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OZET
Sinejan OZCAN

HER2+ Meme Kanseri Hiicrelerinde Pan-Her inhibitorii Dacomitinib'e Hiicre
Oliimii Cevabimin AVEN Tarafindan Diizenlenmesi

Tibbi Genetik Anabilim Dali
Yuksek Lisans Tezi, 2018

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tipidir ve gelistirilen yenilik¢i tan1 ve
tedavi stratejilerine ragmen mortalite oranlart halen yiiksek seyretmektedir. Bu
durumun en 6nemli nedenlerinden birisi hastanin tedavisinin baslangicinda varolan ya
da tedavi sirasinda ortaya ¢ikan terapi direncidir. HER reseptor ailesinin Uyelerinin
mutasyon ya da amplifikasyon ile asir1 aktif hale gelmesi birgok meme kanseri tipinde
malign degisikliklerin nedenidir. HER2 amplifikasyonu meme kanseri hastalarinin
yaklasik yiizde 20’sinde goriilmektedir ve kotii prognozla iliskilidir. Trastuzumab ve
lapatinib gibi hedeflenmis terapiler her ne kadar bu tiimorlerde etkinlik gosterseler de
terapi direnci 6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle tiim HER
ailesi lyelerini eszamanli olarak hedefleyen panHER inhibitorleri (neratinib,
dacomitinib, afatinib) gelistirilmistir. Mitokondriyal apoptotik yolak gerek
konvansiyonel gerekse hedeflenmis terapilerin kanser hiicreleri lizerindeki oncelikli
etki yollarindandir. Mitokondriyal apoptotik yolak BCL-2 protein ailesi tarafindan
dizenlenir. BAX ve BAK proteinlerinin aktivator BH3 proteinleri tarafindan aktive
edilmesi, mitokondriyal dis membran gecirgenliginin artig1, sitokrom c’nin sitozole

gecisi ve kaspaz aktivasyonu mitokondriyal apoptotik yolagin ana basamaklaridir.

AVEN, mitokondriyal apoptoz yolaginin ve DNA hasar yanitinin diizenlenmesinde
kritik rol oynayan sitozolik bir proteindir. BCL-XL proteinin anti-apoptotik aktivitesini
destekleyerek ve Apaf-1 proteinin oligomerizasyonunu engelleyerek apoptoz yanitni
inhibe etmektedir. Dahas1 sahip oldugu sinyal dizisi sayesinde niikleusa go¢ ederek
ATM ve ATR proteinleri ile etkilesime girmekte ve hicre donglsunin
regulasyonunda rol oynamaktadir. AVEN’in ifadelenmesindeki ve/veya

aktivasyonundaki artis kanserlesme ve ilag direnciyle iliskilendirilmektedir.



Bu calismada amacimiz AVEN’1n HER2+ meme kanseri hiicrelerinde dacomitinib
tarafindan indiiklenen hiicre 6liimii cevabini nasil etkiledigini ortaya koymakti. Bu
amag cercevesinde HER2+ SKBR3 meme kanseri hiicrelerinde AVEN ifadelenmesini
arttirarak ya da azaltarak hiicre 6liimii cevabimi degerlendirdik. AVEN’1n asir
ifadelenmesi dacomitinib tarafindan indiiklenen mitokondriyal hiicre 6liimii cevabini
azaltirken, RNAi yoluyla sustumu ise hiicre Oliimii cevabmi arttirdi.
Gergeklestirdigimiz caligma literatiirde HER2+ meme kanseri hiicrelerinde AVEN’1n
panHER baskilanmasina cevaben mitokondriyal hiicre 6liimiinii nasil etkiledigine dair

ilk bulgular1 saglamistir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, HER reseptor ailesi, panHER inhibitorleri

mitokondriyal hiicre 6lum

Bu yiiksek lisans tezi Baskent Universitesi tarafindan DA18/28 proje koduyla

desteklenmistir.
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ABSTRACT
Sinejan OZCAN

