon ilmeginde, juxtamembran bdlgesinde ve C-terminal
bdlgesinde bulunan tirozin rezidulerinin transfosforilasyonu gercgeklesir ve
inhibitor etkilesimler ortadan kalkar (Sekil 2.2) (1, 2).

Sekil 2.2 Reseptdr tirozin kinazlarin aktivasyon mekanizmasi
(Blume-Jensen P., Hunter T., 2001’den alinmistir.)



iki reseptor dimer olusturdugunda allosterik etkilerinde artis meydana
gelir. Bu etkiler ligand uyarisi ile aktiflesen kinaz bolgesinin diger kinaz
bdlgesi ile etkilesimini arttirir ve transfosforilasyon gergeklesir. Bu olay Ug¢
fazda meydana gelir. Birinci faz, reseptor iligkili ligandina baglandiginda
kinazin katalitik aktivitesini arttirmak igin; ikinci faz, sitoplazmik sinyal
molekullerinin fosfotirozin igceren baglanma bdlgeleri ile etkilesmesi igin
Uclncu faz ise sinyal yolaklarindaki hedef molekdllerin aktivitesini en Ust

dizeye ¢ikarmak igin gerceklesir (1, 2).

Kinaz domainlerinin otofosforilasyonu katalitik aktiviteyi arttirir.
Fosforile tirozinler hiicre ici sinyal molekulleri icin baglanma bdlgesi olarak
gorev yaparlar. Bu molekuller fosfotirozinlere spesifik olarak baglanan SH2
(Src Homology 2) ve PTB (Phosphotyrosine-binding) bdlgeleri icerirler. Bu
proteinler, kinaz bolgesi ile dogrudan etkilesebilirler veya adaptér proteinlere
bagdlanarak dolayli yoldan etkilesime girerler. Bodylece proliferasyon,
farkhlasma, sagkalim, hdcre gogu, metabolizma, apoptoz gibi hicresel

fonksiyonlarda rol oynayan sinyal yolaklarini aktive ederler (16, 17).

2.2 Epidermal Buyiime Faktoriu Reseptorlerinin Yapisi ve Fonksiyonlari

Reseptor tirozin kinaz ailesinin dnemli alt gruplarindan biri  epidermal
blyume faktori reseptorleridir (EGFR/HER/ErbB). Normal kosullarda bu
reseptorlerin aktivasyonu EGF iligkili blyime faktért ailesinin tyeleri aracihigi
ile kontrol edilir (11).

Epidermal bliyume faktori reseptorleri tek bir ligand-reseptor
kombinasyonundan evrimlesmigtir. Nematod Caenorhabditis elegans’da EGF
reseptorlerinin sadece bir homologu ve tek ligandi vardir. Bu reseptor ve
ligandi nematodlarin gelisimi sirasinda hucre kaderinin belirlenmesinde
etkilidir. Meyve sinedi Drosophila melanogasterda EGF reseptoérlerinin bes
ligandi ve bir reseptort vardir. Bu reseptor ve ligandlari embriyogenez
sirasinda hdcre proliferasyonu ve farkllasmada etkilidir. Ylksek

omurgalilarda ise dort EGF reseptorl ve ¢ok sayida ligandi bulunmaktadir.



Bu da yuksek derecede sinyal cesitliligi saglamaktadir. Gelisim boyunca
cesitli dokularda EGF reseptorlerinin ekspresyonu hucre proliferasyonu ve

farkhlasmanin kontrolinde énemli rol oynamaktadir (11, 18, 19).

Epidermal blylime faktérl reseptor ailesinin doért Uyesi vardir. Bunlar
EGFR (ErbB1/HER1), HER2 (Neu/ErbB2), HER3 (ErbB3) ve HER4
(ErbB4)’tur. Bu reseptorlerin hucre disinda kalan kisimlari dort bolgeden
olugsmaktadir. 1 ve Il nolu bdlgelerin herbiri yaklasik 160 amino asit
uzunlugunda olup B-helix LRR (Leucine-rich repeat) benzeri solenoid yapilar
icerirler. Bu kisimlar ligandin baglandigi bolgelerdir. 1l ve IV nolu bdlgeler ise,
sistein amino asidi bakimindan zengin bdlgeler olup her biri yaklagik 150
amino asit icermektedir. Bu bdlgeler dimer olusumunda rol alirlar. inaktif HER
yapisi dimerizasyondan sorumlu olan 1l ve IV nolu bdlgeler arasindaki
intramolekuler etkilesimler ile karakterize edilir. Boylece HER'’in inaktif
konformasyonu saglanir. HER’in dimerizasyonu tamamen reseptor-reseptor
etkilesimi aracihdi ile olmaktadir. Ligand mononmer halde olan reseptorun iki
farkh bolgesine (I ve Ill) baglanir. Dimer yapisini olusturan reseptoérlerin her
ikisinin de | ve lll nolu bdlgelerine ligandin bagh olmasi gerekmektedir.
Ligandin  baglanmasindan  sonra  HER'in  ekstraselliler  bolgesi
konformasyonel degisime ugrar ve reseptorler Il nolu bolgeleri aracihgi ile
dimer yapisini meydana getirir. IV nolu bolge ise dimerleri maksimum

aktivasyonu saglayacak konfiglirasyona yoneltmektedir (1, 19, 20).

HER’in tirozin kinaz bdlgesi, dimer olusturan reseptdrlerden birinin
kinaz bolgesindeki C lobu ile digerinin kinaz bdlgesindeki N lobu arasinda
dogrudan meydana gelen etkilesimler ile allosterik olarak aktive olur. Bu
etkilesimde C lobunu iceren kinaz bdélgesi N lobunu igeren kinaz bdlgesinin
aktivasyon ilmegindeki otoinhibitor etkilesimleri bozarak, dimerin kinaz

aktivasyonunu uyarmaktadir (Sekil 2.3) (19, 21).


http://en.wikipedia.org/wiki/Leucine-rich_repeat
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Sekil 2.3 Epidermal blylume faktorl reseptorlerinin aktivasyon mekanizmasi

(Huang L., De Baetselier P., Beyaert R., 2009’dan alinmigtir.)

HER reseptorlerinden HER2'nin ligand baglama bdlgesi yoktur. | ve IlI
nolu bdlgelerin birbirine ¢ok yakin konumda bulunmasi bu bélgeye ligandin
baglanmasini imkansiz hale getirmektedir. Bu nedenle HER2 reseptori EGF
iligkili peptitler ile etkilesim kuramaz. HERZ2 reseptoru diger HER reseptorleri
ile heterodimer olusturarak aktive olmaktadir. Diger bir HER reseptort olan
HERS3 ise kinaz aktivitesine sahip bolge icermemektedir. Bu nedenle HER3
de diger HER reseptorleri ile heterodimer olusturarak hucre igi sinyal

iletiminde rol oynamaktadir (11, 20).

Memelilerde her bir HER ligandi baglanma 6zgullugu iceren EGF
benzeri yapi bulundurur. Bu ligandlar bir ya da daha fazla HER reseptorine
olan afinitelerine goére siniflandirilirlar. EGF, TGF-a ve amfiregulin (AR)
EGFR reseptorine spesifiktir. Betasellllin (BTC), heparin baglayan EGF
(HB-EGF) ve epiregulin (EPR) hem EGFR’e hem de HER4’e baglanabilir.
Norogulinler (NRG1-4) ise hem HER3e hem de HER4’e o6zgul olan
ligandlardir (22, 23).



Ligandin iligkili reseptore baglanmasi sonucu homo- veya heterodimer
olusumu meydana gelir. Boylece intrinsik kinaz bdlgesi aktive olur ve
reseptorin sitoplazmik kismindaki spesifik tirozin reziduleri fosforillenir. Bu
fosforillenen tirozin reziduleri hicre igi yolaklarin aktivasyonuna yol acan ve
SH2 veya PTB yapisi igeren gesitli sinyal molekulleri icin baglanma bdlgesi
olusturur. Boylece cesitli hlicre ici biyolojik olaylari duzenleyen Ras/ MAPK
(Rat sarcoma - Mitogen activated protein kinases), PKC (Protein kinase C),
PI3K/Akt, JAK/STAT (Janus kinase - Signal Transducer and Activator of
Transcription) gibi sinyal yolaklarinin aktivasyonu saglanir. Bu aktivasyonlar
bircok molekullin transkripsiyonel olarak duizenlenmesinden sorumludur
(Sekil 2.4) (23-25).

EGF benzeri ligandlar
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Sekil 2.4 Epidermal Blyume Faktori Reseptorlerinin Sinyal Agi
(Holbro T., Hynes N., 2004’ten alinmigtir.)



10

2.3 Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlar arasinda en yaygin olan kanser tipi olup
akciger kanserinden sonra gorulme sikligi en yuksek olan ikinci kanser
turadur. ACS (American Cancer Society) verilerine gore 2008 yilinda, dinya
¢apinda 1.3 milyon kanser vakasi tanimlanmis olup bu nedenle dlenlerin
sayisi 465,000 olarak rapor edilmigtir. Bati Ulkelerinde, son 25 yilda meme

kanseri vakalarindaki artisin %30 civarinda oldugu belirtilmigtir (26, 27).

Meme kanseri, klinik ve molekuler agidan olduk¢a karmasik bir yapiya
sahiptir. Bu karmagik yapinin ortaya ¢ikmasinda yapisal heterojenite, gen
ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar ve timoérin mikrogevre ile etkilesimi rol
oynamaktadir. Boylece tumor gelisimi  sirasinda, normal biyolojik
fonksiyonlarda bir takim bozukluklar meydana gelmektedir. Proliferatif
sinyalin surekliligi bu bozukluklardan biri olup timdr hucrelerinden blyume
faktorlerinin  salgilanmasinda etkili olmaktadir. Bu htcrelerin ylzeyinde
bulunan reseptorler ise, bliylume faktorleri ile etkilesime girerek fonksiyon
gOstermektedir. Ancak, bu reseptorlerin ekspresyon duzeylerindeki artiglar
veya yapisal bozulmalar tiumoér hdcrelerinde proliferasyonda rol oynayan

sinyal yolaklarinin kontrolsiiz sekilde aktivasyonuna yol agmaktadir (28, 29).

2.3.1 Epidermal Buyiime Faktorii Reseptorleri ve Meme Kanseri

Meme kanserinin olusumunda c¢esitli hucresel mekanizmalar ve
genetik degisiklikler rol oynamaktadir. insanda gériilen kanser tiirlerinin
¢ogunda oldugu gibi meme kanseri de reseptor tirozin kinazlarda meydana

gelen degisimler ile iligkilidir (30).

Reseptor tirozin kinaz ailesi icinde yer alan epidermal blyume faktori
reseptorlerinin asiri ekspresyonu, mutasyonlar ve otokrin/parakrin uyarimlar
asiri aktivasyona yol agarak solid timorlerin patogenezinde énemli rol oynar
ve tumorojenik davraniglarin temelinde yer alan kontrolsuz sinyal

fonksiyonlarina dogrudan katki saglar (19, 31, 32).
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Epidermal buyume faktoru reseptorlerini etkileyen ¢esitli mekanizmalar
meme kanseri olusumunda rol oynamaktadir. Bu ailenin ilk kesfedilen Uyesi
olan EGFR(HER1)'nin hicre disi bdlgesi ve hicre i¢i kinaz bolgesinde
meydana gelen delesyonlar veya bu reseptorun asiri ekspresyonuna yol
acan gen amplifikasyonlari meme kanseri olusumunda etkili olmaktadir.
EGFRvIIl, meme karsinomlarinda en sik gorilen EGFR delesyonudur. Bu
delesyon reseptorin kinaz bolgesinde meydana gelir ve reseptdrin sirekli
olarak aktivasyonuna yol acar. Boylece liganddan bagimsiz olarak, cesitli
hicre i¢i sinyal yolaklari araciligi ile hucre proliferasyonu uyarilir. Gen
amplifikasyonlari ve epigenetik mekanizmalar araciligi ile reseptorin asiri
eksprese edilmesi, bu reseptorin diger reseptorler ile etkilesimini artirarak

hicre ici sinyal yolaklarinin asiri aktivasyonuna yol acar (23, 33-35).

HERZ2 reseptorli meme kanseri patogenezinde onemli bir yere sahiptir.
HER2, timorojenik fonksiyonunu asiri eksprese edilmesi ile gosterir. Bu asiri
ekspresyon meme epitel hucrelerine proliferatif avantaj saglayarak ve anti-
apoptotik degisikliklere yol acarak hucresel transformasyonu ve tumor
gelisimini  uyarmaktadir. HER2 proteininin agirnt  ekspresyonu gen
amplifikasyonlari ve transkripsiyonel degredasyon ile iligkili olup meme
kanserlerinin %25-30’unda gorulir ve kotu prognozla iligkilidir. Meme kanseri
hicreleri HER2 geninin 25-50 kopyasina sahiptir ve bu kanser tirinde HER2
proteininin ekspresyonu normal meme dokusuna gére 40-100 kat daha
fazladir. HER2 reseptorinin asiri ekspresyonu meme kanserlerinin erken
asamalarinda gorulmekte olup invaziv ve metastatik gelisim sirasinda bu
ekspresyon devam etmektedir. HER2 proteininin asiri ekspresyonu ayni
zamanda HER ailesinin diger uyeleri ile olusturdugu dimerlerin
kompozisyonunu degistiri. HER2 iceren dimerler uzun sureli ve siddetl
sinyal aktivitesine sahip olup bu dimerlerin sayisindaki artis hucre

polaritesinde ve hicre adezyonunda bozulmalara yol acar (34, 36).

HER2 reseptorinin asiri ekspresyonu, bu reseptorin EGFR ve HER3
ile heterodimerizasyonunda da artisa neden olmaktadir. HER2'nin EGFR ile
yaptigi heterodimer Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2), Shc (Src

homology 2 domain containing) ve Src (Sarcoma) proteinleri araciligi ile
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PI3K/Akt, Ras/MAPK ve PLCy (Phospholipase Cy) sinyal yolaklarini uyarir ve
bdylece invaziv fenotipin olusumuna katki saglar (37, 38). HER2, EGFR’nin
hicre vylzeyindeki stabilizasyonunda da o6nemli rol oynar. EGFR
reseptoranden iligkili ligandin ayrilmasini azaltarak dimeri devamli olarak aktif
halde tutar. HERZ2 reseptoru iceren dimerler hicre yuzeyindeki diger
dimerlere gore daha stabildir ve endositoza ugrama oranlari daha dusuktur.
Bu dimerler internalize olduktan sonra endosiztoza ugramadan hucre
yuzeyine geri donerek reseptor kompleksinin tekrardan aktivasyonunu

saglarlar ve buyume faktoru sinyalini uyarirlar (18, 36, 39).

HER2 reseptorunun HERS3 reseptort ile olusturdugu heterodimer
gucli mitojenik sinyaller olugturmasi bakimindan meme kanseri patolojisinde
dnemlidir. Ozellikle HER2'nin asiri eksprese edildigi timorlerde HER3, timor

gelisimi ve hlcre proliferasyonu igin gerekli bir reseptordur (40).

HERS3, intrinsik kinaz aktivitesine sahip olmayan tek epidermal buyume
faktora reseptorudar. Bu nedenle diger epidermal bluyume faktoru reseptorleri
ile zorunlu olarak heterodimer olusturmak suretiyle aktivite gosterir. HER3
amplifikasyonu veya mutasyonu igceren bir kanser turi bulunmamaktadir.
Ancak diger HER ailesi Uyeleri tarafindan aktive edilen HER3’Un sitoplazmik

bdlgesi gogu kanserde kritik 6neme sahiptir (31)

HER ailesi uyelerinden EGFR ve HERZ2, hucre proliferasyonu ve
sagkalimda rol oynayan PI3K/Akt sinyal yolagindaki PI3K molekuluni
dogrudan aktiflestiremez. HER3’Un meme kanseri gelisimindeki énemi, bu
reseptorin PI3K molekulini dogrudan aktive etmesidir. HER3, C-terminal
kuyrugunda PI3K’nin dizenleyici alt Gnitesi olan p85 proteinine baglanan alti
adet fosfotirozin rezidusu icerir. Bu baglanma bodlgeleri ile dogrudan
etkilesime giren p85 proteini PI3K/Akt sinyal yolaginin aktivasyonuna yol
acar. Ozellikle HER2 aracili transformasyonda HER3, HER2'nin zorunlu
partneri olarak rol oynamaktadir. Bu nedenle HER3'Un ekspresyonunda,
fosforilasyonunda ve aktivasyonunda meydana gelen artiglar HER2’nin asiri

eksprese edildigi meme tumorlerinde siklikla gorulir. HER3 aktivitesinin


http://en.wikipedia.org/wiki/Phospholipase_C
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artmasi bu tumorlerde PI3K/Akt sinyal yolaginin asiri aktivasyonuna yol
agmaktadir (31).

