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SIMGE VE KISALTMALAR

BRCA1 : ( Breast cancer susceptibility gene )
BrdU : 5 —bromo 2’ — deoksi - iiridine
EGF : Epidermal biiyiime faktorii

EGFR : Epidermal biiyiime faktor reseptorii
ER : Estrojen reseptorii

ErbB : ( Onkogen- erythroblastosis virus )
FAK : Fokal adezyon kinaz

FGFR : Fibroblast biiyiime faktor reseptorii
HCl : Hidroklorik asit

HER : ( Human EGF - related ) reseptor
IR : Insiilin reseptorii

JAK : Janus kinaz

MAPK : Mitojen aktivasyonlu protein kinaz
NaOH : Sodyum Hidroksit

NFxB : Niikleer faktor kappa B

NRTK : Reseptor olmayan tirozin kinaz
PCNA : Prolifere hiicre niikleer antijeni
PDGFR : Platelet derive bilytime faktor reseptorii
PH : ( Pleckstrin homology )

PR : Projesteron reseptorii

PI3K : Fosfatidil inositol -3 kinaz

RTK : Reseptor tirozin kinaz

SH : (Src homology)

TGFa : Transforme edici biiylime faktorii o

TKIs : Tirozin kinaz inhibitorleri



1. OZET

Bu ¢alismada meme kanseri hiicre soylart MDA MB 231 ve T47D hiicrelerinde ErbB
reseptorlerinin dagilimin1 ve hiicrelerin proliferasyon 6zelliklerini immunositokimyasal
yontemle inceledik. MDA MB 231 hiicrelerinde ErbB1 (EGFR) ve ErbB2 reseptorleri
nukleus iginde yogun olarak saptanirken, T47D hiicrelerinde seyrek olarak hiicre
membraninda boyandiklar1 goriildii. ErbB3 reseptorleri ise her iki hiicre soyunda ErbB2
reseptorlerine benzer fakat daha az yogun bir dagilm gozledik. Hiicre ig¢i tirozin
fosforilasyonunu inceledigimizde ErbB3 reseptér dagilimia benzer bir dagilim gosterdi.
Ayrica, hiicrelerin proliferasyon diizeyini PCNA ekspresyonu ve BrdU inkorporasyonu ile
immunositokimyasal yontemle inceledigimizde MDA MB 231 hiicrelerinin T47D hiicrelerine
gore 2.5 kat daha hizh prolifere olduklarim gordiik.

Sonu¢ olarak, MDA MB 231 hiicrelerinde ErbB reseptor ailesinin niikleer
lokalizasyon gOstermesi ve proliferasyon hizinin daha yliksek olmast bu hiicrelerin T47D
hiicrelerine gore daha malign bir karakterde oldugunu gostermektedir. Ayrica, ErbB reseptor
ekspresyonuna ragmen hiicre i¢i fosfotirozin aktivitesinin az olmasi bu hiicrelerde bagka

faktorlerin de hiicre cogalmasina katkida bulundugunu diistindiirmektedir.



2. SUMMARY

In the present study we have investigated the distribution of ErbB receptors and the
characteristics of cell proliferation in breast cancer cell lines MDA MB 231 and T47D by
immunocytochemical analysis. In MDA MB 231 cells, ErbB1 (EGFR) and ErbB2 receptors
were stained in the nucleus, while in T47D cells they were detected in the cell membrane. The
distribution of ErbB3 receptors was similar but less dense than the ErbB2 receptors in both
cell lines. The distribution of tyrosine phosphorylation was also found similar to ErbB3
receptors. In addition, when we investigated the level of cellular proliferation with PCNA
expression and BrdU incorporation, we found that the rate of cell proliferation in MDA MB
231 cells was 2.5 fold higher than T47D cells.

In conclusion, the nuclear localization of ErbB family receptors in MDA MB 231 and
their higher rate of proliferation indicate the malignant phenotype of these cells compared to
T47D cells. In addition, in the presence of ErbB receptor expression, the low level of tyrosine
phosphorylation suggests the involvement of other factors in the regulation of cell

proliferation in these cells.



3. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri kompleks ve klinik olarak heterojen kanser tiirlerinden birisidir. Meme
kanseri olusumunun biyolojik mekanizmalarin1 anlamak meme kanseri tani1 ve tedavisinde
yeni yontemler gelistirilmesi i¢in 6nemlidir. Son yirmi yilda bir ¢cok diagnostik ve prognostik
molekiiler isaretleyici tizerinde durulmus fakat bunlardan pek azi klinikte yararh sonuglar
vermistir. Klinikte bugiin en ¢ok kullanilan isaretleyiciler estrojen reseptorii (ER), projesteron
reseptoril (PR), epitelyal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ve ErbB2/HER?2 reseptorleridir.
Hiicre proliferasyonu, tiimoriin ilerlemesini gosteren Onemli bir kriterdir ve bunun
immunohistokimyasal yolla incelenmesi giivenilir bir yontemdir. Timoriin yiiksek
proliferasyon hizi, kotii prognozun fakat genellikle kemoterapiye iyi yamt vereceginin
gostergesidir. Proliferasyon isaretleyicilerinin farmakodinamik agidan medikal tedavinin
etkinligini izlemek amaci ile klinikte kullanilmasi yeni ilaglarin hizla degerlendirilmesi
agisindan umut verici olarak goriilmektedir. Bu ¢aligmada, insan meme kanser hiicreleri MDA
MB 231 ve T47D hiicrelerinin proliferasyon 6zelliklerini ve EGFR ailesinin ekspresyon

diizeylerini immunositokimyasal yontemle incelemeyi ve karsilastirmayi amagladik.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. HUCRE ICI SINYAL iLETi MEKANIZMALARI