The Modulation of PanHER Inhibitor Dacomitinib-Induced Apoptosis by
AVEN in HER2+ Breast Cancer Cells

Medical Genetics Department,

Master’s Thesis, 2018

Breast cancer is the most common malignancy in women and the mortality rates are
still high despite the development of novel diagnostic and therapeutic strategies.
Resistance to therapy is among the leading causes of therapy failure, presenting either
initially or emerges druing the course of the therapy. Overactivation of HER family of
receptor kKinases due to mutations or amplifications promotes malign transformation in
various breast cancer cases. HER2 amplification is seen in 20% breast cancer patients
and related to poor prognosis. Targeted therapies including trastuzumab and lapatinib
exerted prominent antitumor effect in these breast cancer tumors, but therapy
resistance significantly circumvents their activities. To cope with this issue, several
panHER inhibitors (neratinib, dacomitinib, afatinib) have been developed.
Mitochondrial apoptotic pathway is among the main mechanisms that modulates the
effects of conventional and targeted therapies on cancer cells. BCL-2 proteins regulate
mitochondrial apoptotic pathway. Activation of BAX and BAK by BH3-only proteins
leads to mitochondrial outer membrane permeabilization, translocation of cytochrome
c into cytosol and caspase activation are key steps of mitochondrial apoptotic

signaling.

AVEN is a cytosolic protein which regulates mitochondrial apoptotic pathway and
DNA damage response. AVEN interferes with apoptotic signaling by enhancing the
antiapoptotic activity of BCL-XL and by preventing Apaf-1 oligomerization. In
addition, AVEN translocates to nucleus by means of its nuclear localization signal and
interacts with ATM and ATR. These interactions regulate cell cycle response.
Furthermore, increased AVEN activity or expression have been shown to trigger

tumorigenesis and tumor maintenance.

Vii



In this study, we aimed to identify how AVEN regulates dacomitinib-induced cell
death response in HER2+ breast cancer cells. To explore these responses, we
overexpressed or silenced AVEN in HER2+ SKBR3 breast cancer cells. AVEN
overexpression led to attenuation of dacomitinib-induced mitochondrial apoptotic
response and RNAi-mediated suppression of AVEN increased dacomitinib-induced
apoptosis. Our results provided first findings in the literature regarding the modulation
of panHER inhibition-induced apoptosis by AVEN.

Keywords: Breast cancer, HER receptor family, panHER inhibitors, mitochondrial

apoptosis

This master thesis was supported by Baskent University by DA 18/28 project code.
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1. GIRIS

Kanser tek bir hastaliktan ziyade birden fazla patolojinin ortaya ¢ikardigi bir
spektrum bozukluk olarak degerlendirilebilir. Hanahan ve Weinberg’in tanimladigi
hiicre 6liimiine direng, metabolizmanin degisiklige ugramasi, immiin sistemden kagis,
replikatif mortalite gibi 6zellikler bu spektrumu belirler. Cevresel faktorlerin de
katkistyla ¢cok basamakli bir siirecin sonucunda ortaya ¢ikan tiimdrler mutasyon

birikimi ile beraber onkojenlerin aktivasyonu ve tiimor baskilayicilarin inaktivasyonu

ile karakterizedir.

Birgok kanser tipinde mortalite ve morbidite oranlar1 diismesine ragmen, kanser
tim diinyada 6nemli bir saglik problem olmaya devam etmektedir. 2012 yilinda
GLOBOCAN tarafindan yayimlanan data setine gére meme kanseri senelik 1.7 milyon

yeni vaka ile toplam kanser teshislerinin yaklasik yiizde 12’sini olugturmaktadir.