Epidermal blyume faktoru reseptorlerinin son Uyesi olan HERA4
reseptori, diger reseptérlerden farkli olarak hem proliferatif hem de pro-
apoptotik etkilere sahiptir. HER4, aktivitesini hlcre igi bolgesi (41CD) araciligi
ile gosterir. HER4’Un hicre ici bdlgesi, TACE (Tumor necrosis factor-aplha
converting enzyme) ve vy-sekretaz aktivitesi ile reseptorden ayrilarak
sitoplazmada serbest hale gecer. 4ICD sitoplazmada kalabilir veya nikleusa
gecebilir. Bu yapi meme epitel hdcrelerinin farklilagsmasi, pro-apoptotik
yolaklarin aktivasyonu, hiucre dongusunun durmasi, transkripsiyonun
modulasyonu, proliferasyon gibi c¢esitli biyolojik aktivitelere ve hucresel
yanitlara yol acar. Bu hicresel faaliyetler 4ICD’nin farkh hicre
kompartimanlarindaki lokalizasyonu ile iligkilidir. Nukleer 4ICD, ERa
(Estrogen receptor a) ko-aktivatori olarak fonksiyon gosterir ve ERa
ligandlar ile dogrudan etkileserek ERa pozitif meme kanseri hucrelerinde
proliferasyonu artirir. Sitozolik 4ICD mitokondride birikir ve BH3 (B-cell
lymphoma 2 (Bcl-2) homology domain 3) bdlgesi araciigi ile tumor
hicrelerinde apoptozu uyarir. 41CD’nin  hdcredeki lokalizasyonu dikkate
alinarak meme kanseri hastalarinin prognozu belirlenebilir. HER4’Un sitozolik
ekspresyonu meme kanseri hastalarinin sagkaliminda artisa yol acar ve iyi
prognoz ile iligkilidir. Bu bdlgenin nukleer ekspresyonu ise sagkalimi azaltir

ve kotu prognozla iligkilidir (41).

2.4 PI3K/Akt Sinyal Yolagi ve Kanser

PI3K/Akt sinyal yolagi hucre proliferasyonu, blyime, sagkalim ve
migrasyon gibi biyolojik fonksiyonlarin duzenlenmesinde rol oynayan onemli
bir yolaktir. Bu yolakta yer alan proteinleri kodlayan genlerde meydana gelen

mutasyonlar hlcresel transformasyona neden olmaktadir (7, 42, 43).

PI3K ailesi hlicre disindan RTK’lar aracihigl ile alinan bluyume ve

yasam sinyallerinin iletiminden sorumlu proteinlerdir. PI3K proteinleri dizi
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homolojileri, substrat tercihleri ve dokulardaki dagilimlarina gére Ug¢ sinifa
ayrilirlar. PI3K sinif 1A tumor gelisiminde ve kanserde rol oynayan onemli
proteinleri icermektedir. Sinif 1A PI3K’lar p85 duzenleyici alt Unitesi ve p110

katalitik alt Gnitesinden olusan bir heterodimerdir (44-46).

PI3K’'nin aktivasyonu, blyume faktéri veya ligandin 6zgll olarak
reseptor tirozin kinazlara baglanmasi sonucu meydana gelir. Uyariimamis
hicrelerde, PI3K heterodimerinde yer alan p85 duzenleyici alt birimi, p110
katalitik alt birimine bagli halde bulunur ve bu katalitik alt birimi inaktive eder.
RTK aktivasyonu ile olusan fosforile tirozin reziduleri p85 igin baglanma
bolgeleri olusturur. Bu baglanma p85’in p110 Uzerindeki inhibitdr etkisini
sonlandirir. Boylece p110 katalitik alt Unitesi serbest kalir ve PI3K'nin
aktivasyonunu saglar. Aktive olan kinaz PIP2’nin (Phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate) PIP3’e (Phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate)
donusumunu sagdlar. PIP3, Akt ve PDK1(Phosphoinositide-dependent kinase-
1) gibi PH (Pleckstrin homology) bolgesi iceren adaptér ve efektor
proteinlerin hicre membranina birikimini saglar. PH bodlgelerinin PIP3 ile

etkilesimi bu molekillerin aktivasyonuna yol acar (44, 47, 48).

Akt, multifonksiyonel bir serin/treonin kinaz olup hicre doéngusda,
sagkalim, hucre geligimi, hlcresel metabolizma, anjiyogenez, migrasyon ve
invazyon gibi faaliyetleri duzenlemektedir. Akt proteininin farkli genler
tarafindan kodlanan 3 izoformu vardir. Bu izoformlarin ekspresyonu doku
tipine bagli olarak degismektedir. Akt'nin aktivasyonu PI3K tarafindan
duzenlenmektedir. Akt, PI3K aktivasyonu ile olusan PIP3’e baglanarak hicre
membrani ile etkilesime girer ve burada PDK1 tarafindan T308 ve mTORC2
kompleksi tarafindan S473 rezidulerinden fosforillenerek aktive olur. Aktif Akt
farkh hucresel fonksiyonlari gerceklestiren hedef proteinleri fosforilleyerek
onlarin aktivasyonuna ya da inaktivasyonuna yol agmaktadir. Pro-apoptotik
proteinlerin fosforile edilmesi inaktivasyona yol acar ve sagkalimi uyarilir.
Hucre dongusinde yer alan inhibitorleri ve aktivatorleri module ederek hucre
doéngusunun ilerleyigini ve proliferasyonu uyarir. Bunun yaninda HIF-
1(Hypoxia-inducible factor 1) ve VEGF(Vascular endothelial growth factor)

ekspresyonlari Akt uyarisi ile induklenerek anjiyogenez uyarilir. Akt, FOXO



15

(Forkhead Box Protein O) transkripsiyon faktorlerinin lokalizasyonunu da
duzenlemektedir. Akt, FOXO proteinlerini fosforile ederek nukleusta bulunan
14-3-3 proteini i¢in baglanma boélgesi olusturur. Bu protein ise FOXO ailesi
dyelerinin hedef genlere baglanmasini engelleyerek nikleustan sitozole
gegisini saglamaktadir (Sekil 2.5) (42, 49-51).

mTORC1, Aktnin module ettigi onemli bir protein kompleksidir.
mTORC1 aktivasyonu besin ve buyume faktoru sinyallerinin etkilegsimi ile
meydana gelir. Akt TSC2'yi (Tuberous sclerosis protein 2) fosforilleyerek
inaktive eder bdylece Rheb (Ras homolog enriched in brain) proteini GTP
(Guanosine triphosphate) ile etkileserek aktive olur ve mTORC1 uyarir.
MTORC1 de S6K ve elF4E (Eukaryotic translation initiation factor 4E)
araciligi ile protein sentezini ve hicre bliyumesini uyarir. mTORC1 tarafindan
aktive edilen S6K proteini PI3K/Akt sinyal yolagi Uzerinde bir negatif geri
bildirim yapmaktadir (52-54).

RTK RTK
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Sekil 2.5 PI3K/Akt Sinyal Yolagi
(Manning B.D., Cantley L.C., 2007°den alinmistir.)



16

Kanser hucrelerinde kontrolsiz olarak aktive olan PI3K/Akt sinyal
yolagi hucre proliferasyonundan sagkalima, migrasyondan invazyona ve
tumor buyumesinden anjiyogeneze kadar bir¢ok islevde rol oynamaktadir. Bu
hicrelerde tumoér baskilayici proteinlerin  fonksiyonel kaybi veya bir

onkoproteinin aktivasyonu da karsinogenezde dnemlidir (7, 55).

PI3K/Akt yolaginin birgok bileseni kanserde genetik olarak degisime
ugramistir. Bu yolakta tumor baskilayici protein olarak goérev alan PTEN
(Phosphatase and tensin homolog) dual lipid ve protein fosfatazdir. PI3K’'nin
ariind olan PIP3’Gn PIP2’ye dénuisimunu saglar. Boylece Akt ve PDK1 gibi
PH bolgesi iceren molekullerin plazma membranina birikimini engelleyerek
yolag! inaktive eder. TUumor hucrelerinde meydana gelen mutasyonlar,
delesyonlar ve promotor metilasyonlari PTEN'’in fonksiyonel kaybina yol acgar.

Bu da PI3K/Akt yolaginin kontrolsliz aktivasyonunu tetikler (56-58).

2.4.1 PI3K/Akt Sinyal Yolagi ve Meme Kanseri

Hucrede, sinyal iletimi, hucre gelisimi, proliferasyon ve apoptozu
duzenleyen yolaklarda meydana gelen degisimler meme kanserinde rol
oynarlar. Bu nedenle PI3K/Akt sinyal yolagi meme kanseri ¢alismalarinda
onemli bir yere sahiptir. PI3K/Akt sinyal yolaginin aberan aktivasyonu ile
iligkili genetik degisiklikler, PIK3CA ve Akt mutasyonlari ve PTEN tumor

baskilayici proteininde fonksiyon kaybina yol agan mutasyondur (59-61).

Meme kanserinde goérilen PI3K/Akt yolak mutasyonlarindan en
onemlisi p110a katalitik alt Gnitesini kodlayan PIK3CA geninde meydana
gelen mutasyonlardir. Bu mutasyonlar U¢ amino asit rezidisinin bagka
amino asit reziduleriyle yer degistirmesi sonucu meydana gelir. Bunlar helikal
bolgede bulunan E542K, E545K ve kinaz bolgesinde bulunan H1047R
reziduleridir. Bu mutasyonlar p85 duzenleyici alt birimi ile p110a katalitik alt
birimi arasindaki etkilesimi inhibe ederek enzimatik fonksiyonun artisina yol
agar. Ayrica Akt'nin PH bolgesindeki 17. amino asit olan lizinin glutamik asit

ile yer degistirmesi (E17K), bu serin/treonin kinazin plazma membranina
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surekli lokalizasyonunu saglar. Boylece Akt sinyal molekulinun aktivasyonu

artar ve onkojenik transformasyona neden olur (62-64).

Hucre disindan sinyalin alinip hicre igine aktarilmasini saglayan
reseptdor tirozin  kinazlarin, o6zellikle HER2, amplifikasyonu ve
ekspresyonundaki artis meme kanseri patofizyolojisinde énemli bir yere
sahiptir. Buna ek olarak, HER2/HER3 heterodimerinin aktivasyonu da
PI3K/Akt sinyal yolaginin anormal bir sekilde uyarilmasini saglamaktadir (65,
66).

PI3K/Akt sinyal yolagi mutasyonlari, meme kanserinde 6zellikle HER2

hedefli tedavilere direng gelisiminde énemli rol oynarlar (66,67).

2.4.2 EGF Reseptor Ailesi inhibitorleri

Tumor hicrelerinde oldukga aktif olan PI3K/Akt sinyal yolaginin
aktivitesini engellemek icin reseptér tirozin kinazlarin inhibisyonunu
hedefleyen stratejiler gelistiriimistir. EGFR inhibitorleri iki gruba ayrilir:
Monoklonal antikorlar reseptdriin hicre digindaki kismi ile etkilegir. Tirozin
kinaz inhibitdri olan ajanlar ise hucre igindeki kinaz bdlgesine baglanirlar
(68).

HER2 reseptdrinun hicre digi bolgesine baglanan trastuzumab bu
reseptorin endositozuna neden olarak HER2 araciligi ile meydana gelen
PI3K/Akt ve Ras/MAPK sinyal yolaklarinin aktivasyonunu azaltmaktadir.
Pertuzumab HER2 Gzerinde etkili bir monoklonal antikor olup bu reseptorin
homo- ve heterodimerizasyonunu engellemektedir. Bu antikor, reseptorin
hicre disi bolgesine baglanarak HER2'nin  heregulin ile uyariimis

aktivasyonunu 6énler ve hicre blytumesini inhibe eder (27, 40).

Tirozin kinaz inhibitéri olan gefitinibb EGFR (HER1)'nin katalitik
kisminda bulunan ATP baglanma bdlgesi ile etkilesime girerek reseptorun
otofosforilasyonunu onler ve sinyal yolaklarinin aktivasyonunu engeller.

Boylece EGFR eksprese eden tumaor hlcrelerinin gelisimini inhibe eder (69,
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70). EGFR'yi spesifik olarak hedefleyen inhibitor olan erlotinib reseptorin
katalitik kismindaki ATP baglanma bolgesi ile etkilesime girer ve inaktif
EGFR homodimerlerinin olusumunu uyarir. EGFR ile uyarilan sinyal
yolaklarinin erlotinib tarafindan inhibisyonu hticre proliferasyonunu ve timor
anjiyogenezini Onleyerek ve apoptozu inhibe ederek anti-timor atkivitesi
gosterir (27, 71, 72).

Meme kanseri gibi solid tumorlerin tedavisinde kullanilan diger bir
tirozin kinaz inhibitérid olan lapanitib hem EGFR’nin hem de HERZ2'nin
katalitik bolgesine baglanarak bu reseptorlerin otofosforilasyonunu inhibe
eder (27, 73, 74).

Bu inhibitorlerin tek bagina uygulanmasi kanser hucrelerinde ilag
direncliliginin gelisimine neden olabilmektedir. Bu nedenle bu inhibitorlerin
sinyal yolaklarinin bilesenlerini etkileyen diger inhibitérlerle kombine edilerek
kanser hucrelerine uygulanmasi kanser tedavilerinde avantaj saglamaktadir
(27, 75).

2.4.3 PI3K/Akt inhibitérleri

PI3K heterodimerinin p110a katalitik alt Gnitesini kodlayan PIK3CA
genindeki somatik mutasyonlar basta meme kanseri olmak Uzere birgcok
kanser turtinde gorilmektedir. Bu mutasyonlar kanser hicrelerinde PI3K/Akt
sinyal yolaginin aktivasyonunu ve timor gelisimini uyarmaktadir. Bu sinyal
yolaginin inhibisyonu p110 katalitik alt Unitesini hedefleyen inhibitorler ile
saglanmaktadir. Bu inhibitérlerden Wortmannin p110 alt biriminin Lys802
rezidusu ile kovalent baglar kurarak geri donugumsuz sekilde PI3K'yi inhibe
eder. LY294002 inhibitord p110 katalitik alt Unitesinin ATP baglanma bdlgesi
ile etkilesime girerek PI3K'y1 inhibe eder. Bdylece hicre buyumesini

engelleyerek anti-tumor etkinlik gosterir (27, 76, 77).

Cesitli inhibitorler bu yolagin énemli bir bileseni olan Akt'yi hedefler. Bu
inhibitérler Akt izoformlarinin fosforilasyonunu ve aktivasyonunu inhibe

ederek etkilerini gosterirler. Bazi Akt inhibitorleri bu serin/treonin kinazin PH
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bolgesi ile etkileserek hicre membranina birikimini onler. Boylece inaktive
olan Akt hedef molekullerini etkileyemez. Bu da apoptozun uyarilamsina yola
agar (27, 78).