4.1.1. Protein Kinazlar ve Sinyal iletimi

Protein fosforilasyonu hiicresel olaylarm kontrol edilmesini saglayarak, ozellikle
hiicre i¢i sinyal ileti ve gen ekspresyonu regulasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (1). Protein
kinazlar hiicre yapisindaki bazi proteinlerin yapilarma fosfat grubu ekleyerek modifiye
olmalarmi ve hedef proteinlerde fonksiyonel degisikliklerin olusmasimi saglayan enzimlerdir.
Protein kinazlar ile modifiye olmus proteinler hiicre i¢i sinyal ileti yollarinin regiilasyonunu
saglar. Protein kinazlar genel olarak aktivitelerini ATP yapisindaki fosfat grubunu alip hedef
protein yapisindaki {ic amino asitten serbest hidroksil grubu iceren bir amino aside baglamasi
ile gosterir. Buna gore Serin, Treonin, veya Tirozin kinazlar olarak adlandirilirlar.

Protein kinaz aktivitesindeki diizensizlikler kanserlerin ve ¢esitli hastaliklarin
olugsmasinda rol oynamaktadir. Bazi ilaglar selektif olarak protein kinazlar1 inhibe ettikleri

icin klinik olarak tedavi amagh kullanilmaktadirlar (2).
4.1.2. Tirozin Kinazlar

Protein kinazlarin alt grubu olup temel olarak proteinlerin tirozin rezidiilerine fosfat
gruplarmin transferini saglayan enzimlerdir. Tirozin kinazlar, genel olarak neoplastik olusum
basamaklarinda ve bunlarin ilerlemesindeki asamalarda onemlidir. Tirozin kinazlar reseptor
tirozin kinazlar (RTK); EGFR, PDGRF, FGRF, IR vb., ve reseptor olmayan tirozin kinazlar
(NRTK); SRC, ABL, FAKve JAK vb., olarak iki grubta siniflandirilirlar (3,4). RTK’lar hiicre
ylizeyindeki transmembran reseptorleri olmalarinin yani sira intrinsik kinaz aktivitesine sahip
enzimlerdir. NRTK’lar yapisal olarak degisiklik gosterebilen sitoplazmik proteinlerdir.
NRTK’lar, bir kinaz bolgesine ve buna ilave RTK’larda oldugu gibi pek ¢ok protein protein
etkilesim bolgesine sahiptir; 6rnegin SH2, SH3 ve PH (5). RTK’lar hiicre dis1 bolgelerine

ligandin baglanmasi ile aktive olurlar, bunu reseptorlerin dimerizasyonu takip eder (6).



4.1.3. Tirozin Kinazlarin Onkojenik Aktivasyonu

Normal olarak hiicre igindeki tirozin uglarmin fosforilasyonu tirozin kinaz ve
fosfatazlarin antagonistik etkileri ile kontrol edilirler. Bazi mekanizmalar tirozin kinazin
etkilemis oldugu hiicre i¢i olaylar1 etkileyerek hiicrenin yaniti olan hiicre bdliinmesi,
diferansiyasyonu ve hiicre oliimii olaylarinin da etkilenmesine neden olur (7). Bu
mekanizmalar su sekilde 6zetlenebilir:

i) Mutasyonlar ile Aktivasyon: Tirozin kinazlarin aktivasyonundaki diizensizlik
gostermelerindeki 6nemli mekanizmalardan biri mutasyonlardir. Hiicre disindaki bir
bolgedeki mutasyon, ornegin EGFRv3 mutandindaki amino asit 6-273 eksikligi tirozin
reseptor aktivitesinin siirekliligine, bu olay da hiicre ¢ogalmasinin hizlanmasina neden olur.
Bu mutasyon ozellikle glioblastoma, over tiimorleri ve kiiciik olmayan hiicreli akciger
kanserlerinde gozlenir (8).

ii) Otokrin Parakrin Uyarilar: Ozellikle RTK aktivasyonundaki 6nemli rol oynamaktadirlar.
Bu aktivasyon dongiisiit RTK'm veya ligandinin asir1 eksprese olmasina bagli olarak ortaya
cikar. Pek cok kanser tiiriinde bu mekanizma etkili olmaktadir. EGFR, PDGFR ve IGF
reseptorleri ve ligandlar1 buna &rnektir. EGFR'nin bu otokrin ve parakrin dongiisiindeki
ligandlar1 olan EGF ve TGF-a ile meme kanseri glioblastoma multiforme, mesane kanserleri

arasindaki siki iliski bulunmaktadir (9).