Kanser tedavisinde cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, endokrin terapisi,
immiinoterapi ve hedeflenmis terapiler kullanilan baglica tedavi yaklasimlaridir.
Hastanin tiimoriindeki kanser hiicrelerinin molekiiler diizeyde karakterizasyonu kisiye
0zgl ya da tiimore 6zgl hedeflenmis terapilerin gelistirilmesine, boylece hem etkin
hem de daha az yan etkiye sahip, hastalara yiiksek yasam standardi saglayan biitiinciil
bir yaklagimin gelistirilmesini saglamistir. Kanser spektrumundaki patolojileri
hedefleyebilecek molekiillerin gelistirilmesi ya da gelistirilen molekiillerin
etkinliginin ve seciciliginin arttirilmasi sinyal iletisi diizeyinde bu molekiillerin

etkiledigi yolaklarin ortaya konulmasi ile miimkiindr.

Meme kanseri hiicreleri iki temel reseptor ailesi lizerinden sagkalim, proliferasyon
ve progresyonlarini devam ettirirler. Ostrojen ve progesteron reseptorleri meme
kanserinin molekiiler patolojisinde tani, siiflandirma ve endokrin terapileri ile
hedeflenebilme 6zellikleri ile 6Gnemli rol oynamaktadir. HER reseptor kinaz ailesinin
onemli bir liyesi olan HER?2 invazif meme kanserlerinin yaklasik yiizde 20’sinde asir1
ifadelenme/amplifikasyon gosterir. Trastuzumab gibi HER2 hedefleyici tedavilerin
Klinik kullanima girisine kadar HER2+ meme kanseri tiimorleri oldukga agresif ve
kot prognozla seyreden timorlerdi. Nitekim trastuzumab gibi HER2 hedefleyici
antikorlar, lapatinib gibi kigik molekul tirozin kinaz inhibitorleri klinik etkinlik

gosterse de bastan beri varolan ya da sonradan edinilen terapi direnci bu molekillerin



etkinligini kisitlamaktadir. HER ailesinin diger iiyelerinin aktivasyonu bu direng
mekanizmalarindan birisi oldugu i¢in dacomitinib, afatinib, neratinib gibi panHER

inhibitorleri gelistirilmis ve Klinik fazlarda denenmektedir.

Bu baglamda daha 6nce farkli hiicresel kontekslerde apoptoz sinyal iletisi ve DNA
hasar1 cevabi lizerine etkisi gosterilmis AVEN’in bir panHER inhibitorii olan
dacomitinib’in HER2+ meme kanseri hiicrelerindeki etkisi olup olmayacaginm
arastirmay1 planladik. Meme kanseri hiicrelerinde panHER inhibitorlerine hiicre
Olimii cevabinin molekiiler mekanizmalarinin ve bu mekanizmalarin pargalarinin
ortaya konulmasi daha etkin ve akilci tedavi olanaklarinin gelistirilmesi igin kritik
onemdedir. Caligmalarimizin sonucunda elde ettigimiz bulgular AVEN’in HER2+
meme kanseri hiicrelerinde panHER inhibitoérii cevabini diizenleyebilecegini ortaya
koyarken mitokondriyal apoptotik yolagin diizenlenme mekanizmalarina dair ileri

calismalarin da Oniinii agmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Epidermal Blylme Faktor Reseptor Ailesi

EGFR1/ErbB1/HER1, ErbB2/HER2, ErbB3/HER3 ve ErbB4/HER4,
Epidermal Biiyiime Faktor Reseptor Ailesi (ErbB/ EGF/ HER) tyeleridir. EGF’in
ardindan 1975 yilinda reseptorii (EGFR), 1980 yilinda ise EGF reseptoruniin kinaz
aktivitesi kesfedilmistir (275-277). ilerleyen yillarda EGFR ile yiiksek oranda dizi
benzerligi gosteren diger aile liyeleri sirastyla c-ErbB2/HER2/neu, ErbB3/HER3 ve
ErbB4/HER4 kesfedilmis, bu reseptorlerin yapilar1 ve islevleri hakkinda detayh
caligmalar yapilmistir (4, 5, 7, 10).