2.4.4 mTOR inhibitérleri

Akt'in  6nemli substratlarindan biri olan mTOR, onkojenik
transformasyona yol agan birgok genin translasyonundan sorumludur. Bu
nedenle mTOR inhibitorleri kansere karsi gesitli terapilerde kullaniimaktadir.
Meme kanserinin bu inhibitorlere karsi duyarli oldugu c¢esitli pre-klinik

calismalarda gosterilmistir (27, 79).

mTOR inhibitérlerinden rapamisin ve analoglart mTOR aracihg ile
meydana gelen tUmor olusumunu engelleyen anti-timoral etkilere sahiptir.
Rapamisin sitozolik bir protein olan FKBP12'ye baglanarak kompleks
olusturur ve bu kompleks mTORC1’e dogrudan baglanarak mTOR yolaginin
inhibisyonuna neden olur. Rapamisin disinda CCI-779 (temsirolimus) ve
RADOO1 (everolimus) inhibitorleri de mTOR kinazin aktivitesini inhibe ederek

anti-timoral etki gosterirler (80-82).

En fazla calisilan mTOR inhibitdri olan rapamisin, etkisini sadece
MmTORC1 Uzerinden gostermekte olup Akt'in S473 rezidlsunl fosforilleyen
MTORC2’'ye etki etmemektedir. Bunun yani sira rapamisin tarafindan
MTOR’un inhibisyonu S6K’nin fosforilasyonunu ve aktivasyonunu onler.
Bdylece bu proteinin reseptor tirozin kinazlar Gzerindeki negatif geri bildirim
dongusul ortadan kalkar ve reseptor tirozin kinazlar tekrar aktive olur. Bu da
PI3K sinyalinin ve Akt aktivasyonunun artigsina yol agar. Bu nedenle anti-
mTOR ajanlari meme kanserine kargi klinik etkinlige sahip olmakla beraber
geri bildirim dongusunun inaktivasyonu nedeniyle etkilerinin azaldigina dikkat
cekilmektedir (83-85).

mTOR inhibitérlerinin tek basina uygulanmasi yerine diger ajanlarla
kombine edilmesi veya dual inhibitorlerin kullanilmasi kanser tedavilerinde
daha etkili olabilmektedir (85).
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2.5 PI-103 (Dual PI3K ve mTOR inhibitérii)

P1-103, piridofuropirimidin yapisina sahip bir molekdl olup sinif 1A
PI3K ve mTOR prtoteinlerinin etkili bir inhibitoradur. PI3K'Iin katalitik alt
dnitesini olusturan p110’nun butin izoformlarini (p110a, p110B, pl110y ve
p1108) kuvvetli bir sekilde ve kompetitif olarak inhibe eder. PI3K ve mTOR
iceren kompleksler disinda yaklagik 70 protein kinaza karsi etki gosterdigi
cesitli calismalarda belirtilmistir (27, 86).

PI1-103 cesitli konsantrasyonlarda, insan glioma hicre dizilerinde
PI3K/Akt/mTOR vyolagini baskilayarak anti-proliferatif etki gosterdigi ve

toksisite olmaksizin timaor geligsimini inhibe ettigi géralmustur (10, 86).

Bu inhibitdrun hepatoseluler karsinoma hulcre dizisinde doza bagimli
sekilde proliferasyonu inhibe ettigi gosterilmistir. PI-103'Un PI3K ve
MTORC2'yi inhibe ederek Akt'nin fosforilasyonunu ve mTORC1’i inhibe
ederek de S6K aktivasyonunu 06nledigi bilinmektedir. Bu yol ile
PI3K/Akt/mTOR ve Ras/Raf/MAPK yolagi Uzerindeki negatif geri bildirim
dongusunu ortadan kaldirarak Ras/Raf/MAPK yolagini aktive ettigi ve bu
yolaktaki proteinlerin fosforilasyonunu arttirdi§i gosterilmistir (Sekil 2.6) (87).
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Sekil 2.6 PI-103 inhibitéranun PI3K/Akt/mTOR ve Ras/Raf/MAPK ' sinyal

yolaklari Gzerine etkisi (Gedaly R. ve ark. 2010’dan alinmigtir.)
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P1-103’Un, insan I6semik hicre dizilerinde PI3K ve mTOR
komplekslerini inhibe ederek siklin D ve SCFf? (Skp (S-phase kinase-
associated protein), Cullin, F-box containing complex) ekspresyonlarini
azalttig1 ve p27¢®! proteininin birikimine yol actigi belirtiimistir. Boylece hilcre
dongusint  G1 fazinda durdurdugu ve proliferasyonu baskiladigi
gosterilmigtir. Ayrica Bcl-XL (B-cell lymphoma-extra large) ve Mcl-1 (Myeloid
leukemia cell differentiation protein-1) anti-apoptotik proteinlerini baskilayarak

blast hiclerinde mitokondriyal apoptozu uyardigi gértlmustar (88).

P1-103’Un hem in vivo hem de in vitro yapilan galismalarda cesitli
kanser hucrelerinde invazyonu engelledigi, endotelyal hlcre fonksiyonu ve

vaskularizasyonu 6nleyerek angiyogenezi inhibe ettigi vurgulanmaktadir (86).

2.6 Epidermal Biuiyime Faktoriu Reseptorleri ve Terapotik Yaklagimlar

Kanser gelisiminde HER reseptor ailesinin rolu iyi bir sekilde
tanimlanmis olup bu ailedeki onkoproteinlerin inaktivasyonunu hedefleyen
terapilerin gelistiriimesi her gegcen gun daha fazla 6nem kazanmaktadir. Bu
terapilerde cesitli terapotik ajanlarin kullanimi, klinik yararlar saglamasinin
yaninda bu terapilere karsi ilag direngliliginin ortaya c¢ikmasinda da etkili

olmustur (89).

EGFR ve HER2 kanser olusumunun engellenmesi icin terapdtik olarak
hedeflenen 6nemli reseptorlerdir. Bu reseptdrlerden HER2'nin - meme
kanserinde asirt eksprese olmasi bu reseptore yonelik terapilerin
geligtiriimesine neden olmustur. Bu amagcla kullanilan anti-HER2 monoklonal
antikoru olan trastuzumab bu terapilerde etkili olmustur. Ancak bu ajanin tek
basina uygulanmasi beklentinin altinda sonuglar vermektedir. Trastuzumaba
kargi verilen yanitlarin ¢ogu gegici olmakta ve diren¢ mekanizmalarinin
olusumuna yol agmaktadir. HER2 pozitif meme kanserlerinde PTEN kaybi ve
PIK3CA geninde meydana gelen mutasyonlar trastuzumaba direngte etkilidir.
Bu diren¢g mekanizmalari meme kanseri hastalarinda trastuzumaba yanitin

azalmasina ve tumor geligsiminin hizlanmasina neden olmaktadir (90-92).
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Farkli epitoplari tanityan anti-HERZ2 antikorlarinin kombinasyon halinde
kullanilmasi ligand aracili aktivasyonun inhibe edilmesinde daha iyi sonuglar
vermektedir. Bu nedenle trastuzumab ve pertuzumabin kombine edildigi
tedaviler bu ajanlarin tek basina uygulandiklari tedavilere gore daha etkili
olmaktadir (93). ER pozitif tumdrlerde trastuzumab anti-endokrin tedavisi ile
kombine edildiginde daha iyi sonuglar vermektedir. Ayrica trastuzumabin,
anjiyogenezin onlenmesinde etkili bir ajan olan bevacizumab ile
kombinasyonu da VEGF aktivitesinin inhibisyonunda &6nemli rol
oynamaktadir. Etkili diger terapi yontemlerinden biri olan Hsp90 (Heat shock
protein 90) inhibitérleri HER2’nin ekspresyonunda azalmaya ve proteozomal
degradasyonunda artiga neden olur. Bu inhibitorler preklinik tumor
modellerinde anti-timoral ve anti-anjiyojenik  etkilere sahiptir
(35, 94).

HER proteinleri tarafindan tetiklenen kanserlerdeki ilag direngliligi
analizleri tedavinin basarisizliginda HER3 proteininin énemli roli oldugunu
gOstermigtir. Bu reseptdr ailesine yonelik higbir terapi HER3 reseptorunu
dogrudan etkilemez. Bu nedenle diger onkojenik HER proteinleri hedefe
yonelik terapiler ile inhibe edildiginde HER3 reseptorinin de fonksiyonunun
sona erecegi ¢esitli yayinlarda belirtiimigtir. Ancak HER3'Un diger HER ailesi
ile olusturdugu dimerlerin ilag tedavileri ile inhibisyonunun kisa sureli oldugu
ve HER3’Un, 6nemli bir aktivatori oldugu PI3K/Akt sinyal yolaginin tekrar
aktive ettigi cesitli calismalarda gozlenmigtir. BOylece anti-tumor ajanlarinin

apoptoz ile sonuclanan etkisi engellenmistir (31).

Kinaz fonksiyonu EGFR ve HER2 ile tetiklenen timor olusumu igin
zorunludur ve katalitik kinaz aktivitesinin inhibisyonu anti-tumor ajanlari igin
onemlidir. Tirozin kinaz inhibitérlerine direngte PI3K/Akt sinyal yolaginin
aktivitesi 6nemli rol oynar. Azalan PI3K aktivitesi ve HER3 fosforilasyonu
tirozin kinaz inhibitdrlerine duyarlih@i artirir. Tirozin kinaz inhibitorleri ile
Ras/MAPK sinyal yolaginin inhibisyonu cesitli adaptor proteinlerin (IRS-1 vb.)
aktivasyonunda artisa yol acar. Bu artis da PI3K/Akt sinyal yolaginin
aktivasyonunu artirir. EGFR ve HER2 amplifikasyonu igeren timorlerin tirozin

kinaz inhibitorleri ile tedavisi HER3 ekspresyonunda kompanse artisa neden
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olabilmektedir. Tirozin kinaz inhibitorlerinin, HER3 efektorlerinin PI3K
inhibitorleri ile kombinasyonu tirozin kinaz inhibitorlerine karsgi olusturulan

direncin Ustesinden gelebilir (31).

EGFR ve HER2 reseptorlerinin kinaz aktivitesini bloke eden lapatinibin
trastuzumab ile kombinasyonu tumor gelisiminde azalmaya yol agmaktadir
(90, 95). Ayrica EGFR’nin inhibisyonunda etkili olan gefitinib ve erlotinib tek
basina kullanildiklarinda meme kanserindeki etkileri yeterli olmamaktadir
ancak bu tirozin kinaz inhibitorleri diger sitotoksik ve molekuler hedefli

ajanlarla kullanildiklarinda apoptozun artisina neden olmaktadir (35, 96).

HER ailesinin olusturdugu dimerler ADAM (A Disintegrin And
Metalloproteinase) proteazlarin aktivitesinde artisa neden olur. ADAM
proteazlar transmembran EGF ligandlarinin serbest hale getiriimesinde rol
oynayan enzimler olup bu ligandlarin HER reseptorleri ile etkilesiminde rol
oynarlar. Bu sekilde HER dimerlerini aktive eden ADAM proteazlar hicre igi
sinyal yolaklarinin uyarilmasini saglayarak ila¢ tedavilerine kargi direng
mekanizmasi olustururlar. Bunun yaninda HER ailesinin c¢esitli anti-tumor
ajanlarn ile tedavisi diger reseptor tirozin kinazlarin ekspresyonunda artisa
neden olmaktadir, bdylece alternatif sinyal yolaklarinin uyariimasi hedefe

yonelik terapiler icin direng mekanizmalari olusturabilmektedir (24, 97).

Hedefe yonelik tedavilerin gelistirimesinde HER ailesinin énemi her
gecen gun artmaktadir. HER ailesinin roline dayanarak bu reseptorler ile ilgili
cesitli yaklagsimlarin gelistiriimesi etkili tedavi stratejilerinin belirlenmesine

onemli katkilar saglayacaktir (35, 90).

2.7 AMAG

Bu tez ¢calismasinda HER2 amplifikasyonu olan PTEN (+) SKBR-3 ve
EGFR amplifikasyonu olan PTEN (-) MDA-MB-468 insan meme kanseri
hicre dizilerinde PI-103 inhibitérinin EGFR, HER2 ve HER3 ekspresyonu

uzerinde zamana bagh etkisinin incelenmesi amaglanmaktadir.
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3. GEREG ve YONTEM

Bu tez calismasinda kullanilan tim malzemeler ve cihazlar, butln
deneylerin yuritildigu Hacettepe Universitesi, Onkoloji Enstitlisii Temel

Onkoloji Anabilim Dali arastirma laboratuvarinda bulunmaktadir.
3.1 Kimyasal Maddeler, Kitler ve Tamponlar

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasal maddeler, kitler ve tamponlar

temin edildigi firmalara gore asagida siralanmigtir.

Her3/ErbB3 Rabbit Anti-human Cell Signaling Technology-ABD
primer antikor
Her2/ErbB2 XP™ Rabbit Anti-human Cell Signaling Technology-ABD
primer antikor

EGF Receptor XP™ Rabbit Anti-human  Cell Signaling Technology-ABD
primer antikor

p-Akt (Serd473) XP™ Rabbit Anti-human  Cell Signaling Technology-ABD
primer antikor

p-Akt (Thr308) Rabbit Anti-human Cell Signaling Technology-ABD
primer antikor

Total-Akt Rabbit Anti-human Cell Signaling Technology-ABD
primer antikor

p-P70S6K (Thr389) Rabbit Anti-human  Cell Signaling Technology-ABD
primer antikor

B-actin Rabbit Anti-human primer antikor Cell Signaling Technology-ABD

Polyclonal Goat Anti-rabbit Dako-ABD
Immunoglobulins/HRP

Anti-rabbit IgG HRP linked antibody Cell Signaling Technology-ABD
P1-103 (pridofuroprimidin) Cayman Chemical - ABD

Akrilamid (1.29 akrilamid-bisakrilamid) Applichem-Almanya

Tris Applichem-Almanya
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Amonyum persilfat (APS)

Riedel-de Haen-Almanya

Tetramethylethylenediamine (TEMED)

Amresco-ABD

DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium)

Thermo-Scientific-ABD

DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium)

Gibco-ABD

FBS (Fotal Dana Serumu)

Lonza-Isvicre

L-glutamin

Biochrom-Almanya

Penisilin/Streptomisin

Biochrom-Almanya

PBS
(Phosphate Buffered Saline)

Oxoid-ingiltere

PBS
(Phosphate Buffered Saline)

Sigma Aldrich-Almanya

Tween 20

Applichem-Almanya

Super Signal West-femto
Maximum Sensitivity Substrate

Thermo Scientific-ABD

Bromfenol mavisi

Sigma-ABD

B-merkaptoetanol

Sigma-ABD

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

Sodyum Kilorur

Carlo Erba-italya

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)

Sigma-ABD

Sodyum dodesil sulfat (SDS)

Sigma Aldrich-Almanya
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Biitil alkol (Bitanol)

Sigma Aldrich-Almanya

Glisin

Sigma-ABD

Sodyum Florar

Merck-Almanya

Proteaz inhibitér Kokteyli (PIC)

Roche Diagnostic-Almanya

Yagsiz Sut Tozu

Pinar-Turkiye

Dimetil sulfoksit (DMSO)

WAK-Chemie Medical-Almanya

Tripan mavisi

Sigma-ABD

Quick Start Bradford Dye Reagent
1X Protein Kantitasyon Kiti

Biorad-ABD

Coomassie Plus Protein Assay
Reagent Kiti

Thermo Scientific-ABD

Bovine Serum Albumin Standart Seti

Biorad-ABD

Bovine Serum Albumin Standart Seti

Thermo Scientific-ABD

Metanol

Merck-Almanya

PVDEF-Plus Transfer Membran
0.45 micron

Thermo Scientific-ABD

Extra Thick Western Blotting Paper

Thermo Scientific-ABD

Full Range Rainbow
Molecular Weight Marker

GE Healthcare-ABD

Sodyum pirofosfat

Sigma-ABD

Calyculin

Cell Signaling Technology-ABD

Tripsin %0.05 (1X)

Thermo Scientific-ABD

Etilen glikol tetra asetik asit (EGTA)
izopropanol

Ambresco-ABD
Sigma-ABD
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Kodak Gel Logic 1500
Gorintileme Sistemi