4.1.4. EGFR Ailesi

EGFR ailesi dort reseptorden olusur. Bunlar; EGFR (ErbB1), HER-2/neu (ErbB2),
Her-3(ErbB3) ve HER-4 (ErbB4)'tiir (5,10). Tiim bu transmembran reseptorleri intrinsik
tirozin kinaz aktivitelerine sahiptir. EGFR'nlin tirozin kinaz aktivitesi EGF ailesindeki
bilytime faktorlerinin reseptdre baglanmasi ile stimiile olur. EGF disinda pek ¢ok ligand
EGFR aile iiyeleri karsilikli etkilesim i¢indedir ve bunlari igerisindeki TGF-a spesifik olarak
aile tiyelerinden yalmzca EGFR ile etkilesime girer.

EGFR ailesinin hepsinde ortak bir yap1 bulunur. EGFR {i¢ yapisal parcaya ayrisir.
Bunlar; ekstraselliiler, transmembran ve sitoplazmik boliimlerdir. Her bir boliimiin farkh
gorevleri vardir. Ekstraselliier boliim sistein’den zengin yapt icerir ve bu yapiya pek ¢ok farkl

EGF bagimh biiytime faktorlerini baglar. Santral lipofilik kisim ise reseptorii hiicre



membranina sikica baglamakla gérevlidir. Reseptoriin hiicre i¢i kisminda ise tirozin kinaz

aktivasyonuna sahip sitoplazmik uzantis1 bulunmaktadir (5,10).

Biyime faldori
(EGF, Heregulin. vh)

Hilcre membram 2

RTK RTE

Sekil 1. RTK larin ligand baglandiktan sonra dimerize olmasi ( Kaynak 2’den uyarlanmistir.)

EGFR sinyal iletiminin olusmast pek c¢ok asamayi igerir. Ligandin hiicre disi
kismina baglanmasi  reseptoriin - dimerizasyonunu indilklemektedir. Dimerizasyon ayni
(homodimerizasyon) veya farkli (heterodimerizasyon) EGFR ailesi {iyeleri arasinda olur ve
her bir reseptdrde bulunan hiicre igi tirozin kisimlar1 aktive olarak diger ErbB molekiiliindeki
kinaz rezidiilerini ¢apraz fosforile eder. Bu fosforilasyon, adaptor proteinler ve diger tirozin
kinaz substratlar icin baglanma bdélgesi olustururlar, bu sekilde sinyal ileti yolu sitoplazmada
gerceklesir. ErbB sinyal ileti yollart bir ¢ok biyolojik olaydan sorumludur, 6rnek olarak
Ras/MAP kinaz siyal ileti kaskadi, hiicre boliinmesini ve ayn1 zamanda hiicre go¢iinii sitimiile
ederek, karsinogenezde 6nemli rol oynar.

Mutasyonlar sonucu EGFR ligandindan bagimsiz olarak aktive olabilir ve bu
aktivasyon EGFR tirozin fosforilasyonu indiikler, bu uyariya yanit veren adaptdr proteinlerin

reseptore baglanmasina yol agar (11).



ErbB2, EGFR ailesine bagli olan bir transmebran tirozin kinazdir. ErbB2 ligand
baglamaz. Fakat bunun yerine ligand ile aktive olmus EGFR, ErbB2 i¢in heterodimerizasyon
gbsteren partner olarak gorev alan mitojenik uyari sinyalinin artmasina sebep olur. Insan
kaynakli meme kanserlerinin %25'inde ErbB2 gen ekspresyonu artmistir ve asir1 eksprese
olmasi kotti prognoz ile iliskilidir (12). Bu reseptorleri hedef alan tedavi stratejilerinin
uygulamalar1 farkli basamaklarda olugsmaktadir. ErbB2'nin hiicre dis1 bdlgesi igin monoklonal
antikor tanimlanmis olup in vitro olarak ErbB2 aktivasyonunu inhibe eder in vivo olarak
antitiimor aktivitesi mevcuttur (13).

ErbB3 ve ErbB4, EGFR ailesinin diger transmembran tirozin kinazlardir. Her birinin
yapisindaki hiicre dig1 ligand baglanma bolgesine HB-EGF, betaseliilin, nérogulin 1-4 gibi
farkli ligandlarin baglanabildigi tanimlanmistir. intrinsik tirozin kinaz aktivitesi ErbB3'de
diger reseptorlerin aksine bulunmamaktadir. Bunun yerine ErbB3'de hiicre i¢i alt1 adet PI3K
baglanma bolgesi bulunmaktadir. PI3K ve MAPK yollart EGFR reseptorleri ile aktive olan

sinyal kaskadinin énemli kismini olusturur (10,15).