ERbB reseptorleri; epitelyal, mezenkimal ve ndronal orijinli ¢esitli dokularda
ifadelenmektedirler. Reseptorlerin aktivasyonlari, epidermal biiyiime faktor (EGF)
ailesi ligandlarinin temporal ve uzamsal ifadelenmesi araciligiyla uyarilmakta ve hiicre
dis1 sinyallerin net hiicre fonksiyonuna doniistiiriilmesine aracilik etmektedirler (278-
280). Bu dort transmembran reseptor pleotropik hiicre yiizeyi sinyalizasyon sisteminin
parcasidir (33). Hicresel seviyede hiicre siklusunun ilerlemesi, proliferasyon, hiicre
O6lumii, protein sentezi, metabolizma ve farklilasma gibi c¢ok sayida siireci
diizenlemektedirler (17-19, 66, 281). ErbB reseptor sinyalizasyonundaki anomaliler
kansere neden olmaktadir (90, 282). ErbB reseptorlerinin asir1 aktiflesmesine neden
olan mutasyonlar, asir1 ifadelenmeleri ve/veya amplifikasyonlari; proliferasyon ve
sagkalim yanitlarinin artigina, hiicre 6liim yanitinin azalmasina, bunlarin yan sira;
hiicre metastazi i¢in gerekli olan adezyon, migrasyon, invazyon ve neo-anjiyonegenez
mekanizmalarinda anormal diizeyde artisina aracilik ederek agresif tiimorojenik

fenotipin gelisimini desteklemektedir. (283-28).



2.1.1. ErbB reseptorleri ve yapilari

ErbB reseptorlerinin  kesfi 20’inci yiizyilin sonlarina dogru ard arda
gerceklesmistir. Kesfedilen ilk aile tiyesi ErbB1/EGFR, 170 kDa agirligindaki bir
glikoproteindir. Kodlayan gen 186 kB uzunlugunda ve 28 ekzonlu olup 7’nci
kromozomun p12 lokusunda bulunmaktadir. (1, 2, 3). ErtbB2/HER2, 185 kDa’luk bir
protein olarak karakterize edilmistir. Kodlayan gen 32 ekzonlu olup 17’nci
kromozomun q12 lokusunda konumlanmaktadir (4). ErbB3, EGFR/ErbB ailesinin,
genomda 12’nci kromozomun q13.2 lokusunda kodlanan yaklagik 148 kDa
agirh@indaki tglincti tiyesi; ErbB4 ise ayni ailenin 2’nci kromozomunun q34
lokusunda kodlanan yaklasik 146 kDa agirligindaki dordiincii tiyesi olarak 1980’lerin

sonlarinda tanimlanmislardir (5, 6, 7).
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Domain I
W Domain II (CR1)

Domain III

Domain IV (CR2)
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Juxtamembrane

Tyrosine kinase

C-terminal tail

Sekil 1. EGF reseptorlerinin yapisi (8)

ErbB reseptor ailesi {iyelerinin iyi korunmus yapilar1 yiiksek oranda
birbirlerine benzerlik gostermektedirler (Sekil 1.). Reseptorler ortak olarak; ligand

baglanma alt birimi ve dimerizasyon kollarinin bulundugu hiicre dis1 birimi (ECD),



zar gecen birimi (TMD), jukstamembran dizenleyici birim (JMD) ve tirozin kinaz
altbirimi (TKD) ile karboksil (C)-terminal kuyrugun bulundugu hiicre i¢i birimden
(ICD) olusmaktadirlar (5-7, 9-11).