Carestream Healty Inc.-ABD

Inverted Mikroskop

Olympus-ingiltere

Etav

Heraeus-Almanya

Otomatik Calkalayici

Heidolphy-Almanya

Sogutmali Mikrosantrifuj

Eppendorf-Almanya

Pierce Semi-dry Western Blot Cihazi

Thermo Scientific-ABD

Spektrofotometre

Spectramax-ABD

-80 °C Derin Dondurucu

Thermo Electron-ABD

Santrifuj

Heraeus-Almanya

Buz makinasi

Scotsman AF200-ingiltere

Elektroforez Gug¢ Kaynagi

Elite 300 Plus Wealtec-ABD

Hassas Terazi

Denver Instrument-ABD

Vorteks Clofton Cycline-ingiltere
Jel Yurutme Tanki Biorad-ABD

Distile Su Cihazi GFL-Almanya
Calkalayici GFL-Almanya
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Isitma Blogu

Techne Dri Bloc-ingiltere

Manyetik Karigtirici

Ika RH Basic-Almanya

Ceker Ocak

Unitest-Turkiye

Dikey Akimli Hava Kabini

Thermo-Electron-ABD

Su Banyosu

GFL-Almanya

+4 °C Soguk Oda

Alarko Carrier-Turkiye

+4 °C Buzdolabi

Bosch-Almanya

-20°C Derin Dondurucu

Bosch-Almanya

Thoma Lami

Fuchs Roshenthal-ABD

3.3 Hiicre Kiltiiriu

insan meme kanseri hiicre dizilerinden MDA-MB-468, Dr Isik Yulug,
Bilkent Universitesi Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolimi, Ankara,
Tarkiye’den, SKBR-3 hucre dizisi ise ATCC’den (American Type Culture
Collection) saglandi. iki hiicre dizisi de 25 cm? flask iginde, %10 FBS, 2
mmol/L L-glutamin, 100 IU penisilin ve 100 ug/ml streptomisin iceren DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) tam besiyeri ortaminda 37°C’'de % 5
CO; iceren etuvde c¢ogaltildi. Bu hucrelere serumsuz besiyeri ortaminda,
cesitli zaman araliklarinda ila¢ ile inkibasyon iglemi uygulandi. Hucreler
ATCC talimatlarina uygun olarak ¢ogaltildi ve 3. ile 11. pasajlar arasindaki
hidcreler kullanilarak deneyler vyuarutulda. Hucreler tripan mavisi ile
boyandiktan sonra Thoma lami kullanilarak sayildi ve ilag ile inkibasyon
dncesinde % 90’1n (izerinde canlilik olmasina dikkat edildi. ilag ile inkiibasyon

deneyleri icin, proliferatif fazda olan htcreler 2 x 10® hicre/kuyu olacak



29

sekilde 6 kuyulu plaklara ekildi ve %0 1 DMSO veya 1 uM PI-103 ile belirli
periyotlarda inkube edildi. Her deney kosulu igin birbirinden bagimsiz ug¢

tekrar yapilarak sonuglarin aritmetik ortalamalari alindi (Sekil 3.1).

3.4 Tripsinizasyon

Tripsinizasyon yontemi ile aderan meme kanseri hucre dizilerinin
flasktan ayrilmasi saglandi. Bu islem igin T-25 cm? flask igindeki besiyeri
steril bir kaba bosaltildi, flask 5 ml PBS (phosphate buffered saline) ile
yikandi ve daha sonra PBS uzaklastirildi. Bdylece hucreler yikanarak
besiyeri artiklari ve FBS (fetal bovine serum) ortamdan uzaklastirildi. Flask
icine 500 pl tripsin/EDTA koyuldu. Trpisin/EDTA bilesiginin hticreler tzerinde
homojen olarak yayillmasi saglandi ve 37 °C’de % 5 CO, igeren etlvde birka¢
dakika inkibe edildi. Flaskin tabanindan ayrilan hucreler inverted
mikroskopta kontrol edildikten sonra flaskin icine 5 ml tam besiyeri eklenerek
tripsin/EDTA’nIn aktivitesi sonlandirildi. Flask i¢inde suspansiyon halinde
bulunan hucreler 50 ml’lik falkon tlp igine alinip Gzerine 5ml daha tam
besiyeri eklenerek +4°C’de 2000 rpm’de 5 dakika santrifuj edildi. Santrifdj
isleminden sonra supernatant uzaklastirildi ve pelet Gzerine 10 ml tam
besiyeri eklendi. Pipetaj islemi yapilarak hicreler suspansiyon haline getirildi.
Suspansiyondan 10 pl alinarak 10 pl tripan mavisi ile karigtirildi. Bu karigimi
Thoma lami Uzerine yaymak suretiyle hicre sayimi yapildi. Her sayim igin
Thoma lami Uzerinden 5 alan segildi ve bu alanlarda sayilan hucrelerin
aritmetik ortalamasi alindi. Kullanilan Thoma laminin dlgileri 0.1 mm x 0.1
mm olup lam ile lamel arasindaki uzaklik 0.1 mm’dir. Bu nedenle hticrelerin
saylldigi her alan 0.001mm®e (0.0001 ml'ye) karsilik geldiginden sayilan
hicrelerin aritmetik ortalamasi 10.000 ile ¢arpildi. Elde edilen deger, hicre
suspansiyonu tripan mavisi ile boyandiginda 1:1 oraninda seyreldiginden, 2
ile carpilarak ml bagina dusen hucre sayisi hesaplandi. Bu sayiya gore, ilag
inkUbasyonlari igin 6 kuyulu plaklara, kuyu basina 2 x 108 hiicre ve 2 ml tam

besiyeri gelecek sekilde ekim yapildi.
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3.5 ilag Uygulamalari

Tripsinizasyon igleminden sonra 6 kuyulu plaklara ekilen hucreler
37°C’de % 5 CO, igeren etuvde 1 gece inkube edilerek aderan meme kanseri
hlcrelerinin plagin zeminine yapigmasi saglandi. Ertesi gun tam besiyeri
uzaklastirilarak yerine 2 ml serumsuz besiyeri (DMEM) eklendi ve 24 saat
inkiibe edildi. Bu iglem ile hucrelerin ayni proliferasyon fazinda yakalanmasi
ve tam besiyerinde bulunan serumun, kullandigimiz ajanla olasi etkilesiminin
ortadan kaldirnilmasi amaclandi. Hucrelere, %1 DMSO ve 1 uM PI-103

belirlenen sitrelerde muamele edildi.

3.5.1 PI-103 Stok Gozelti Hazirlanisi

P1-103, dikey havalandirmali kabin igerisinde steril kosullar altinda
hazirlandi. Kristalize kuru toz halinde bulunan 25 mg PI-103, dimetilsifoksit
icerisinde vortekslenerek final konsantrasyonu 5 mM olacak sekilde ¢6zuldu.

ilag stogu 500 ul hacimlerde alikotlara béliinerek -20°C’de muhafaza edildi.

3.5.2 PI-103’ln Hiicre Dizilerine Uygulanmasi

6 kuyulu plaklarda 24 saatlik serum starvasyonundan sonra
kuyulardan serumsuz besiyeri uzaklastiridi. Her kuyuya 2 yM PI-103 igeren
tam besiyerinden 1 ml koyuldu ve uzerine 1 ml tam besiyeri eklenerek kuyu
basina final konsantrasyonunun 1 yM olmasi saglandi. MDA-MB-468 ve
SKBR-3 hucre dizileri PI-103 ile 1,3,6,12 ve 24 saat inkibe edildi.
Inkiibasyondan sonra kuyulardan besiyeri uzaklastirildi ve lizat hazirlama

asamasina gegildi.
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Hicrelerin
gogaltilmasi

ilag ile

inklibasyon Tripsinizasyon

Serum
starvasyon

Hicrelerin
ekilmesi

Sekil 3.1 Hucre Kultird Uygulamalari

3.6 Lizat Hazirlama

Western blot deneyleri igin lizis tamponu hazirlandi. Bu tampon ¢ozelti,
icerigi % 0.5 NP-40, 120 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH: 7.4), 1 mM Sodyum
pirofosfat, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA olacak sekilde distile su icerisinde
¢ozilda ve 0.20 nm’lik filtreden gegcirilerek +4°C’de muhafaza edildi. Lizat
hazirlama asamasindan hemen 6once tampon c¢ozeltiye proteaz inhibitor
kokteyli (PIC), 50 nM Calyculin ve 20 mM Sodyum florlr eklendi. Tablet
halindeki PIC, 1 ml distile su igerisinde ¢6zuldl ve aktivite kaybini édnlemek
amaciyla -20°C muhafaza edildi. Lizat hazirlama agsamasindan énce her 1 ml

lizis tampon ¢dzeltisi 100 pl PIC solusyonu igerecek sekilde hazirlandi.
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Lizat hazirlama igleminin tim asamalari buz Uzerinde ve +4°C’de
gergeklestirildi. Tum ilag uygulama deneylerinin sonlandirma asamasinda 6
kuyulu plaklar +4°C 5 dakika bekletildi ve besiyerleri uzaklastirilip ¢ kez
PBS ile yikandi. Kuyu basina 400 pl lizis tampon ¢ozeltisi eklendi ve plaklar
calkalayici uUzerinde, 100 rpm devirde 5 dakika inkube edildi. Aderan
hlcreler, scraper ile 1 dakika sureyle kazinarak plak zemininden kaldirildi.
Kazima igleminden sonra plaklar galkalayici Gzerinde, 100 rpm devirde 10
dakika inkibe edildi. inkiibasyondan sonra kuyulara scraper ile kazima iglemi
yapildi ve plaklar tekrar calkalayici Uzerinde 100 rpm devirde 5 dk inkube
edildi. Bu inklibasyondan sonra kuyular son kez 5’er saniye daha scraper ile
kazindi ve kuyulardaki ornekler daha once -20°C’de sogutulan eppendorf
tiplerine aktarildi. Ornekleri iceren eppendorf tupleri +4°C’ye sogutulan
santrifijde 13000 rpm’de 10 dakika santriflj edilerek hicre ve c¢ozelti
atiklarinin dibe ¢okmesi saglandi. Bu sure sonunda proteinlerimizi igeren
supernatant +4°C daha 6nce -20°C’de sogutulan eppendorf tlplerine alinarak
-80°C’de muhafaza edildi (Sekil 3.2).

3.7 Protein Kantitasyonu

Western blot deneyleri igin gerekli protein miktarini belirlemek
amaciyla elde edilen lizatlardaki protein konsantrasyonlari Bradford
yontemiyle hesaplandi. MDA-MB-468 meme kanseri hiucre dizilerinden elde
edilen lizatlarin protein kantitasyonu Quick Start 1X Dye Bradford Reagent
Kiti ile yapildi. DUz tabanh 96 kuyulu plaklardaki her kuyuya 190 ul Dye
Reagent solUsyonu konuldu. Standartlar i¢in 7 kuyu, her lizat i¢in bir kuyu ve
kontrol icin de bir kuyu kullanildi. Bovine Serum Albumin standart
orneklerinden 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 konsantrasyonlarindaki tupler ayri ayri vortekslenerek
190 ul Dye Reagent solisyonu koyulan kuyularin Gzerine 10 pl ilave edildi.
Daha once hazirlanan protein lizatlar ayri ayri vortekslenerek Western blot
yapacagimiz ornek sayisi kadar Dye Reagent solUsyonu igeren kuyularin
uzerine 10 pl ilave edildi. Kontrol amagh olarak bir kuyuya 190 ul Dye
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Reagent sollsyonu uzerine 10 ul lizis tampon ¢oézeltisi ilave edildi. SKBR-3
meme kanseri hiucre dizilerinden elde edilen lizatlarin protein kantitasyonu
Coomassie Plus Protein Assay Reagent Kiti ile yapildi. Diz tabanh 96 kuyulu
plaklarda standartlar igin 7 kuyu, her lizat igin bir kuyu ve kontrol i¢in de bir
kuyu kullanildi. Bovine Serum Albumin standart érneklerinden 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
konsantrasyonlarindaki tupler ayri ayri vortekslenerek kuyulara 10 pl koyuldu.
Daha once hazirlanan protein lizatlari ayri ayri vortekslenerek Western blot
yapacagimiz ornek sayisi kadar kuyuya 10 pl koyuldu. Kontrol amagli olarak
bir kuyuya 10 pl lizis tampon ¢dzeltisi koyuldu ve kullanilan butin kuyulara
300 pl Coomassie Plus Protein Assay Reagent soliisyonu eklendi. Orneklerin
homojen olarak karisabilmesi icin kuyulara hafifce pipetleme islemi
uygulandi. Spektrofotometrik olarak hatali 6lgime neden olacagindan
kuyucuklarda baloncuk olugsmamasina 6zen gosterildi, olusan baloncuklar
igne yardimiyla ortadan kaldirildi. DUz tabanh 96 kuyulu plaklar ¢alkalayicida
30 saniye karistirildi ve karanlikta 10 dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan
sonra plaklarin 595 nm’de spektrofotometrik Olgimleri yapildi. Protein
lizatlarinin konsantrasyonlari, standartlarin OD (optik dansite) degerlerine

gore cikartilan standart grafikleri kullanilarak hesaplandi.

Western blot deneylerimiz, tam protein ekstraksiyonu yapilarak asagidaki

hesaplamaya gore 50 ug protein lizat yuklenerek gerceklestirildi.

e Bradford analizinden elde edilen sonug, drnekler Quick Start 1X Dye
Reagent solisyonu ile 1:20 oraninda seyreltildiginden 20 ile,
Coomassie Plus Protein Assay Reagent sollisyonu ile 1:30 oraninda
seyreltildiginden 30 ile ¢arpildi.

e Bu islemden elde edilen sonu¢ Bradford analizinde kullanilan
standartlar mg/ml cinsinden oldugu ic¢in 1ml lizat igerisinde bulunan
protein miktarinin mg olarak kargiligidir. Bu da bize 1 pl lizat igerisinde

bulunan protein miktarinin pg cinsinden karsiligini verir.
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e ug/pl cinsinden hesaplanan protein miktarindan, dogru oranti
kullanilarak kuyu basina 50 ug protein yukleyebilmek i¢in gereken lizat
miktari hesaplandi. Ornekler Western blot icin yliklenmeden énce
SDS-jel yukleme tamponu ile 1:1 oraninda karistirilacagindan

kullanilacak miktar iki ile carpildi.

Besiyerini
uzaklastirma

-80°C
saklama/ Liziz tampon
denatlirasyon

Protein

miktar tayini Scraper ile

kazima

Slispansiyonu
toplama

Sekil 3.2 Lizat Hazirlama iglemi

3.8 Western Blot

Western blot icin yuklenecek miktarlarin hesaplanmasinin ardindan
orneklerin SDS-jel yukleme tamponu ile 1:1 oraninda karistiriimasi islemi,

SDS-jel yukleme tamponunun igeriginde bulunan B-merkaptoetanolden
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dolayi ¢eker ocak igerisinde yapildi. Daha sonra ornekler is1 blogu igerisinde
95°C’de 5 dakika isitilarak denature edildi. Bu islemden sonra 6rnekler buzda
1 dakika bekletildi ve %10’luk poliakrilamid jele ylklenerek (90 volt) 1 saat 30
dakika yurataldu.

3.8.1 Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Western blot icin %10’luk poliakrilamid jel hazirlandi. Bu jelin

hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler ve miktarlari agagida belirtilmigtir.