4.1.5. Meme Kanser Hiicrelerinde EGFR

Yaklasik olarak onbes yildir EGFR ve ErbB2min meme kanser olusumunda 6nemli
etkileri oldugu bilinmektedir. EGFR ve ErbB2'in bu tip tiimorlerde eksprese olmasimin
tiimoriin endokrin tedavilere kotil yanit verdigi ve yasam siiresinde azalmasi ile iligkili oldugu
saptanmistir (15,16). Duisiik afiniteli EGFR'ler 6strojen reseptor (ER) negatif meme kanser
hiicre soylart (MDA-MB 231 ve Hs578T) ve ayrica ER pozitif meme kanser hiicre soylarinda
(MCF-7, T47D, ZR-75-1'de) gosterilmistir. ErbB2/ErbB3 heterodimerleri meme kanser

hiicrelerinde en yiiksek mitojenik potansiyele sahiptir (10,15).

4.2. HUCRE SIiKLUSU

Hiicre sikliisii, hiicrenin ikiye boliinmesi igin gerekli olan olaylar serisidir. 1ki major
olaydan olusur:

i) Mitoz, hiicrenin cekirdek ve sitoplazmasinin bdliinmesi sirasindaki kisa bir zaman
dilimidir. Mitoz, hiicrenin béliinerek iki hiicre olusturmasi ile sonug¢lanan bir siirectir. Bu

siire¢ bes belirgin asamadan olusur; Profaz, Prometafaz, Metafaz, Anafaz, Telofaz (17).



ii) Interfaz, daha uzun bir zaman dilimi olup hiicre boyutlarinm ve igeriginin artmasimni ve
genetik materyalin replikasyonunu icerir. Telofaz safhasindaki hiicrede mitoz boliinme ile
interfaz baslar. Interfaz mitotik olaylar arasinda gegen zamandir ve iig alt faza ayrilir:

Gi1 (gap) Faz: DNA kopyalanmasi i¢in makro molekiillerin sentezi, hiicre biiyiimesi,
RNA sentezi ve sonraki mitoz i¢in gerekli olaylarin hazirlanmasi i¢in gerekli safhadir.

Hiicre sikliisiinde her asama birbirini tamamlayan basamaklar seklinde ilerler ve bu
basamaklarda kontrol noktalari1 mevcuttur. Bu kontrol noktalar1 ge¢ Gi1 ve G2/M interfaz
basamaklarindadir.

S Faz: DNA sentezi olusur. Kromatin materyalinin olusmasi igin biitiin gerekli
nilkleoproteinler histonlar dahil olmak tizere DNA molekiiliine taginip birlestirilir.

G2 (gap) Faz: DNA sentezinin sonlanip mitozun baslamasi arasindaki gecen siiredir.
G2 fazinda hiicre boliinmesi icin gerekli olan RNA ve proteinler sentezlenir, mitozda gerekli
olan mikrotiibiillerin olusmasi igin tibilin sentezi, DNA replikasyonu sirasinda olusan
hatalarin analiz edilip diizeltilmesi bu fazda gergeklesir.

Hiicre siklusii bir seri protein kinazlarin aktivasyonu ile ilerler. Bunlar CDKs(siklin dependent
kinase)’lar siklin ile bir kompleks olustururlar ve fosforilasyonlar1 ile aktivasyon bagslar.
Siklin regulator iinite olup CDK ise katalitik partnerdir.

Hiicre sikliisti sirasinda en onemli ve kontrol noktast “restricted point” (R) ,G1 in son iicte
birlik kisminda yer alir. S veya G2/M fazindaki hatalar biiytkliiklerine gore diger check
pointler tarafindan kontrol edilirler.Sikliis G1 de D siklinin ekspresyonunun artmasi ile baslar.
D siklin CDK4 ve CDKG6 ile iliskilidir birleserek bir kmpleks olusturular ve CDKs aktive
olur. Aktive olmus CDKs retinoblastoma proteinini fosforilize eder ve G1 fazinin
regiilasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir.

Klinik olarak hiicre siklusu kanser kemoterapisinde onemli bir rol oynamaktadir.
Kemoterapatik olarak kullanilan pek ¢ok ilag hiicre sikliisiindeki belirli fazlari inhibe ederek

etki gosterirler.

4.2.1. Hiicre Proliferasyon Isaretleyicileri

Iki grup hiicre proliferasyon isaretleyicisi kullanilmaktadir; nitrojen baz analoglari ve

endojen proliferasyon isaretleyicileri.



4.2.2. BrdU inkorporasyonu

Hiicre proliferasyonu sirasinda DNA sentezinin 0&lgiilmesinde kullanilir. Yapilan
calismalarda hiicresel DNA'da timidin vyapisinin Olgiilmesi DNA sentezinin hiicre
proliferasyonu sirasinda dl¢iilmesi agisindan nemlilik kazanmistir. Timidi'nin DNA igerisine
dahil olmasi otoradiografi ile tanimlanabilir. Bu oldukg¢a pahali bir yontem oldugundan buna
alternatif olarak 5-bromo 2'- deoksi - tiridine (BrdU) DNA'ya inkorporasyonu ol¢iilmektedir.