Reseptorlerin  hiicre dis1 birimleri ortak olarak 4 temel alt birimden
olusmaktadir; alt birim-I, -1, -111, -1VV. Reseptorler inaktif formdayken hiicre dig1 birim
kompakt konfigiirasyondadir; alt birim-Il icindeki sisteince zengin B-sa¢ tokasi
formundaki dimerizasyon kolu, molekdl ici oto-inhibitor etkilesimler araciligiyla alt
birim-1V igerisine tamamen gomiilii durumdadir. L&since zengin alt birim-1 ve -111 ise
daha serbest yapida olup ligand ile etkilesime girmektedir. (12). ErbB2/HER2
monomerinin ECD’si yapisal olarak diger aile liyelerinden farklidir; normal fizyolojik
kosullarda genellikle aktive edilmis reseptor formuna benzer, sabit konformasyonda
bulunmaktadir. Ayrica diger aile tiyeleri ile etkilesime giren ¢ok sayida ligand
olmasina ragmen, ErbB2/HER2 ile etkilesime girdigi bilinen bir ligand halen
tanimlanamamistir (13). Sahip oldugu bu o6zellikleri nedeniyle aile iiyelerinin
ErbB2/HER?2 ile dimerlesme egilimi, diger {i¢ aile iiyesininkinden daha yiiksektir
(Tablol) (14). Dimerlesme ve aktive olma egilimi yiiksek olan ErbB2/HER2’nun

bilinen proto-onkogenik ve onkogenik formlari da mevcuttur (16).

Tablo 1. ErbB aile tiyelerinin dimer kombinasyonlari (13).

ErbBI -1 1-2 -3

ErbB2 2-2°

ErbB3 3-1 3-2 3-3b 3-4
ErbB4 4-2 4-4

ErbB reseptorlerinin hiicre ici birimini birer adet TKD ve C-terminal kuyruktan
olusmaktadir (17-19). Ligand yoklugunda ICD birim cis-otoinhibisyon
konformasyondadir. Bu konformasyonda, aktivasyon halkasi adi verilen bir alt alt
birimin dogrudan enzimatik bolgenin aktif bolgesine baglanarak ATP ve substratin
baglanmasina engel olmaktadir. Ligand aracili dimerizasyonla bu cis-otoinhibisyon
dizeni bozunmakta ve enzimatik bélge aktiflesmektedir (20-23). ErbB3/HER3



reseptortiniin TKD’sinin yapisi diger aile liyelerinden farklidir; birimin aktivasyonuyla
iliskili 6nemli tirozin gruplarinin bir kismina sahip degildir. Bu nedenle diger aile
tiyelerininkine kiyasla yaklasik 1-1000 kat daha zayif kinaz aktivitesine sahiptir (5, 7,
24-26). Buna ragmen ATP baglayabilmekte ve dimerize oldugu reseptorde trans-
fosforilasyonu uyarabilmektedir (12, 27- 29).

2.1.2. Normal Fizyolojik Kosullar Altinda Reseptor Aktivasyon Mekanizmalari

Reseptorlerin aktivasyonu, biiyiime faktor ligandlarinin hiicre dis1 alt birim -1
ve -3’e baglanmasi ile uyarilmaktadir (30). EGF reseptorlerinin aktivasyonuyla iliskili
oldugu bilinen, yaklasik 40-60 amino asit uzunlugunda ve peptid yapili, on ikiden fazla
monomerik ligand tanimlanmistir (31,32). Bu ligandlar 3 temel gruba ayrilmaktadir.
Ilk grup EGFR/ErbB1’e 6zgiil baglanan; EGF, transforme edici biiyiime faktor-o
(TGF-a) ve amfiregiilini kapsamaktadir. ikinci grup betaselliilin, heparin-bagli EGF
(HB-EGF) ve epiregiilinden olusmaktadir; bu ligandlar ¢ifte-0zgulliik gostermekte ve
hem EGFR/ErbBl hem de ErbB4’e baglanmaktadirlar. Ugiincii gruba dahil olan
ligandlar ise noregiilinlerdir (NRG’ler); bu grubun iki iiyesi olan NRG1 ve NRG2 hem
ErbB3 hem de ErbB4’e baglanabilirken diger iki iiyesi olan NRG3 ve NRG4 sadece
ErbB4’e baglanabilmektedir (33). ErbB2/HER?2 ile etkilesime girdigi bilinen bir
ligand heniiz tanimlanamamistir. Bazi ligandlarla diisiik affinite ile etkilesime

girebildigi bildirilen ¢aligmalar da mevcuttur (13).