Yurutme Jeli 1jelicin 2 jelicin 3jelicin 4 jeligin

dH,O 4 ml 5,9 ml 8 ml 11,8 mi

Akrilamid/Bis 3 mil 5ml 6 ml 10 ml
(1:29)

Tris 1,5M 2,5 ml 3,8 mil 5 ml 7,6 mi

(pH: 8.8)

SDS (%10) 0,1 ml 0,15 ml 0,2 mi 0,3 ml

APS (%10) 0,1 mi 0,15 ml 0,2 mi 0,3ml

TEMED 0,004 ml 0,006 ml 0,008 ml 0,012 ml
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Yukleme Jeli 1jelicin  2jeligin 3jelicin 4jeligin

dH,O 2,1 ml 4,2 ml 5,4 ml 10,8 mi

Akrilamid/Bis 0,5 ml 1ml 1,34 ml 1,68 ml
(1:29)

Tris 0,5M 0,38 ml 0,76 ml 1ml 2ml

(pH: 6.8)

SDS (%10) 0,03 ml 0,06 ml 0,08 ml 0,16 ml

APS (%10) 0,03 ml 0,06 ml 0,08 ml 0,16 mi

TEMED 0,003 ml 0,006 ml 0,008 ml 0,016 ml

Amonyum persilfat (APS) akrilamidin polimerizasyonunu baslatirken
tetrametiletilendiamine (TEMED) polimerizasyonu hizlandirir. Bu nedenle
APS ve TEMED jel dokilmeden 6nce karisima eklendi. Biorad Western
tankina ilk o6nce yudratme jeli yuklendi. Havayla temas, akrilamidin
polimerizasyonunu engelledidi icin bu jelin Gzerine yaklasik 100 pl bitanol
(veya izopropanol) eklenerek jelin hava ile temasi kesildi. Bu igslem ile ayni
zamanda jele duzgun bir yluzey alani saglandi. Yurutme jeli tamamen
polimerize olduktan sonra jel Uzerindeki butanol (veya izopropanol) dH,O ile
yikanarak uzaklastirildi. YUrutme jeli Uzerine yUkleme jeli dokuldu ve taraklar

yerlestirildi.

Yukleme jelinin polimerizasyonunun ardindan oOrnekler ve marker
kuyucuklara yuklenerek jel 90 voltta 1 saat 30 dakika elektroforez tankinda
yurutuldd. Bu sure sonunda jel elektroforez tankindan c¢ikarildi ve iki cam
arasindan alindi. Bu iglem, jel kurumadan yapilmasi gerektiginden dH,O

icerisinde, 1slatilmis bir spatiil yardimiyla gerceklestirildi. Ornek icermeyen
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kisimlar spatul ile kesilerek uzaklastirildi ve jel dH,O igerisine alindi.

Calkalayicida 100 rpm devirde 10 dakika boyunca dengelendi.

3.8.2 Semi-dry Transfer ve Blotlama

Elektroforez isleminden sonra ornekler Pierce Semi-dry Western Blot
cihazi kullanilarak polivinildiflorid (PVDF) membran Uzerine transfer edildi. Bu
islem icin PVDF membran ve filtre kagitlari belirli élgilerde kesildi. PVDF
membran % 100 metanol igerisinde birka¢c saniye bekletildi. Bdylece
membranin polarize olmasi saglandi. PVDF membran ve filtre kagitlari 1X
transfer tamponu igerisine alinarak calkalayicida 100 rpm devirde 15 dakika
dengelendi. Transfer tamponu, 125 mM Tris, 50 mM Glisin igerecek sekilde
(5X) stok halinde hazirlandi ve +4°C muhafaza edildi. Transfer tamponunun
1X konsantrasyona seyreltiimesi icin 1:1:3 oraninda sirasiyla 5X tampon
cOzelti, % 100 metanol ve dH,O karistirildi. Her membran i¢in 100 ml 1X
transfer tamponu kullanildi. Suda dengelenen jel 1X transfer tamponuna
alinarak burada 15 dakika dengelenmesi saglandi. Bu islemden sonra Pierce

Semi-dry Western Blot cihazi ile transfer iglemi gergeklestirildi.

Semi-dry Western Blot cihazinin zemini anot, tavani ise katot olacak
sekilde gug¢ kaynagina baglandi. Zemine bir kat filtre kagidi, Gzerine PVDF
membran, membranin Uzerine jel ve en Uste de bir kat daha filtre kagidi
uygun bicimde vyerlegtirildi. Hava kabarcigi kalmayacak sekilde cihaz
sikigtirildiktan sonra 25 voltta 30 dakika transfer yapildi. Transfer isleminden
sonra PVDF membran, PBS-T (% 0,1 PBS-Tween 20) icinde ¢ozllerek
hazirlanan % 5’lik yagsiz sut tozu igerisine alindi ve galkalayicida, 100 rpm
devirde, 1 saat blokasyon islemine tabi tutuldu. Blokasyon igleminden sonra
sut tozu sollsyonu dokuldi ve membran birkag kere dH,O ile yikanarak
Uzerindeki suttozu kalintilari uzaklastirildi. Daha sonra yapilacak deneye

bagdli olarak primer antikor ile inkibasyon islemine gegildi.
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HERBS3/ErbB3 proteini igin, HER3/ErbB3 rabbit anti-human monoklonal
antikoru (1:1000 ; Cell Signaling, ABD), HER2/ErbB2 proteini igin,
HER2/ErbB2 XP™ rabbit anti-human monoklonal antikoru (1:1000 ; Cell
Signaling, ABD), EGFR/HER1/ErbB1 proteini i¢in, EGRF Receptor XP™
rabbit anti-human monoklonal antikoru (1: 1000 ; Cell Signaling, ABD), p-Akt
proteini igin, p-Akt (Ser473) XP™ ve (Thr308) rabbit anti-human monoklonal
antikorlar1 (1:1000 ; Cell Signaling, ABD), p-P70S6K proteini igin, p-P70S6K
(Thr389) rabbit anti-human monoklonal antikoru kullanildi. Primer antikor
eklendikten sonra membran +4°C soduk odada g¢alkalayici Gzerinde, 100 rpm
devirde, bir gece inkiibe edildi. inkiibasyon isleminden sonra membrandan
primer antikor uzaklastirildi ve membran PBS-T ile oda sicakliginda, U¢ kez
10 dakika boyunca galkalayici Gzerinde, 100 rpm devirde yikandi. Yikama
isleminden sonra kullanilan primer antikorun Uretildigi kaynaga gore
membran sekonder antikorla oda sicakliginda, ¢alkalayici Gzerinde, 100 rpm
devirde, 1 saat boyunca inklbe edildi. Sekonder antikorlar olarak kaynagi
rabbit olan primer antikorlar icin Polyclonal Goat Anti-rabbit
Immunoglobulins/HRP (1:2500 ; Dako, ABD) veya Anti-rabbit IgG HRP linked
antibody (1:2500 ; Cell Signaling, ABD) kullanildi. Sekonder antikor ile
inkiibasyondan sonra, membran PBS-T ile oda sicakliginda, tU¢ kez 10
dakika boyunca calkalayici Uzerinde, 100 rpm devirde yikandi ve

kemoliminesans goruntuleme icin hazir hale getirildi.

Her PVDF membran icin ylkleme miktarlarini normalize etmek
amaciyla membranlara B-aktin ile reblot yapildi. Reblot yapilmadan once
membran PBS-T ile oda sicakliginda, calkalayici tUzerinde, 100 rpm devirde,
15 dakika yikandi. Bu islemden sonra membran PBS-T iginde ¢6zulerek
hazirlanan % 5’lik yagsiz sut tozu igerisine alindi ve calkalayici uzerinde, 100
rom devirde, 1 saat bloklandi. Blokasyon isleminden sonra sut tozu
sollisyonu dokuldi ve membran birka¢ defa dH,O ile yikanarak Uzerindeki
sut tozu kalintilari uzaklastirildi. B-aktin icin, B-aktin rabbit anti-human
monoklonal antikoru (1: 2500 ; Cell Signaling, ABD) kullanildi. Membran, oda
sicakhginda, calkalayici Uzerinde, 100 rpm devirde, 1 saat inklbe edildi.

inkiibasyon islemi sonunda membran, PBS-T ile oda sicakliginda, li¢c kez 10
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dakika boyunca c¢alkalayici Uzerinde, 100 rpm devirde yikandi. Yikama
isleminden sonra, membran Polyclonal Goat Anti-rabbit
Immunoglobulins/HRP (1:2500 ; Dako, ABD) veya Anti-rabbit IgG HRP linked
antibody (1:2500 ; Cell Signaling, ABD) ile oda sicakliginda, calkalayici
uzerinde, 100 rpm devirde, 1 saat inkube edildi. Sekonder antikorla
inkibasyondan sonra, membran PBS-T ile oda sicakliginda, u¢ kez 10
dakika boyunca c¢alkalayici Uzerinde, 100 rpm devirde yikandi ve

kemolUiminesans goruntuleme icin hazir hale getirildi.

3.9 Kemoliiminesans Goriintiileme

Yikama islemleri tamamlandiktan sonra membran kurumadan Super
Signal West-femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific, ABD)
Kiti kullanilarak boyama iglemi gercgeklestirildi. West-femto kullanim
protokoline uygun olarak hazirlanan substrat solusyonu membranin tim
yuzeyini kaplayacak sekilde eklenerek, 5 dakika sure ile karanhkta inklbe
edildi. Kodak Gel Logic 1500 (Carestream Healty Inc. , ABD) goéruntuleme

sistemi kullanilarak protein bantlari goruntulendi.

3.10 Dansitometrik Analiz

Kodak Gel Logic 1500 goéruntlleme sisteminde bulunan molekuler
goruntuleme analiz  yazihmi  kullanilarak  dansitometrik  analizler
gerceklestirildi. Her bagimsiz deneyde, protein bantlari ve B-aktin yukleme
kontrolleri i¢in dansitometrik analizler yapildi ve protein bant yogunluklarinin
B-aktin bant yogunluklarina olan oranlari ayri ayri hesaplanarak elde edilen

verilerin ortalamasi alindi.
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3.11 istatistiksel Analiz

MDA-MB-468 ve SKBR-3 hlcre dizilerinde protein ekspresyonu
degisiklikleri Student’s t testi ile analiz edildi, istatistiksel analiz icin Microsoft
Excel 2010 yazihmi kullanildi ve testin sonucunda p<0,05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 MDA-MB-468 Hiicre Dizisinde PI1-103 ile PI3K/Akt Sinyal Yolaginin

inhibisyonu

MDA-MB-468 hucreleri 1, 3, 6, 12 ve 24 saat sureyle 1 yM PI-103 ile
inkiibe edilerek bu inhibitériin PI3K/Akt sinyal yolagi Uzerindeki etkisi
incelendi. p-Akt (Serd73), p-Akt (Thr308) ve p-p70S6K ekspresyon duzeyleri
Western blot yontemi ile degerlendirildi. PI-103 uygulanmayan hucreler sinyal

yolaginin bazal aktivitesini gozlemlemek i¢in kontrol olarak kullanildi.

4.1.1 PI-103’in MDA-MB-468 Hucre Dizisinde p-Akt (Ser473) Ekspresyon

Duzeyine Etkisi

MDA-MB-468 hcrelerinde, PI-103'Un p-Akt (Ser473) ekspresyonu
uzerine zamana bagh etkisi incelendi (Sekil 4.1, Tablo 4.1). p-Akt (Ser473)
ekspresyonunda, bir saatlik inkibasyonun sonunda % 90 oraninda , tglncu
saatin sonunda ise % 77 oraninda azalma oldugu saptandi. Bu inhibisyon
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). 6. saatin sonunda ise PI-103’e
bagli inhibisyonun kismen ortadan kalktigi ve p-Akt dlizeyindeki azalmanin
(%28) anlaml olmadidi saptandi (p>0,05). 12. saatten itibaren p-Akt (Ser473)
ekspresyonunun tekrar kontrol hicrelerindeki ekspresyon duzeyine ulastigi
ve 24. saatin sonunda da anlamh bir degisilklik olmadidi belirlendi (p>0,05).

(Sekil 4.2-4.3). Tum kosullarda total Akt dizeyinin ise degismedigi gozlendi.



p-Akt (Ser473)

Total Akt

PI-103 (1 uM)

Kontrol 1 3 6 12 24  (saat)
R - e o) GEED
— S W e G s

B-aktin e G- — . D D
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60 kD

60 kD

45 kD

Sekil 4.1 MDA-MB-468 hucre dizisinde PI-103’Gn zamana bagli olarak
p-Akt (Serd73) ekspresyonuna etkisi

Tablo 4.1 MDA-MB-468 hucre dizisinde p-Akt (Ser473) ekspresyonuna ait
ortalama relatif bant yogunlugu (n=3) (p-Akt (Ser473) / B-Aktin)

Ortalama Relatif Bant Yogunlugu * SD
Kontrol 0,83 0,203
P1-103 (1 saat) 0,08 + 0,048
P1-103 (3 saat) 0,19 + 0,145
PI-103 (6 saat) 0,63 * 0,165
PI-103 (12 saat) 0,93 £ 0,107
PI-103 (24 saat) 0,89 + 0,149
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p-Akt (Ser473) Ekspresyonu
Relatif Bant Yogunlugu (p-Akt/B-aktin)
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o
1

Sekil 4.2 MDA-MB-468 hucre dizisinde PI-103’Uin zamana bagh olarak
p-Akt (Serd73) ekspresyonuna etkisi
(Dansitometrik Analiz, *p<0,05 , n=3)

140 -

120 -
100 -
80 -
60 A
40 A
0 4 . . .

Kontrol 1 saat 3 saat 6 saat 12 saat 24 saat

Degisimi (%)

N
o

p-Akt (Ser473) Ekspresyon

Sekil 4.3 MDA-MB-468 hicre dizisinde PI-103’ln zamana bagli olarak
p-Akt (Serd73) ekspresyonuna etkisi (% Degisim)
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4.1.2 PI-103’iun MDA-MB-468 Hucre Dizisinde p-Akt (Thr308) Ekspresyon

Duzeyine Etkisi

MDA-MB-468 hucrelerinde, PI-103’Gn p-Akt (Thr308) ekspresyonu
Uzerine zamana bagh etkisi incelendi (Sekil 4.4, Tablo 4.2). p-Akt (Thr308)
ekspresyonunda bir saatlik inkibasyonun sonunda % 87 oraninda, U¢ saatin
sonunda ise % 75 oraninda azalma oldugu tespit edildi. Bu inhibisyon
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). 6 saatlik inkiibasyon sonrasinda
ise inhibisyonun azaldidi (% 31) gozlemlendi ve bu etkinin istatistiksel olarak
anlamli olmadidi belirlendi (p>0,05). 12 ve 24 saatlik inkibasyondan sonra
ise, p-Akt (Thr308) ekspresyonunda kontrol hucrelerine kiyasla anlamli bir
degisim saptanmadi (p>0,05) (Sekil 4.5-4.6). Tum kosullarda total Akt

duzeyinin ise degismedigi gozlendi.