Bir nitrojen baz analogu olan BrdU proliferasyondaki hiicreleri isaretlemek igin
siklikla  kullanilmaktadir  (18). Radyoaktif olmayan bir timidin analogudur ve
immiinohistokimyasal yontem ile goriintillenebilir. BrdU, 1970'lerden beri izole
kromozomlarda, hiicre ve dokularda DNA sentezini 6lgmek i¢in kullanilan bir aragtir. DNA
zincirlerine inkorpore olan BrdU'ni tayin etmek icin spesifik monoklonal antikorlar kullanilir.
BrdU'nin antikor tarafindan tanminmasi icin DNA'nin 6nce denatiire edilmesi gerekir. HCI,
NaOH ve bazi emzimler bu amagla kullanilmaktadir (19). Hiicre yapisindaki DNA'ya katilan

BrdU buna karsilik reaksiyon gosteren monoklonal antikorlar ile kolaylikla tanimlanabilir.

4.2.3. PCNA Ekspresyonu

En sik kullanilan endojen proliferasyon isaretleyicisi PCNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen)'dir. DNA polimeraz enzimi icin gerekli bir proteindir (20,21). PCNA'nin
yaritlanma Omrii yirmi saattir ve ekpresyonu ge¢ G1 ve S fazlarinda artmaya baslar, G2 ve
mitoz fazlarina dogru diiser (22). PCNA, DNA'nin replikasyonu ve tamiri sirasinda gorev

alir. Klinik olarak asir1 ekspresyonu invaziv biiyiime ve niikleer atipi ile iliskilidir.

4.3. MEME TUMORLERI

Her yil diinyada bir milyon kadin meme kanseri teshisi konularak tedavi edilmeye
calisilmaktadir. Meme kanser olusumundaki risk faktorleri su sekilde siniflandirilabilir:
Cinsiyet, yas ve genetik faktorler. Meme kanserleri igerisinde en sik karsilagilan grup
memenin duktal karsinomudur. Histolojik olarak memenin siit kanal epitelinden kdken alir.
Ikinci sikhikla karsilastigimiz ise lobuler karsinomdur. Meme kanserlerinde prognozu tiimér

biiytikliigii, tiimor gradi, mitoz sayisi, niikleer polimorfizim, tubuler olusum, &strgjen ve



progesteron reseptor varligt ve peritimoral vaskuler invazyonun varligi belirlemektedir.
Meme kanserinde etkili olan genlerden bazilart EGFR, ErbB2, BRCAT1, p53, E-Kaderin'dir.
Meme kanserleri Ostrojen reseptor (ER ) pozitif ve negatif olarak tanmimlanabilir. ER
(+) tumorler hormon tedavisine ¢ok iyi cevap verdikleri icin prognozlar oldukca iyidir. ER
(-) olanlar ise kotii prognozludur ve hormon tedavisine diren¢ gosterirler (23,24). ER (-)
timorlerde EGFR ve ErbB2 daha yiiksek diizeylerde eksprese olurlar. Bu durum meme
kanserlerinde prognoz agisindan onemlidir. EGFR ve ErbB2 aktivasyonu, Ras/MAPK
aktivitesinin artmis oldugunu gosterir ve buna bagli olarak gen transkripsiyonu da artar.

Boylece hormon terapisine direngli meme kanser hiicrelerinde artis s6z konusu olur.
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN KIMYASALLAR

1) NaCl, Atabay AT091-950

2) KCl, Carlo Erba 360107

3) Na,HPO,, Riedel-de Hien 81890

4) KH,PO,, Riedel-de Héden 8210A

5) HCI, Merck K23226314 632

6) Triton X-100, Applichem R 11116

7) DMEM, Sigma D5546

8) Nutrient mixture F-12, Sigma N6658

9) L-Glutamin, Biological Industries 03-020-IC
10) Penisilin+Streptomisin, Sigma

11) Fetal Calf Serum, Seromed SO0115

12) Anti-fosfotirozin antikoru, NeoMarkers

13) Anti-EGFR antikoru, NeoMarkers

14) Anti-ErbB2 antikoru, Santa Cruz

15) Anti-ErbB3 antikoru, Santa Cruz

16) Anti-PCNA antikoru, Santa Cruz

17) Anti-BrdU antikoru, Sigma

18) Biyotinile HRP, Lot 40480457 Zymed

19) Biyotin-bagh sekonder antikor, Lot 40480457 Zymed
20) Streptavidin, Lot 40480457 Zymed

21) Aminoethylkarbazole (AEC), Lab Vision TA-060-HA
22) Metanol, Riedel-DC-Haen 24229

23) Tripsin EDTA, Biological idutries 243338
24) DMSO, Sigma D 2650

25) Boric Asit, Sigma B0252

26) Na®* tetra borat, Sigma
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5.2. KULLANILAN COZELTILER

1) 1XPBS
NaCl 8¢g Na2HPO4 1.44 ¢
KC] 02 g KH2P04 024

2) Borat Tamponu
Borik Asit 0,12M
Na’* tetra borate  0,05M

5.3. KULLANILAN YONTEMLER

5.3.1. Hiicre Kiiltiirii

MDA-MB-231 ve T47 D hiicreleri %10 fetal sigir serumu ve antibiotik (100 U/ml
penisilin G, 100 pg/ml streptomycin) iceren (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) DMEM-
F12 medyumu icinde flasklar icerisinde 37 °C de 5% CO2 ve 95% O2 ve nem igeren

inkiibatorde biiyiitiildii.