Ligand, alt birim-I ve —I1I ayn1 anda baglanarak (34) hiicre dis1 birimde reseptor
aktivasyonu igin 6nemli konformasyonel degisiklikleri indiiklemektedir. Daha once
gémuli halde bulunan alt birim-11 ve IV’lin gevsemesiyle dimerizasyon kolunun agiga
¢ikmaktadir (35). Dimerizasyon kolunun araciligiyla reseptorler dimerize olmakta
(Sekil 2.) ve kinaz aktivasyonunu gerceklestirmek {izere hiicre i¢i birimde

konformasyonel degisikleri indiiklemektedir (36, 37).



Rseptor dimerlerinin kinaz alt birimlerindeki anahtar tirozin birimlerinin trans-
fosforilasyonu indiklemektedir (30, 38, 39). Fosforilasyonla birlikte cis-otoinhibisyon
konformasyonu bozulmakta ve reseptorler kinaz aktivitesi kazanmaktadir (20, 21, 40).
Trans-fosforilasyon, dimer ciftlerinden birinin (aktivator kinaz) karboksil (C)-lobunun
diger kinazin (alict kinaz) amino (N)-lobuna temas ederek fosforillmesi ve aktive
etmesi olayina verilen addir (37). C-terminal kuyruk kinaz alt biriminin fonksiyonunun
diizenlenmesiyle iliskilidir (40- 44).

Sekil 2. EGF reseptorlerinin aktivasyonu (8)

ErbB2/HER?2 diger aile iiyelerinden farkli olarak gevsek yapili ECD’ye sahiptir
ve ligand-bagimsiz dimerize olabilmektedir (45). Bu durum ErbB2/HER2’yu diger
reseptorler igin ¢ekici bir dimerizasyon partneri yapmaktadir. ErbB2/HER2 igeren
heterodimerler diger dimerlere kiyasla daha kuvvetli sinyaller tretmektedirler.
HER2/HER3 heterodimeri, proliferasyon yanitini indiikleyen en o6nemli sinyal
yolaklarindan biri olan PI3K/Akt sinyal yolagii baskin sekilde aktivasyonundan
sorumludur (46, 47).

Src homoloji-2 (SH2) veya fosfotirozin baglanma (PTB) birimleri iceren

adaptor proteinler aktif ErbB reseptorlerinin sinyal yolaklarini aktive etmelerine



aracilik etmektedir. Mitojen-aktive eden protein kinaz (MAPK), fosfotidilinositol-3-
kinaz (P1-3K) / AKT ve Janus kinaz (JAK2) / Sinyal doniistiiriicti ve transkripsiyon
aktivator (STAT) sinyal yolaklarin agirlikli olarak ErbB reseptorleri tarafindan aktive
edilmektedirler (40, 48, 49). Sonug olarak; ErbB reseptorleri hiicre ¢cogalmasiyla ilgili
karmasik bilgileri, hiicre dis1 ortamdan hiicre igine ilereten ve bircok hiicresel sreci
diizenlemede rol oynayan transkripsiyon yollarini aktive eden bir digiim gorevi

gormektedirler (Sekil 3).

ErbB reseptorlerinin aktivasyonu kadar deaktivasyonlarinin regulasyonu da
onemlidir. Endozomal internalizasyon mekanizmasi reseptor aktivasyonlarinin
sonlandirilmasinda rol oynayan temel mekanizmadir (50). Internalizasyon
mekanizmasi ile reseptorler mitokondri, golgi, ER ve niikleusa tasinmaktadir (51, 52).
Reseptorin endositik alimi takiben lizozom aracili degredasyonu, vezikiiler tagima ile
hicre i¢indeki belirli lokasyonlara tasinmasi veya geri doniisiim ile inaktif monomerin
membrana iletilmesi seklinde ilerleyen bir siiregtir (53-57). Aile (Gyelerinin
internalizasyon dereceleri ve hiicre icerisindeki akis farklilik gosterebilmektedir.
Aktive olmus bir reseptoriin inaktivasyonu normal sartlar altinda bir ka¢ saat
siirmektedir. Internalizasyon aksamasi veya engellenmesi sonucu aktif reseptor
dimerlerinin olmasi gerekenden uzun siire membranda bulunmalari ve iligkili yolaklar

asir1 aktive etmeleri kanserlesme nedenlerindendir (58).