PI-103 (1 pM)

Kontrol 1 3 6 12 24 (saat)
p-Akt (Thr308) e=—. - -~ o owy 60 kD

Total Akl = g~ w— w— " — 60 kD

B-akiin ouep e - o= G G 45 kD

Sekil 4.4 MDA-MB-468 hucre dizisinde PI-103’Un zamana bagli olarak
p-Akt (Thr308) ekspresyonuna etkisi



Tablo 4.2 MDA-MB-468 hucre dizisinde p-Akt (Thr308) ekspresyonuna ait
ortalama relatif bant yogunlugu (n=3) (p-Akt (Thr308) / B-Aktin)
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Ortalama Relatif Bant Yogunlugu * SD
Kontrol 1,26 £ 0,337
P1-103 (1 saat) 0,17 * 0,065
P1-103 (3 saat) 0,31 £0,131
P1-103 (6 saat) 0,87 £ 0,235
P1-103 (12 saat) 1,12+0,120
PI-103 (24 saat) 1,14 £ 0,080

1,8 1

p-Akt (Thr308) Ekspresyonu
Relatif Bant Yogunlugu (p-Akt/B-aktin)

Kontrol

16 —_—
14 1

1,2

0,8

0,6

04 -

0,2

0 - :

1 saat 3 saat 6 saat 12 saat 24 saat

Sekil 4.5 MDA-MB-468 hucre dizisinde PI-103’Un zamana bagli olarak
p-Akt (Thr308) ekspresyonuna etkisi

(Dansitometrik Analiz, *p<0,05 , n=3)
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Kontrol 1 saat 3 saat 6 saat 12 saat 24 saat

Sekil 4.6 MDA-MB-468 hucre dizisinde PI-103’Gn zamana bagli olarak
p-Akt (Thr308) ekspresyonuna etkisi (% Degisim)

4.1.3 P1-103’tin MDA-MB-468 Hiicre Dizisinde p-p70S6K Ekspresyon

Duzeyine Etkisi

MDA-MB-468 hucrelerinde, PI-103’'Un p-p70S6K ekspresyonu Uzerine
zamana bagh etkisi incelendi (Sekil 4.7, Tablo 4.3). p-p70S6K
ekspresyonunda, bir saatlik inkiibasyonun sonunda % 85 oraninda, ¢ saatin
sonunda ise % 75 oraninda azalma oldugu saptandi. Bu inhibisyon
istatistiksel olarak anlamh bulundu (p<0,01). 6. saatin sonunda ise PI-103’e
bagli  inhibisyonun kismen ortadan kalktigi ve p-p70S6K duzeyindeki
azalmanin (%38) anlamh olmadigi saptandi (p>0,05). 12 ve 24 saatlik
inkiibasyondan sonra ise, p-p70S6K ekspresyonunda kontrol hucrelerine

kiyasla anlamli bir deg@isim saptanmadi (p>0,05) (Sekil 4.8-4.9).
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PI-103 (1 uM)

Kontrol 1 3 6 12 24 (saat)
p-p70S6K il - ¢ & Se . 70KD

B-aklin e e e o= CND SND 45 kD

Sekil 4.7 MDA-MB-468 hucre dizisinde PI1-103’Un zamana bagl olarak
p-p70S6K ekspresyonuna etkisi

Tablo 4.3 MDA-MB-468 hucre dizisinde p-p70S6K ekspresyonuna ait
ortalama relatif bant yogunlugu (n=3) (p-p70S6K / 3-Aktin)

Ortalama Relatif Bant Yogunlugu * SD

Kontrol 0,96 £ 0,118
PI1-103 (1 saat) 0,14 + 0,132
PI1-103 (3 saat) 0,23 £ 0,151
P1-103 (6 saat) 0,58 £ 0,274
P1-103 (12 saat) 1,01 £ 0,030

P1-103 (24 saat) 0,86 £ 0,065
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Sekil 4.8 MDA-MB-468 hucre dizisinde P1-103’Un zamana bagh olarak
p-p70S6K ekspresyonuna etkisi
(Dansitometrik Analiz, *p<0,01 , n=3)
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Kontrol 1 saat 3 saat 6 saat 12 saat 24 saat

sim (%)

p-p70S6K Ekspresyonu
De

Sekil 4.9 MDA-MB-468 hucre dizisinde PI-103’Un zamana bagli olarak
p-p70S6K ekspresyonuna etkisi (% Degisim)
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4.2 MDA-MB-468 Hiicre Dizisinde PI3K/Akt Sinyal Yolaginin

inhibisyonu ve EGFR Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

MDA-MB-468 hucrelerinde PI-103 inhibitérinin, EGFR ekspresyonu
uzerine zamana bagli etkisi incelendi (Sekil 4.10, Tablo 4.4). Ayni kogullarda
PI-103 uygulanmadan inkube edilen tumor hucreleri kontrol olarak kullanildi.
PI1-103 ile 1, 3, 6, 12 ve 24 saat slreyle inkibe edilen hicrelerde EGFR
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik saptanmadi (p>0,05)
(Sekil 4.11). Bu hicre dizisinde PI-103 ile olugan gegici sinyal yolagi
inhibisyonu sonucunda p-Akt (Ser473), p-Akt (Thr308) ve p-p70S6K
ekspresyonlarinda meydana gelen zamana bagl degisimlerin EGFR

ekspresyonu Uzerine dogrudan etkisinin olmadidi saptandi (Sekil 4.12).

PI-103 (1 uM)

Kontrol 1 3 6 12 24  (saat)

il R A L L 1 I
B-akiin (D D el e e @D 45 KD

Sekil 4.10 MDA-MB-468 hucre dizisinde PI-103’Un zamana bagl olarak
EGFR ekspresyonuna etkisi
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Tablo 4.4 MDA-MB-468 hucre dizisinde EGFR ekspresyonuna ait ortalama
relatif bant yogunlugu (n=3) (EGFR / 3-Aktin)

Ortalama Relatif Bant Yogunlugu * SD

Kontrol 1,30 £ 0,294
P1-103 (1 saat) 1,37 £ 0,402
P1-103 (3 saat) 1,37 £ 0,520
P1-103 (6 saat) 1,34 + 0,341
P1-103 (12 saat) 1,21 £ 0,123
P1-103 (24 saat) 1,20 £ 0,060

— 2,4 9

£

¥

a@ 27

N

&
=
g g 1,6 -
53
2. 2 12 -
w )go
= > 08 -
o

0

£ 04

O

E

0 - . . . .

Kontrol 1 saat 3 saat 6 saat 12 saat 24 saat

Sekil 4.11 MDA-MB-468 hulcre dizisinde PI1-103’Un zamana bagl olarak

EGFR ekspresyonuna etkisi (Dansitometrik Analiz, n=3)
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PI-103 (1 uM)

Kontrol 1 3 6 12 24 (saat)
p-Akt (Ser473) — C e oy GEED 60 kD
p-Akt (Thr308) = N X ] 60 kD

Total Akt w— - ey “w— N w— 60 kD
p-p70sek - - ¢« - ST o

EGFR om PR o8 @8 =N 6N 175 kD
B-aktin D D oem oee ad G 45 kD

Sekil 4.12 MDA-MB-468 hucre dizisinde PI-103 ile PI3K/Akt sinyal yolaginin

inhibisyonu ve EGFR ekspresyonu Uzerine etkisi

4.3 MDA-MB-468 Hiicre Dizisinde PI3K/Akt Sinyal Yolaginin

inhibisyonu ve HER3 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

MDA-MB-468 hucrelerinde PI-103 inhibitérinin, HER3 ekspresyonu
uzerine zamana bagll etkisi incelendi (Sekil 4.13, Tablo 4.5). PI-103
uygulanmadan inkube edilen hucreler reseptorun bazal ekspresyon duzeyini
g6zlemlemek igin kontrol olarak kullanildi. 1, 3, 6, 12 ve 24 saat PI-103 ile
inkiibe edilen hucrelerde HER3 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli
bir degisiklige rastlanmadi (p>0,05) (Sekil 4.14). Bu hicre dizisinde PI1-103 ile
olusan gecici sinyal yolagl inhibisyonu sonucunda p-Akt (Ser473), p-Akt
(Thr308) ve p-p70S6K ekspresyonlarinda meydana gelen zamana badli
degisimlerin HER3 ekspresyonu uzerine dogrudan etkisinin olmadigi
belirlendi (Sekil 4.15).
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PI-103 (1 uM)

Kontrol 1 3 6 12 24 (saat)

p-akin qeeh Gud s Guo e &= 45 kD

Sekil 4.13 MDA-MB-468 hucre dizisinde PI-103’lGin zamana bagli olarak
HERS ekspresyonuna etkisi

Tablo 4.5 MDA-MB-468 hicre dizisinde HER3 ekspresyonuna ait ortalama
relatif bant yogunlugu (n=3) (HER3 / B-Aktin)

Ortalama Relatif Bant Yogunlugu = SD

Kontrol 1,46 £ 0,542
P1-103 (1 saat) 1,38 £ 0,527
PI1-103 (3 saat) 1,44 + 0,564
P1-103 (6 saat) 1,37 £ 0,533

P1-103 (12 saat) 1,33 £ 0,394
P1-103 (24 saat) 1,36 £ 0,478




2.8 3

HER3 Ekspresyonu
Relatif Bant Yogunlugu (HER3/B-aktin)

Kontrol 1 saat 3 saat 6 saat 12 saat

{[T111]

24 saat

Sekil 4.14 MDA-MB-468 hucre dizisinde PI-103’Gin zamana bagli olarak

HERS3 ekspresyonuna etkisi (Dansitometrik Analiz, n=3)

PI-103 (1 uM)

Kontrol 1 3 6 12 24 (saat)
p-Akt (Serd73) — e e— e G
p-Akt (Thr30g) . - oy eu
Total Akt e— - E—_ “— N
p-p70S6K il =~ © = Se D

60 kD

60 kD

60 kD

70kD

185 kD

45 kD
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Sekil 4.15 MDA-MB-468 hucre dizisinde PI-103 ile PI3K/Akt sinyal yolaginin

inhibisyonu ve HERS3 ekspresyonu Uzerine etkisi
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4.4 SKBR-3 Hucre Dizisinde PI-103 ile PI3K/Akt Sinyal Yolaginin

inhibisyonu

SKBR-3 hucrelerine 1, 3, 6, 12 ve 24 saat sureyle 1 yM PI-103
uygulanarak bu inhibitorin PI3K/Akt sinyal yolaginin Uzerine etkisi incelendi.
p-Akt (Serd473), p-Akt (Thr308) ve p-p70S6K ekspresyon duzeyleri Western
blot yontemi ile degerlendirildi. PI-103 uygulanmayan hucreler sinyal

yolaginin bazal aktivitesini gdozlemlemek icin kontrol olarak kullanildi.

4.4.1 P1-103’tin SKBR-3 Hiicre Dizisinde p-Akt (Ser473) Ekspresyon

Diizeyine Etkisi

SKBR-3 hucrelerinde, PI-103’Un p-Akt (Ser473) ekspresyonu Uzerine
zamana bagh etkisi incelendi (S$ekil 4.16, Tablo 4.6). p-Akt (Ser473)
ekspresyonunda, bir saatlik inkiibasyonun sonunda % 92 oraninda, Ug¢ saatlik
inkibasyon sonunda da % 90 oraninda azalma saptandi. Bu inhibisyonun
6. saatin sonunda da idame ettigi (% 85) belirlendi ve bu bulgular istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,05). 12. saatten itibaren ise, PI-103 etkisinin
tamamen ortadan kalktigi saptandi. Buna gore, 12 ve 24 saatlik
inkibasyonlardan sonra p-Akt ekspresyon duzeyinde anlamh bir fark
g6zlenmedi (p>0,05) (Sekil 4.17-4.18). Tum kosullarda total Akt diuzeyinin
degismedigi gozlendi.

PI-103 (1 uM)

Kontrol 1 3 6 12 24 (saat)
P-Akt (Serd73) g [ ] 60 kD

Total Akt () e GNED GIID U9 SN 60 kD
pakin HNMEREIE- o

Sekil 4.16 SKBR-3 hiicre dizisinde PI-103’Un zamana bagli olarak
p-Akt (Ser473) ekspresyonuna etkisi



Tablo 4.6 SKBR-3 hucre dizisinde p-Akt (Ser473) ekspresyonuna ait
ortalama relatif bant yogunlugu (n=3) (p-Akt (Ser473) / 3-Aktin)
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Ortalama Relatif Bant Yogunlugu * SD
Kontrol 0,63 £ 0,235
PI-103 (1 saat) 0,04 + 0,033
P1-103 (3 saat) 0,05+ 0,043
PI1-103 (6 saat) 0,08 + 0,048
PI-103 (12 saat) 0,68 * 0,269
P1-103 (24 saat) 0,82 £ 0,287

1,2 ~

0,8 |
0,6 -
0,4 -

0.2 o

p-Akt (Ser473) Ekspresyonu
Relatif Bant Yogunlugu (p-Akt/B-aktin)

Kontrol

Comlen  wmem N

1 saat 3 saat 6 saat 12 saat 24 saat

Sekil 4.17 SKBR-3 hiicre dizisinde PI-103’Un zamana bagli olarak
p-Akt (Ser473) ekspresyonuna etkisi

(Dansitometrik Analiz, *p<0,05, n=3)
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Kontrol 1 saat 3 saat 6 saat 12 saat 24 saat

Sekil 4.18 SKBR-3 hiicre dizisinde PI-103’Un zamana bagli olarak
p-Akt (Serd73) ekspresyonuna etkisi (% Degdisim)

4.4.2 P1-103’tin SKBR-3 Hiicre Dizisinde p-Akt (Thr308) Ekspresyon

Diizeyine Etkisi

SKBR-3 hucrelerinde, PI-103’Un p-Akt (Thr308) ekspresyonu Uzerine
zamana bagli etkisi incelendi (Sekil 4.19, Tablo 4.7). P1-103 ile bir ve ¢
saatlik inkiibasyondan sonra, p-Akt (Thr308) ekspresyonunda tam inhibisyon
(% 98) saptandi. Bu etki 6. saat sonunda da devamlilik (% 94 inhibisyon)
gosterdi ve bu sonuglar istatistiksel olarak anlaml bulundu (p<0,01). 12 ve 24
saatlik inkibasyondan sonra ise p-Akt (Thr308) ekspresyonunda anlamli bir
degisiklik saptanmadi (p>0,05) (Sekil 4.20-4.21). Tum kosullarda total Akt

duzeyinin degismedigi gozlendi.
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PI-103 (1 pM)

Kontrol 1 3 6 12 24 (saat)

P-Akt (Thr308) g Sid G 60 kD
Total Akt [ W D D S . <00
B-aktin e Gee W T 45 kD

Sekil 4.19 SKBR-3 hiicre dizisinde PI-103’Un zamana bagli olarak
p-Akt (Thr308) ekspresyonuna etkisi

Tablo 4.7 SKBR-3 hucre dizisinde p-Akt (Thr308) ekspresyonuna ait
ortalama relatif bant yogunlugu (n=3) (p-Akt (Thr308) / B-Aktin)

Ortalama Relatif Bant Yogunlugu * SD

Kontrol 0,56 £ 0,052
P1-103 (1 saat) 0,01 + 0,021
P1-103 (3 saat) 0,01 + 0,016
P1-103 (6 saat) 0,04 + 0,039
PI-103 (12 saat) 0,53 + 0,215

PI-103 (24 saat) 0,74 £ 0,204
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Kontrol 1 saat 3 saat 6 saat 12 saat 24 saat

p-Akt (Thr308) Ekspresyonu
Relatif Bant Yogunlugu (p-Akt/B-aktin)

Sekil 4.20 SKBR-3 hucre dizisinde PI-103’Un zamana bagli olarak
p-Akt (Thr308) ekspresyonuna etkisi
(Dansitometrik Analiz, *p<0,01 , n=3)
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I
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p-Akt (Thr308) Ekspresyon

Sekil 4.21 SKBR-3 hicre dizisinde PI-103’Un zamana bagli olarak
p-Akt (Thr308) ekspresyonuna etkisi (% Degisim)
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4.4.3 P1-103’tin SKBR-3 Hiicre Dizisinde p-p70S6K Ekspresyon Dlizeyine
Etkisi

SKBR-3 hdicrelerinde, PI-103’Un p-p70S6K ekspresyonu Uzerine
zamana bagh etkisi incelendi (Sekil 4.22, Tablo 4.8). p-p70S6K
ekspresyonunda, bir saatlik inkibasyonun sonunda % 87 oraninda, Ug¢ saatlik
inkibasyon sonunda da % 92 oraninda azalma saptandi. Bu inhibisyonun
6. saatin sonunda da idame ettigi (% 96) belirlendi ve bu bulgular istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,01). 12 ve 24 saatlik inkibasyondan sonra ise p-
p70S6K ekspresyonunda anlamli bir degisiklik saptanmadi (p>0,05) (Sekil
4.23-4.24).

PI-103 (1 pM)

Kontrol 1 3 6 12 24 (saat)
p-p70S6K B © . . R | 70 kD

45 kD

Sekil 4.22 SKBR-3 hiicre dizisinde PI-103’Un zamana bagli olarak p-p70S6K
ekspresyonuna etkisi



Tablo 4.8 SKBR-3 hcre dizisinde p-p70S6K ekspresyonuna ait ortalama
relatif bant yogunlugu (n=3) (p-p70S6K / 3-Aktin)

60

Ortalama Relatif Bant Yogunlugu * SD
Kontrol 0,87 £ 0,034
P1-103 (1 saat) 0,11 £ 0,180
P1-103 (3 saat) 0,06 £ 0,104
P1-103 (6 saat) 0,05+ 0,077
PI-103 (12 saat) 0,73 £ 0,231
P1-103 (24 saat) 0,72 £ 0,338

14 -

1,2 1

1 -
0,8 -

0,6 |

p-p70S6K Ekspresyonu
Relatif Bant Yogunlugu (p-p70S6K/B-aktin)

0,4 1

0,2 +

0 -

ﬁJ..l.