5.3.2. Immiinositokimya

Koverslipler iizerinde biiyiitiilen hiicreler ekildikten 2 giin sonra PBS ile yikanip
metanol ile 5 dakika -20 °C’de fikse edildi. BrdU boyanacak hiicreler ise fiksasyon oncesi
BrdU ile 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Hiicrelerin ¢ift zincirli DNA’s1 2N HCl ile 37°C’de 30
dakika denature edildi, sonra borat tamponu ile (pH:8) nétralize edildi. PBS ile yikandiktan
sonra primer antikorlar, anti-EGFR, anti-ErbB2, anti-ErbB3 ve Anti-fosfotirozin antikoru
(1:1000) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. PBS ile yikandiktan sonra biyotin-bagh
sekonder antikor ve streptavidin ve biyotin ile HRP 30 dakika oda sicakliginda uygulandi.

Aminoethylkarbazole (AEC) substrat olarak uygulanarak hiicreler goriintiilendi.
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6. BULGULAR

6.1. MDA MB 231 VE T47D MEME KANESERI HUCRELERINDE ErbB
RESOPTORLERININ DAGILIMI

Malign birer meme kanseri hiicre soyu olan MDA MB 231 ve T47D hiicrelerinde
meme kanser hiicre proliferasyonunda 6nemli bir arac1 olan ErbB reseptorlerinin dagilimini
bu reseptorleri tanmiyan spesifik antikorlari kullanarak immiinositokimyasal yontemle
inceledik. Daha malign bir hiicre soyu olan MDA MB 231 hiicrelerinde ErbB1 (EGFR)
reseptdrleri nukleus iginde yogun olarak saptanirken, T47D hiicrelerinde seyrek olarak hiicre
membraninda olduklart gériildii (Sekil 2).

Bu hiicrelerde daha sonra meme kanser olusumunda overekspresyonunun malignite ile
dogru orantili oldugu bilinen ErbB2 (HER2) reseptorlerinin dagilimim karsilastirdik. ErbB2
reseptorleri MDA MB 231 hiicrelerinde EGFR’leri gibi niikleer lokalizasyon gosterirken,
T47D hiicrelerinde bazi hiicrelerin membraninda saptandi. Heregulin adli biiylime faktoriiniin
direkt olarak baglanarak EGFR ve ErbB2 reseptorleri ile dimerize olmasint ve meme kanser
hiicre prolifreasyonunu saglayan ErbB3 reseptorleri de iki hiicre soyunda ErbB2
reseptorlerine benzer fakat daha az yogun bir dagilim gosterdi (Sekil 2).

EGFR, ErbB2 ve ErbB3 reseptorleri tirozin kinaz aktivitesine sahip reseptorler
olduklarindan hiicre igi tirozin fosforilasyon diizeyini anti-fosfotirozin antikoru kullanarak
inceledik. Tirozin fosforilasyonu ErbB3 reseptor dagilimina benzer bir dagilim gosterdi;
MDA MB 231 hiicrelerinde niikleer lokalizasyon gosterirken, T47D hiicrelerinde bazi
hiicrelerin membraninda az yogunlukta saptandi (Sekil 2).

Bu c¢alismada, MDA MB 231 hiicrelerinde ErbB reseptor ailesinin niikleer
lokalizasyon gostermesi literatiirde daha malign ve metastatik oldugu bildirilen bu hiicre
soyunun T47D hiicrelerine gore daha hizla prolifere oldugunu gostermektedir. Fakat, yogun
niikleer EGFR ve ErbB2 ekspresyonuna ragmen fosfotirozin aktivitesinin az olmasi dzellikle
MDA MB 231 hiicrelerinde ErbB reseptor aktivasyonundan baska faktorlerin de maligniteye

katkida bulundugunu diisiindiirmektedir.
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Sekil 2. MDA MB 231 ve T47D hiicrelerinde EGFR, ErbB2 ve ErbB3 reseptér dagilimi ve tirozin

fosforilasyonunun gosterilmesi.