ErbB/HER Signaling

Sekil 3. EGF reseptorleri ve dlzenledikleri hiicre ici mekanizmalar
(https:/iwww.cellsignal.com/contents/science-cst-pathways-tyrosine-kinase/erbb-her-
signaling-interactive-pathway/pathways-erbb)



2.1.3. Reseptorlerin onkojenik aktivasyon mekanizmalar1

ErbB reseptorlerinin aktivasyonlarindaki anormak artis kanserlesme siireci ile
yakindan iliskilidir. Meme, ovaryum, beyin, prostat, akciger ile bas ve boyun
kanserlerinin gelisiminde rol oynamaktadir (59, 60). Aktivasyondaki artis; mutasyon,
artan reseptor / ligand / adaptor protein ifadelenmelerinde artis ve sinyal yolagi
elemanlariin hiicresel konumlarinin degismesi vb. sonucu gergeklesebilmektedir.
Ras, PI3K, Akt, ve Bcl-x/-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin aktivasyonunu uyararak
da hiicre dliimii baskilayabilmektedirler (Sekil 4). Ozetle, anormal ErbB reseptor
aktivasyonlari hiicrenin sag kalim yanitinda artisa ve hiicre 6liimii yanitinda azalmaya
neden olarak kanserlesmeyi desteklemektedir. Dahast kemoterapotik ajanlarin

etkilerine kars1 direng gelisiminde de rol oynamaktadir (61-65).
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Sekil 3. ErbB reseptorlerinin hiicre 6liim ve sag kalim ile iligkili molekiilleri ile etkilesimi (66)

ErbB reseptorlerinin  asir1  ifadelenmeleri  ve/veya amplifikasyonlari
kanserlesmede rol oynayan temel mekanizmalardandirlar. Meme kanserlerinin %25-
30’unda (67) ve ovaryum, mide ve agresif uterin kanserlerinde ErbB2/ HER2 geni
amplikasyonu mevcuttur (68). ErbB2/ HER gen amplifikasyonu ve/veya asiri
ifadelenmesi, proliferasyon yanitinin artmasina ve apoptozun inhibisyonuna aracilik

ederek kanser gelisiminde ve terapotiklere karsi direng gelisiminde rol oynamaktadir
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(69). ErbB2/ HER2 geni amplikasyonu ve kanserle iliskisi, “Kanser ve ErbB2/HER2

asir1 ifadelenmesi” basligi altinda detaylica verilmistir.

EGF reseptor asir1 ifadelenmesi ve mutasyonlar1 da giiclii kanserojenik etki
yaratmaktadir ve akciger, glioblastoma, ovaryum, meme kanserlerinin olusumu ve

gelisiminde rol oynamaktadir. (70, 71).

Aktive edici mutasyonlar, EGF reseptorlerinin molekiler konformasyonunda
ve yuk dagiliminda degisikliklere neden olmaktadir. Reseptorlerin substrat baglama
egilimlerini veya enzimatik aktivitelerinin arttirarak sinyal iletim becerilerini
guclendirmektedir (4, 15, 16, 72). EGFR ve HER-2 reseptorlerinin ECD, TMD ve
TKD’sinda meydana gelen ve kinaz aktivitelerini etkileyen gesitli tipte mutasyonlar
tanimlanmistir.  Kanserlesme ve kemoterapotiklere karsi direng kazaniminda rol
oynamaktadirlar. Ornegin; EGF reseptorin ECD’sinde meydana gelen ve
glioblastomalarda gorulen bir grup mutasyon, reseptoriin inaktif konfirmasyonunu
destabilize ederek ligand-bagimsiz reseptor aktivasyonuna neden olurken (Ferguson,
2008); ICD’sindeki katalitik cepte gorilen in-frame delesyon ve L834 nokta
mutasyonu dogrudan reseptoriin kinaz aktivitesinde artisa neden olmaktadir. Asir
aktive olan EGFR ile Akt ve STAT5S sinyal molekillerinin de fosforilasyonu da
artmaktadir (37, 73).