Kontrol

1 saat 3 saat 6 saat 12 saat 24 saat

Sekil 4.23 SKBR-3 hiicre dizisinde PI-103’Un zamana bagli olarak p-p70S6K

ekspresyonuna etkisi

(Dansitometrik Analiz, *p<0,01 , n=3)
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Kontrol 1 saat 3 saat 6 saat 12 saat 24 saat

Sekil 4.24 SKBR-3 hucre dizisinde PI1-103’Un zamana bagli olarak p-p70S6K

ekspresyonuna etkisi (% Degisim)

4.5 SKBR-3 Hiicre Dizisinde PI3K/Akt Sinyal Yolaginin inhibisyonu

ve HER2 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

SKBR-3 hucrelerinde PI-103 inhibitorinun, HER2 ekspresyonu Uzerine
zamana bagli etkisi incelendi (Sekil 4.25, Tablo 4.9). Ayni kosullarda P1-103
uygulanmadan inktbe edilen timaor hdcreleri kontrol olarak kullanildi. P1-103
ile 1, 3, 6, 12 ve 24 saat sureyle inkube edilen hucrelerde HER2
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlaml bir degisiklik saptanmadi (p>0,05)
(Sekil 4.26). Bu hicre dizisinde PI-103 ile olugan gegici sinyal yolagi
inhibisyonu sonucunda p-Akt (Ser473), p-Akt (Thr308) ve p-p70S6K
ekspresyonlarinda meydana gelen zamana bagh degisimlerin HER2

ekspresyonu Uzerine dogrudan etkisinin olmadidi saptandi (Sekil 4.27).
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PI-103 (1 uM)

Kontrol 1 3 6 12 24  (saat)

HER2 D O o § = 4 185 kD
B-aktin el S Gl eug BB B

Sekil 4.25 SKBR-3 hucre dizisinde PI1-103’Un zamana bagl olarak HER2

ekspresyonuna etkisi

Tablo 4.9 SKBR-3 hucre dizisinde HER2 ekspresyonuna ait ortalama relatif
bant yogunlugu (n=3) (HER2 / 3-Aktin)

Ortalama Relatif Bant Yogunlugu * SD

Kontrol 1,38 £ 0,288
PI-103 (1 saat) 1,33+ 0,140
P1-103 (3 saat) 1,22 £ 0,097
P1-103 (6 saat) 1,18 £ 0,073
P1-103 (12 saat) 1,36 £ 0,137

P1-103 (24 saat) 1,23 £ 0,195
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1,6 4
1,2
0,8

T

HER2 Ekspresyonu
Relatif Bant Yogunlugu (HER2/B-aktin)

0,4

Kontrol 1 saat 3 saat 6 saat 12 saat 24 saat

Sekil 4.26 SKBR-3 hiicre dizisinde PI-103’Un zamana bagli olarak HER2
ekspresyonuna etkisi (Dansitometrik Analiz, n=3)

PI-103 (1 uM)

Kontrol 1 3 6 12 24 (saat)
P-Akt (Serd73) g D e 60 kD

D-Akt (Thr308) g et 60 kD

Total Akt (WD Ged GNED GIND G S 60 kD
p-p70S6K P T . . s | 70 kD
R LT Ty —

B-aktin e

- e
i

45 kD

Sekil 4.27 SKBR-3 hucre dizisinde PI1-103 ile PI3K/Akt sinyal yolaginin

inhibisyonu ve HER2 ekspresyonu Uzerine etkisi
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4.6 SKBR-3 Hiicre Dizisinde PI3K/Akt Sinyal Yolaginin inhibisyonu

ve HER3 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

SKBR-3 hucrelerinde PI-103’Un, HER3 ekspresyonu Uzerine zamana
bagh etkisi incelendi (Sekil 4.28, Tablo 4.10). PI-103 uygulanmadan inkube
edilen hucreler reseptorun bazal ekspresyonunu gozlemlemek igin kontrol
olarak kullanildi. PI-103 ile 1, 3, 6, 12 ve 24 saat slreyle inkibe edilen
hiucrelerde HER3 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
saptanmadi (p>0,05) (Sekil 4.29). Bu hucre dizisinde PI-103 ile olusan gegici
sinyal yolagi inhibisyonu sonucunda p-Akt (Ser473), p-Akt (Thr308) ve
p-p70S6K ekspresyonlarinda meydana gelen zamana baglh degisimlerin
HER3 ekspresyonu U(zerine dogrudan etkisinin olmadi§i saptandi (Sekil
4.30).

PI-103 (1 pM)

Kontrol 1 3 6 12 24  (saat)

Sekil 4.28 SKBR-3 hiicre dizisinde PI-103’Un zamana bagli olarak HER3

ekspresyonuna etkisi
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Tablo 4.10 SKBR-3 hucre dizisinde HER3 ekspresyonuna ait ortalama relatif
bant yogunlugu (n=3) (HER3 / B-Aktin)

Ortalama Relatif Bant Yogunlugu * SD

Kontrol 1,31 £ 0,225
PI-103 (1 saat) 1,18 £ 0,262
PI-103 (3 saat) 1,20 * 0,250
P1-103 (6 saat) 1,16 £ 0,126
PI-103 (12 saat) 1,17 £ 0,134
PI-103 (24 saat) 1,17 £ 0,035

—
L

HER3 Ekspresyonu
Relatif Bant Yogunlugu (HER3/B-aktin)

Kontrol

1 saat 3 saat 6 saat 12 saat

14 1
1,2 4
0,8 -
0,6 -
04 -
0,2 -
0 - . . . . :

24 saat

Sekil 4.29 SKBR-3 hucre dizisinde PI-103’Un zamana bagli olarak HER3
ekspresyonuna etkisi (Dansitometrik Analiz, n=3)



PI-103 (1 uM)

Kontrol 1 3 6 12 24 (saat)
P-Akt (Serd73) g g A 60 kD

P-Akt (Thr308) e e 60 kD

Total Akt () el GNED GIED GNP S 60 kD
p-p70S6K W ¥ . . e | 70kD

HERS S SaSEaS o
B-aklin e e P Qne GNUD Suwd 45 kD

Sekil 4.30 SKBR-3 hucre dizisinde PI1-103 ile PI3K/Akt sinyal yolaginin

inhibisyonu ve HER3 ekspresyonu uzerine etkisi
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5. TARTISMA

Meme kanseri olusumunda Onemli mekanizmalarindan biri olan
PI3K/Akt sinyal yolaginin onkojenik aktivasyonuna yol agan degisiklikler
reseptor tirozin kinazlarin ekspresyonunda artis (EGFR,HER2, HERS3),
PI3K’'nin katalitik alt birimini kodlayan PIK3CA geninde mutasyon, PTEN’in
fonksiyonel kaybi, Akt ve mTOR ekspresyonunda ve/veya aktivitesinde artis
olarak siralanmaktadir (49, 60, 64).

Meme epitel hicrelerinde HER2 aracili transformasyon biyuk élgide
PI3K/Akt yolagi aktivasyonuna baglanmaktadir. HER2/HERS3 heterodimeri de
transformasyon potansiyeli en yuksek olan reseptor etkilesimidir (98).
Ozellikle, EGFR ve HERZ2'nin asiri ekspresyonu, bu reseptérlerin PI3K/Akt
sinyal yolagini dogrudan aktive edebilme yetenegine sahip olan HER3 ile
dimerizasyonunda artisa yol agmakta ve bdylece PI3K/Akt sinyal yolaginin

kontrolsuz bir sekilde uyariimasina neden olmaktadir (31).

Calismamizda, PTEN aktivasyonu bakimindan farklilik gosteren ve
invaziv karaktere sahip meme kanseri hicre dizilerinde PI3K/Akt sinyal yolagi
inhibisyonunun epidermal buyume faktéri reseptoérlerinin  ekspresyonu
uzerinde zamana bagli etkisi kargilastirildi. Bu meme kanseri hucre
dizilerinden MDA-MB-468 hucrelerinde, EGFR amplifikasyonu mevcut olup
PTEN mutasyonu tasimaktadir. SKBR-3 hucrelerinde ise HER2 reseptor
ekspresyonu artmis olup PTEN mutasyonu icermemektedir. Calismamizda
kullandigimiz PI-103 inhibitora tersinir etkili olup PI3K ve mTOR kompleksleri
uzerinde dual etkiye sahiptir ve 1 uM ila¢ dozunda subtoksik etki gosterdigi
bilinmektedir (86).

MDA-MB-468 hucrelerinde, ilk olarak, PI-103'Un PI3K/Akt/mTOR
sinyal yolagl (zerinde zamana bagh etkisi incelendi. Inhibisyonun
gosterilmesi igin Akt'in iki farkl aktif formunun ekspresyon duzeylerindeki
degisimler degerlendirildi. Akt'in PI3K araciligi ile Thr308 rezidisunden
fosforile edilmesi bu kinazin aktivasyonu igin zorunludur. Akt'in mTORC2

aracili olarak Serd473 rezidusunden fosforilasyonu ise kinazin aktif
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konformasyonunu stabilize etmektedir (99, 100). Bizim deneylerimizde, p-Akt
(Serd73) ve p-Akt (Thr308) ekspresyonlarindaki azalma, PI1-103’4n MDA-MB-
468 hucrelerinde Akt aktivasyonunu ilk U¢ saatte guglu bir sekilde
baskiladigini ortaya koymaktadir. Bu etki istatistiksel olarak da anlamli
bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.2 ve Sekil 4.5). inhibitérin etkisi 6. saatten
itibaren kaybolmakta ve Akt aktivasyonunun yeniden kazanildigi dikkat
cekmektedir. 24. saatin sonunda ise p-Akt (Ser473) ve p-Akt (Thr308)
ekspresyon duzeyleri kontrol seviyelerine ulasmaktadir. Torbett ve
arkadaslarinin calismasinda da PI1-103’Un bu meme kanseri hucre dizisindeki

tersinir etkisi dogrulanmaktadir (101).

TUamor hicrelerinde inhibitérin gegici etkisi iki nedene atfedilebilir.
Bunlardan birincisi, zamana bagh olarak PI-103’Un hicre icinde etkisinin
azalmasi olabilir. Rodrik-Outmetziguine ve arkadaslarinin g¢alismasi bu
noktaya aciklik getirmektedir (9). Bu calismada, MDA-MB-468 hucrelerinde
bir baska mTOR kinaz inhibitori olan AZD8055 ile yapilan deneylerde, 8.
saatten sonra hucrelerin ilave sureler ile (1-4-16 saat) tekrar ayni ajanla
inkiibasyonu, p-Akt (Thr308) aktivasyonunun korunmasi ile sonuglanmistir.
Dolayisiyla, 8. saatten itibaren geri kazanilan ve idame ettirilen bu
aktivasyonun, ilacin etkisizlesmesiyle ortaya ¢ikan bir durum olmadigi
acikliga kavusturulmustur. Diger bir mTOR kinaz inhibitért olan PP242 de bu
hicrelerde gecici p-Akt (Thr308) inhibisyonu yapmaktadir (9). Bu bulgular,
mMTOR kinaz inhibitdrlerinin gegici p-Akt inhibisyonu yapmalarinin genel bir
Ozellikleri olduguna isaret etmektedir. Buna gore, bizim deneylerimizde PI-
103 ile izlenen gegici inhibisyonu da hucre iginde ilag duzeyinin azalmasina
baglamamak gerekir. Tumor hucrelerinde inhibitdorin gecici etkisine neden
olabilecek ikinci neden ise, PI3K/Akt sinyal yolaginin yeniden aktivasyonudur.
Bu re-aktivasyonu saglayan unsurun, reseptor tirozin kinaz seviyesinde
kazanilacak bir uyari olmasi beklenebilir. Bu uyari, RTK ekspresyonunun
ve/veya aktivasyonunun artmasi yonunde olabilir. Bu nedenle, calismamizin
ikinci etabinda, timor hicrelerinde, P1-103 aracil inhibisyon paterni ile RTK

ekspresyonu arasindaki iligki incelenmistir.
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Akt molekulinin o6nemli hedef proteinlerinden biri olan mTOR,
hdcrenin besin ve enerji kaynaklarinin elverigli olmasi halinde hucre
¢cogalmasi, hicre buydkliga ve metabolizmasi, protein sentezi gibi faaliyetleri
dizenlemektedir. mTOR proteini sitoplazmada fonksiyonel olarak iki farkli
protein kompleksi i¢cinde yer alir. Bu komplekslerden biri mTORC1 (mTOR
Complex1) olup, p70S6K ve 4E-BP1 aracihigl ile hicre buyUkligunin
kontroli ve protein translasyonunda rol almaktadir. mTORC2 (mTOR
Complex2) ise Akt seviyesinde etkilidir. Bu kompleks i¢cindeki mTOR ise,
p-Akt (Serd473) olusumunu katalizleyerek hucresel gelisimi ve sagkalimi

duzenler.

PI3K/Akt sinyal yolaginda kritik bir kontrol basamagi, mTORCL1'in
aktivasyonunun PI3K seviyesinde negatif geri bildirime yol agmasidir (52).
mTORC1 inhibisyonunda etkili olan rapamisin ve analoglari p70S6K
aktivasyonunu engellerken, mTORC2 Uzerine etki etmezler (84, 85). PI1-103
gibi dual PI3K-mTOR inhibitorleri ise hem PI3K'nin p110 katalitik alt
unitesinin tum izoformlarinin (a,B,86) hem de mMTORC1 ve mTORC2 protein
komplekslerinin inhibisyonunda etkilidir (27, 86, 87). Buna goére, sadece
mTORC1 etkili bir gekilde inhibe oldugunda, negatif geri-bildirim
mekanizmasi da ortadan kalkacak ve re-aktivasyon olacaktir. Dual etkili
PI3K/ mTOR inhibitérlerinin énemli bir avantaji ise, bu istenmeyen yeniden

aktivasyonu bertaraf etme potansiyeline sahip olmalaridir (52).

Calismamizda, MDA-MB-468 hiucrelerinde, PI-103’Gn mTOR
seviyesinde olusturdugu inhibisyon paterni de, Akt seviyesinde gorllen
gecici inhibisyon ile uyumlu bulunmustur. Buna gore, p-p70S6K ekspresyonu
Uzerindeki inhibisyon yine 6. saatten itibaren ortadan kalkmaktadir (Sekil
4.8). Bu bulgular, PI3K/Akt yolaginin PISBK ve mTOR seviyesinde
inhibisyondan kisa bir stre sonra, mutlaka yeniden aktivasyon godsterdigine
isaret etmektedir ve bu aktivasyonun tetikleyici noktasi RTK duzeyinde

degisiklikler olabilir.
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Calismamizda, inhibisyon paterni ile RTK ekspresyonu arasindaki
iliskiyi anlamak igin, MDA-MB-468 hucrelerinde PI-103'Un EGFR ve HERS3
ekspresyonu Uzerinde zaman bagli etkisini inceledik. Bizim sonuglarimiza
gb6re, tumor hicrelerinde 1 yM PI-103, PI3K ve mTOR seviyesinde gegici
inhibisyon saglamakla beraber, bu inhibisyon EGFR ve HER3 ekspresyon
duzeylerine belirgin bir etki olugturmadi. (Sekil 4.11-4.14).