14



6.2. MDA MB 231 VE T47D HUCRE PROLIFERASYONUNUN PCNA VE
BrdU iLE GOSTERILMESI

PCNA, pek ¢ok tiimorde isaretleyici olarak kullanilan hiicre proliferasyonunu ve DNA
sentezini gosteren bir proteindir. Prolifere hiicrelerin niikleusunda G1-fazinda sentezlenen ve
biitlin hiicre sikllisii boyunca var olan PCNA proteinine karsi {iretilmis olan antikor ile
hiicreleri boyadigimizda her iki hiicre tipinde de nukleusta 100% boyama goriildi (Sekil 3).
Bu bulgu, MDA MB 231 ve T47D hiicrelerinin tamaminin proliferasyonda oldugunu

gostermektedir.

MDAMEZ31 147D

PCHA

Sekil 3. MDA MB 231 ve T47D hiicrelerinde PCNA ve BrdU ile hiicre proliferasyonunun

gosterilmesi.

PCNA proteini hiicre sikliistiniin ge¢ G1-fazinda sentezlendigi hiicre sikliisii boyunca
ve DNA replikasyonu sirasinda var oldugu icin MDA MB 231 ve T47D hiicrelerinin hiicre

sikltistintin hangi fazinda oldugunu arastirdik. Bu nedenle, DNA’ya selektif olarak hiicre

15



sikliistiniin G1-S fazinda inkorpore olan BrdU antikoru ile hiicreleri immunositokimyasal
yontemle boyadik. MDA MB 231 hiicrelerinde hiicrelerin yaklasik 63%ii, ve T47D
hiicrelerinin 28%’i BrdU antikoru ile boyandi (Sekil 3). Bu durum, MDA MB 231
hiicrelerinin 63%’niin G1-S-fazinda oldugunu ve T47D hiicrelerine gore 2.5 kat daha hizh
prolifere olduklarini gostermektedir.

MDA MB 231 ve T47D hiicrelerine ErbB2 reseptor antikoru Herceptin, veya EGFR
tirozin kinaz inhibitorii Tyrophostin (AG1478) uygulandiginda hiicre proliferasyonunda bir

degisiklik olmadigi goriildii (veriler gosterilmedi).
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7. TARTISMA

Bu c¢alismada, MDA MB 231 ve T47D insan meme kanser hiicrelerinde ErbB
reseptorlerinin dagilimini ve hiicre proliferasyon durumunu immunositokimyasal yontemle
inceledik. MDA MB 231 hiicrelerinde EGFR ekspresyonunun yiiksek, ErbB2 ve Ostrojen
reseptdr (ER) ekspresyonunun ise az oldugu bundan 6nceki yayinlarda bildirilmistir (25,26).
Biz de buna paralel olarak MDA MB 231 hiicrelerinde EGFR’lerinin ErbB2 reseptorlerine
gore daha yogun oldugunu saptadik. Her iki reseptor de niikleer lokalizasyon gosterdi, bu da
MDA MB 231 hiicrelerinin bildirilen yiiksek oranda malign ve metastatik 6zelligine paralel
bir bulgudur. Heregulin’in baglandi§i ErbB3 reseptorleri ise yine niikleer fakat EGFR ve
ErbB2 reseptorlerine gore daha az yogunlukta bulundu. Ligand baglandiginda veya konstitutif
olarak aktive olduklarinda EGFR, ErbB2 ve ErbB3 reseptorleri homo- veya heterodimerize
olarak tirozin uglarindan fosforile olurlar. Fakat, anti-fosfotirozin antikoru ile MDA MB 231
hiicrelerini boyadigimizda hiicre i¢i fosfotirozin aktivasyonun ErbB3 reseptdr dagilimina
benzer olsa da belirgin sekilde yiiksek olmadigini gorditk. Bu durum, bu hiicrelerde ErbB
reseptor aktivasyonundan ¢cok downstream bir sinyal ileti proteininin konstitutif olarak aktif
oldugunu ve daha ¢ok serin/treonin fosforilasyonun hiicre proliferasyonunda rol oynadigini
diistindirmektedir. Buna kanit olarak MDA MB 231 hiicrelerinde Ras mutasyonu sonucu
basal ERK1/ERK2 aktivasyonun yiiksek oldugu bildirilmistir (25).

T47D hiicrelerinde ErbB reseptorlerinin dagilimmi arastirdigimizda, MDA MB 231
hiicrelerinde niikleer olan EGFR, ErbB2 ve ErbB3 reseptorlerinin T47D hiicrelerinde
sitoplazma membraninda oldugunu goérdiik. ER pozitif olan bu hiicrelerde (26). ErbB2 ve
EGFR’lerinin az sayida oldugu bildirilmistir. ErbB3 reseptér dagilimi ile fosfotirozin
aktivasyonu MDA MB 231 hiicrelerinde oldugu gibi T47D hiicrelerinde de paralellik
gostermistir. EGFR, ErbB2 ve ErbB3 reseptorlerinin plasma membraninda olmasi ve
fosfotirozin boyamasinin azligt T47D hiicrelerinin MDA MB 231 hiicrelerine gore daha az
malign karakterli olmasi ile ortiismektedir. Bu bulgular, T47D hiicre proliferasyonun ErbB
reseptor aktivasyonu yerine ER reseptor aktivasyonuna bagli olabilecegini duisiindiirmektedir.

MDA MB 231 ve T47D hiicrelerini  proliferasyon ozelliklerine gore
karsilastirdigimizda, prolifere olan hiicrelerde hiicre siklii boyunca var olan ve hiicre
sikltistintin biitiin fazlar sirasinda DNA’ya bagli olan PCNA proteinin her iki hiicrede de

spesifik antikoru ile tamamen boyandigim gordiik. Bu durum, MDA MB 231 ve T47D
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hiicrelerinin hiicre sikliisiiniin cesitli fazlarinda aktif proliferasyonda olan hiicreler

olduklarimi géstermektedir.

Sekil 4. PCNA proteininin hiicre sikliisiindeki rolii ( Kaynak 27’den uyarlanmigtir.)

DNA’ya selektif olarak hiicre sikliistiniin S-fazinda inkorpore olan BrdU antikoru ile
hiicreleri boyadigimizda ise MDA MB 231 hiicrelerinin T47D hiicrelerine gore yaklasik iki
katmin G1-S-fazinda oldugunu gordiik. Bu durum, MDA MB 231 hiicrelerinin daha hizl
prolifere olduklarim gostermektedir.

MDA MB 231 ve T47D hiicrelerine inhibitor anti-ErbB2 reseptor antikoru Herceptin,
EGFR tirozin kinaz inhibitérii = Tyrophostin (AGI1478) uygulandiginda hiicre
proliferasyonunda bir degisiklik goriilmemesi bu insan meme kanser hiicrelerinin
cogalmasinin ErbB reseptorlerinden baska faktorlere (p53, NFx-B gibi) ya da downstream bir
sinyal ileti proteininin (Ras/MAPK gibi) konstitutif olarak aktif oldugunu diistindiirmektedir.
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8. SONUC

e insan meme kanseri hiicreleri olan MDA MB 231 hiicrelerinde EGFR nukleus i¢inde

yogun olarak saptanirken, T47D hiicrelerinde hiicre membraninda olduklari goriildii.

e ErbB2 reseptorleri MDA MB 231 hiicrelerinde EGFR’leri gibi niikleer lokalizasyon

gosterirken, T47D hiicrelerinde bazi hiicrelerin membraninda saptandi.

e ErbB3 reseptorleri iki hiicre soyunda seyrek, fakat ErbB2 reseptorlerine benzer bir

dagilim gosterdi.

e Hiicre ici tirozin fosforilasyonu ErbB3 reseptér dagilimina paralel bir dagilim
gosterdi;, MDA MB 231 hiicrelerinde niikleer lokalizasyon gosterirken, T47D

hiicrelerinde bazi hiicrelerin membraninda az yogunlukta saptandi.

® Yogun niikleer EGFR ve ErbB2 ekspresyonuna ragmen fosfotirozin aktivitesinin az
olmasi 6zellikle MDA MB 231 hiicrelerinde ErbB resepttr aktivasyonundan baska

faktorlerin de maligniteye katkida bulundugunu diisiindiirmektedir.

e Pek ¢ok tiimorde isaretleyici olarak kullanilan PCNA protein ekspresyonu MDA MB

231 ve T47D hiicrelerinin tamaminin prolifere oldugunu gosterdi.

e Hiicre sikliistiniin G1-S fazinda gerceklesen BrdU inkorporasyonu ise MDA MB 231

hiicrelerinin T47D hiicrelerine gore 2.5 kat daha hizl1 prolifere olduklarini gosterdi.
¢ Bu bulgular, MDA MB 231 ve T47D hiicrelerinde ErbB reseptor aktivasyonundan ¢ok

downstream bir sinyal ileti proteininin konstitutif olarak aktif olmasmin veya baska

faktorlerin hiicre proliferasyonunda rol oynadigimi diistindiirmektedir.
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9. TESEKKUR

Yiiksek lisans tezimin olugmasinda yol gosterici tavirlariyla her tiirlii katkiy1 saglayan
ve tezimi okumak i¢in defalarca zaman ayiran sayin hocam Do¢. Dr. Nedret Altiok’a, egitim
siiresince ve deneylerin yapilmasi sirasindaki yardimlarindan dolay1 sakin, sevecen mizaciyla
degerli hocam Yard. Dog¢. Dr. Meral Koyutiirk’e, yogun ¢alismalar1 arasinda deneylere
yardime1 olan laboratuvar sorumlular1 Melike Ersoz ve Tiirkan Sarioglu’na, yetismedi zaman
yok derken hep zaman yaratip yardima kosan becerikli enstitii sekreterimiz Ilknur
Karaosmanoglu’'na en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Egitimim sirasinda ve yasam boyu her zaman destek olan ve arkamda durup bana giic
veren annem Seving Karaca, babam Omer Bestami Karaca ve abim Zafer Karaca’ya tesekkiir
ederim.

Tiim zorluklara ragmen bir omiir paylasmaya karar verdigim bana destek olan,

sevdigim, esim Sedat Giizel’e tesekkiir ederim.
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