Akt'nin RTK'lar Uzerinde duzenleyici etkisinin oldugu bilinmektedir. Akt,
FOXO transkripsiyon faktorinu inhibe ederek, bu faktor araciligiyla tetiklenen
RTK ekspresyonunu duzenlemektedir (8). Dual etki icermeyen PI3K ve
mTOR inhibitorleri ve Akt dogrudan inhibe eden ajanlar ile yapilan
calismalarda, meme kanseri hlcrelerinde bu mekanizmaya bagli olarak
RTK'larin ekspresyon duzeylerinin arttigi gosterilmistir (8, 9, 102). mTOR
inhibitérlerinden AZD8055’in mTORC1 ve mTORCZ2'yi etkili bir sekilde inhibe
ederek negatif geri bildirimi ortadan kaldirdigi ve ardindan Akt'nin PI3K
araciigi ile Thr308 rezidusunden fosforillenerek yeniden aktive oldugu
bildiriimektedir (9). Bu calismada, BT474 ve MDA-MB-468 meme kanseri
hdcrelerinde inhibitorin etkisi sonucu dordincu saatten itibaren HER3
ve/lveya HER2 ekspresyonlarinin ve kinaz aktivitelerinin de arttigi
vurgulanmaktadir. Bu c¢alismada dikkat ¢eken nokta, ilag ile inkube
edilmeyen hucrelerde RTK ekspresyonlarinin olduk¢a dusik duzeyde tayin
edilmesidir. Oysa, bizim calismamizda, MDA-MB-468 hicrelerinde, kontrol
orneklerindeki EGFR ekspresyonu oldukg¢a ylksek bulunmus olup bu durum
EGFR amplifikasyonu ile uyumludur. She QB ve arkadaslarinin ekspresyon
paterni de bizim bulgularimiza benzer niteliktedir (66). Buna ilave olarak,
bizim deneylerimizde kontrol hucrelerinin HER3 ekspresyonlari da yuksek
bulunmustur. Dolayisiyla, PI1-103’Un Akt aktivasyonu Uzerindeki zamana bagl
gegici inhibitdr etkisine cevaben, RTK ekspresyonlarinda olasi bir degisim
g6zlememek ve anlamh ekspresyon artisi gérmeyisimiz belirttigimiz yuksek

ekspresyon profiline bagl olabilir.

PI1-103’Un RTK duzeyindeki etkisine 1sik tutmak igin, inhibitorin
MRNA duzeyinde degisim yapip yapmadigina da bakmak yararl olacaktir.
Zira, mTOR inhibitorlerinden BEZ235’'in BT474 ve SKBRS3 hicrelerinde,
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HER3 mRNA duzeyini artirdigi gosterilmistir. Bu artisin HER2 inhibitoru
lapatinib ile cok daha guglu oldugu da dikkat gekmektedir (98). Ayrica RTK
ekspresyonu ile birlikte kinaz aktivite degisikliklerinin de degerlendiriimesi re-
aktivasyon mekanizmasina aciklik getirebilir. MDA-MB-468 hucrelerinde
bazal HER2 ekspresyonu yoktur. PI-103’an, bu reseptorin ekspresyonunu

etkileyip etkilemedigini incelemek de butunleyici bir yaklagim olacaktir.

Akt'in PH bolgesine etki ederek inhibitor etki gosteren Akti ajani ile
yapilan galigmalarda p-Akt (Thr308) ve p-Akt (Ser473) inhibisyonuna bagli
olarak EGFR ve HER3 ekspresyon dizeylerinin arttigi gosterilmistir (8). Bu
sonug, Akt seviyesinde inhibisyonun, FOXO Uzerindeki baskiyl ortadan
kaldirarak, RTK ‘larin transkripsiyonunu hizlandirdigini dogrulamaktadir.
PI3K inhibitord olan XL147 ile inkube edilen hicrelerde de HER3
duzeylerinde artis oldugu gozlenmigtir. Benzer etkiler allosterik Akt
inhibitorleri (5J8) ve diger PI3K inhibitorleri (LY294002) ile de gdsterilmistir.
Ancak mTORC1T’i inhibe eden Rapamisin’in HER3 ekspresyonuna etki
etmedigi belirtiimektedir (102). Calismamizda kullandigimiz dual PIBK/mTOR
inhibitort PI-103 ile, bazal EGFR ve HER3 duizeyleri oldukga yiksek bulunan
MDA-MB-468 hucrelerinde, zamana bagli ekspresyon degisikligi

olmamaktadir.

Calismamizda, SKBR-3 hucrelerinde de, ilk olarak, PI-103’Un
PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi Uzerinde zamana bagl etkisi incelendi. SKBR-3
hicrelerinde de p-Akt (Ser473) ekspresyonunun 6 saat slreyle %80’in
uzerinde inhibe oldugu saptandi ve bu inhibisyon istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0.05). 12. saatten itibaren bu protein ekspresyonunun kontrol
diuzeylerine ulastigi goruldu (Sekil 4.17). Bu hucrelerde yapilan galismalarda,
P1-103’Un Akt seviyesinde gegici inhibitor etki yaptigi teyit edilmektedir (101).
P1-103’Un, PI3K aracih@l ile meydana gelen Akt (Thr308) fosforilasyonu
uzerinde zamana bagl etkisi incelendiginde p-Akt (Thr308) ekspresyonunun
da 6 saat boyunca tamamen inhibe oldugu saptandi. Bu inhibisyonun 12.
saatten itibaren ortadan kalktigi ve p-Akt (Thr308) ekspresyon dizeylerinin
kontrol seviyelerine ulastigi goézlendi (Sekil 4.20). HER2 amplifikasyonu
tasiyan bir diger dizi olan BT474 meme kanseri hucrelerinde, AZD8055 ile
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yapilan galigsmalar, Akt seviyesindeki bu re- aktivasyonun ilacin hicre iginde
zamana bagli olarak etkisinin azalmasi ile iligkili olmadigini goéstermistir (9).
Bizim deneylerimiz de, PI-103 ‘Un gegici inhibitdr etkisini takiben, Akt
duzeyinde re-aktivasyonu tetikleyen bir mekanizmaya isaret etmektedir. Zira,
HERZ2 ekspresyonu yuksek olan BT474 hicrelerinde lapatinib ile HER2 kinaz
aktivitesi inhibe edildiginde, mRNA duzeyinde ve protein duzeyinde HERS3
artisina yol agcmaktadir (98). HERS3 aktivasyonu da PI3K/Akt sinyalini yeniden
harekete gecirerek hedeflenmis tedavinin etkinligini azaltmaktadir.
Dolayisiyla, PI3K/Akt yolaginin inhibitorlere cevaben yeniden aktive olmasi
onemli bir ayrinti olarak dikkat gcekmektedir. P1-103 gibi dual inhibitorler ile
alinan parsiyel inhibisyonun dogurabilecegi etkiler de bu ¢ercevede akilda

tutulmalidir.

Calismamizda, PTEN mutasyonu icermeyen SKBR-3 hicrelerinin,
MDA-MB-468 hucreleri ile kiyaslandiginda, PI-103 inhibitorine karsi daha
duyarli oldugu gorulmustir. MDA-MB-468 hucrelerinin PTEN mutasyonu
tasimasi ve PI3K/Akt yolaginin kontrolsuz aktivasyonu dikkate alindiginda,
bu hicrelerde sinyal vyolaginin yeniden aktivasyonu ve p-Akt
ekspresyonlarindaki artisin SKBR-3 hucrelerine goére daha gucli ve hizli

olmasi olagan karsilanabilir.

Deneylerimizde, SKBR-3 hicrelerinde de, mTOR seviyesinde gegici
inhibisyon izlendi. Bu hucrelerde, p-p70S6K ekspresyonunun 6 saat boyunca
tamamen inhibe oldugu saptandi ve bu istastitksel olarak anlamli bulundu
(p<0.01). Ancak 12. saatten sonra bu proteinin ekspresyon duizeylerinin
kontrol seviyelerine ulastigi tespit edildi (Sekil 4.23). Bizim sonuglarimiza
gore PI-103 uygulanan SKBR-3 hucrelerinde PI3K/Akt/mTOR sinyal
yolaginin 12. saatten sonra yeniden aktive oldugu saptanmistir ve bu gegici
inhibisyon literatlirde yer alan diger ¢alismalar ile uyum gostermektedir (101).
Ancak, bu gegici inhibisyonun bu hicrelerdeki HER2 ve HER3 ekspresyonu
uzerinde anlamli bir etki gostermedigi tespit edilmistir (Sekil 4.26-4.29). Bu
noktada, SKBR-3 hucrelerinde bazal reseptor ekspresyonlarini oldukga
yuksek bulmamiz yine dikkat ¢eken bir unsurdur. Dolayisiyla, PI1-103’Un etkisi
hakkinda kesin kanaate varmak igin bu reseptorlerin kinaz aktivitelerinde
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degisim olup olmadigini da test etmemiz gerekir. Buna ek olarak, RTK'larin
MmRNA duzeylerine bakilarak transkripsiyonel diuzeyde regulasyonu da

kontrol etmemiz uygun olacaktir.

HER2 amplifikasyonu goérilen meme kanseri hUcrelerinde
HER2/HER3 dimerlerinin aktivasyonunun &6nemi bilinmektedir. HER2
reseptdrindn tirozin kinaz aktivitesini inhibe eden tirozin kinaz inhibitorleri
(TKI) hedeflenmig tedavilerde kritik deger tagimaktadir. Garrett J.T. ve ark.
yaptigi galismada, HER2 ‘nin kinaz aktivitesini inhibe eden lapatinib’in Akt ve
mTOR aktivitesini baskilamakla beraber HER3 ekspresyonunu arttirdigi
gosterilmistir (98). Son yillarda yapilan calismalarda ise PI3K/Akt ve
Ras/MAPK vyolaklarinin birbirlerini kompanse ettigi, bu yolaklar Gzerinde etkili
olan inhibitorler araciidi ile gosterilmistir. PI3K ve mTOR kompleksleri
uzerinde dual etkiye sahip olan BEZ235 inhibitoru ile inkibe edilen meme
kanseri hicrelerinde Ras/MAPK yolaginin aktivitesinin arttigi gosterilmistir
(85, 103, 104). Bizim galismamizda kullandigimiz PI-103 inhibitori de PI3K
ve mTOR Uzerinde dual etkiye sahip oldugundan tumoér hdcrelerinde
Ras/MAPK yolagini aktive ederek RTK ekspresyonlari Gzerinde dizenleyici
etkiye sahip olabilir. Dolayisiyla, sinyal yolagini inhibe etmenin, timor

hucreleri tarafindan kompanse edilebilecedini daima akilda tutmamiz gerekir.

Sonug olarak, calismamizda MDA-MB-468 ve SKBR-3 meme kanseri
hicre dizilerinde PI-103’Un reseptor tirozin kinaz ekspresyonlari Gzerindeki

zamana bagl etkisi ilk kez incelenmistir;

1. Tersinir bir PI3K ve mTOR dual inhibitéra olan PI-103’tn MDA-MB-
468 ve SKBR-3 hucrelerinde p-Akt ve p-p70S6K olusumunu gegici

olarak inhibe ettigi saptanmistir.

2. MDA-MB-468 hicrelerinde bazal EGFR ve HER3, SKBR-3
hicrelerinde ise bazal HER2 ve HER3 ekspresyonlari oldukga

yuksek duzeyde bulunmustur.
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3. Tumor hucrelerinde Akt ve mTOR seviyesinde gozlenen kismi
inihibisyonu takip eden sinyal yolagi re-aktivasyonu, EGFR, HER2

ve HERS3 ekspresyon duzeylerini etkilememistir.

4. Dolayisiyla, PI-103’Un RTK ekspresyonu Uzerinde zamana bagli

degisim yapmadigi gozlenmigtir.

PI3K/Akt sinyal yolagli 6zgul inhibitorlerinin tedavi stratejilerinde
onemli bir yeri vardir. Bu inhibitorlerin, sinyal yolagi regulasyonunu bozarken,
diger taraftan sinyal vyolaklarinin re-aktivasyonunu tetiklemesi tamor
hdcrelerinde direng olusumuna katki saglamaktadir. Bunu dnlemek amaciyla,
bu sinyal yolaklari Gzerindeki etkileri birbirinden farkli olan inhibitérlerin
kombinasyon seklinde uygulanmasinin, kanser tedavilerinde daha etKili

sonuglara yol agacagi vurgulanmaktadir.

Son yillarda, RTK'lar ile ilgili calismalar HER ailesi uyelerinin
ekspresyonlari ve gen amplifikasyonlari Uzerine yogunlagsmaktadir. HER
reseptorleri arasindaki dimerizasyon ve aktivasyon mekanizmalarinin
karsinogenez surecine etkileri bu reseptorlerin olusturdugu karmasik sinyal
agina baghdir. Bu cgergcevede, HER reseptorleri ile iligkili sinyal yolaklarinin
inhibisyonunun, bu reseptorlerin ekspresyonu ve kinaz aktiviteleri Gzerinde
kompansasyon yaratan etkilerinin anlasiimasi hedeflenmis tedavilerdeki

direngc mekanizmalarina da 1sik tutacaktir.

Bu tez calismasinda, PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginin PI-103 ile
inhibisyonu saglanarak bu inhibisyonun EGFR amplifikasyonu olan PTEN (-)
MDA-MB-468 hucre dizisinde EGFR ve HER3, HER2 amplifikasyonu olan
PTEN (+) SKBR-3 hucre dizisinde HER2 ve HER3 ekspresyonlari Uzerine
zamana bagli etkisi ilk kez incelendi. Bu hucre dizilerinde, PI-103 ajaninin
sinyal yolagi inhibisyonunda etkili oldugu ancak, PI3K/Akt yolaginin re-
aktivasyon gosterdigi saptandi. Bu re-aktivasyon surecinde ise, EGFR, HER2
ve HERS3 reseptorlerinin protein duzeylerinin anlamh olarak degdismedidi

gOzlendi.
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6. SONUG ve ONERILER

Bu calismada;

1.

invaziv karakterli MDA-MB-468 ve SKBR-3 meme kanseri hiicre
dizilerinde reseptor tirozin kinazlarin ekspresyonlari Western Blot

yontemi ile incelendi ve bu analizlerin optimizasyonu saglandi.

MDA-MB-468 ve SKBR-3 hucre dizilerinde PI3K/Akt/mTOR sinyal
yolaginin inhibisyonunun reseptor tirozin kinazlar Gzerinde zamana bagli

etkisi incelendi:

e PI3K/mTOR dual inhibitérd olan PI-103’Un, her iki hicre dizisinde
de sinyal yolagini gegici sureyle inhibe ettigi ve daha sonra yolagin

re-aktivasyon gosterdigi saptandi.

e MDA-MB-468 hucrelerinde, sinyal yolaginda meydana gelen gegici
inhibisyonun EGFR ve HERS3 ekspresyonu Uzerinde duzenleyici

etkiye sahip olmadigi tespit edildi.

e Sinyal yolagindaki gegici inhibisyonun, SKBR-3 hicrelerinde
HER2 ve HER3 ekspresyon duzeylerini de anlaml dizeyde

etkilemedigi saptandi.

Calismamizdaki hicre dizilerinin PTEN ekspresyonu yonunden farkhlik
tasimasi, EGFR, HER2 ve HER3 ekspresyonunun regulasyonuna iligkin

sonuglari etkilemedi.

Meme kanseri hucrelerinde sinyal yolaginin etkili inhibisyonunu
saglayamak amaciyla, re-aktivasyonu onlemek gerekir. Bu noktada, HER
reseptorlerine etkili kinaz inhibitorleri ve yolak inhibitorlerinin beraber
kullanilmasi gibi kombinasyon uygulamalarini denemek butlnleyici bir

yaklagim olabilir.
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Meme kanseri hucre dizilerinde PI-103 inhibitorinin RTK’larin
ekspresyonu uzerindeki zamana bagh etkisi incelenirken bu RTK’larin
MRNA duzeylerine bakilarak inhibitoran transkripsiyonel duzeyde

duzenleyici etkinligi arastirilabilir.

Meme kanseri hucrelerinde RTK’larin ekspresyonlarinin
dizenlenmesinde rol oynadidi bilinen FOXO transkripsiyon faktorlerinin

ekspresyonlari ve nukleer lokalizasyonlari incelenebilir.

Diger sinyal yolaklarinin (6rnegin MAPK yolagi) dizenlenmesini saglayan
O0zgul inhibitorler kullanilarak RTK ekspresyonu uzerinde duzenleyici

ve/veya kompanse edici etkilerinin olup olmadigi arastirilabilir.

Meme kanseri hicrelerinde sinyal yolagi inhibitérlerinin RTK’larin re-
aktivasyonlari Uzerindeki etkisi tedavi stratejileri agisindan dikkate deger

bir konu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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