ErbB reseptorlerinin aktivasyonu ve miktarindaki degisimlere ek olarak
endositozlar1 sonrasi konumlandiklari hiicre kompartmalarinin = degisimin de
kanserlesmede etkili oldugu bildirilmistir. Meme ve ovarian timorlerine EGFR ve
HER2’nun niikleusa transportunda artis gozlenmistir.  Nikleusa konumlanan
reseptorlerin, transkripsiyon faktorti (STAT3 gibi) proteinleri ile etkilesime girerek
bazi genlerin (iINOS ve COX-2 gibi) ifadelenmelerini diizenledigi ve kotii prognozda
rol oynadiklar1 bilinmektedir (74-84). HER2’nin hiicre icerisinde mitokondri
lokalizasyonundaki artisin Sitokrom ¢ oksidaz alt birim 2 aracili apoptoz

diizenlenmesinde rol oynadigi kesfedilmistir (51).

Ligand ve adaptor protein seviyelerinde meydana gelen degisiklikler de
karsinogenezle iliskilendirilmektedir. Ozellikle TGF-a, amfiregilin ve HB-EGF
ligandlarinin konsantrasyonundaki artisin Erb reseptorleri iizerinde aktive edici bir

baski yarattig1 ve tiimor gelisimini daha agresif hale getirdigi, dahasi terapétiklere
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kars1 direng gelisimiyle pozitif korelasyon gosterdigi yapilan calismalarla ortaya
konulmustur (85-87). Brk adaptor proteininin sitoplazmik konsantrasyonundaki artis
benzer sekilde kanserojenik bulunmustur (88). ErbB sinyal efektor proteinlerinin ayni
zamanda IGF sinyal yolagi gibi farkli yolaklarin aktivasyonu tzerindeKileri
bulunmaktadir (89); bu durum sinyal kontroliinde bagimsiz iki yolak arasindaki

etkilesimin (cross-talk) meydana geldigine isaret etmektedir.
2.1.3.1. Kanser ve ErbB2/HER?2 asir1 ifadelenmesi

ErbB2/HER2’nin ligand ilgisi diisiik, hizla dimerlesmeye egilimli ECD
birimine ve alt yolaklar lizerindeki gii¢lii uyarici etkiye sahiptir. Aktivasyonun asiri
artmast ile saglikl bir hiicrenin tumorojenik fenotip kazanabilmektedir (90, 91). HER2
reseptorinun ifadelenmesindeki asir1 artis, amplifikasyonu ve aktiflestirici
mutasyonalar1 sonucu reseptor faaliyetinde artis meydana gelmektedir. (28, 45, 92,
93). Bununla birlikte 6nemli proliferatif sinyal yolaklarmin asir1 aktivasyonu ve
apoptotik  yolaklarin inhibisyonu uyarilmaktadir (94). Coklu sinyalizasyon
mekanizmasinda es zamanli meydana gelen anomaliler hiicrenin kanserlesme stirecini

desteklemektedir (Sekil 5).

HER2 reseptdr aktivitesinin artisina, goriilme sikligi olduk¢a diisiik olan
aktiflestiricic HER2 mutasyonlardan ziyade HER2 geni amplifikasyonu ve/veya asiri
ifadelenmesi neden olmaktadir. HER2 pozitif (HER2+) olarak adlandirilan kanser
hiicrelerinde HER2 geni kopya sayisinda 25 ila 50 kat, hiicre yiizeyindeki HER2
reseptor sayisinda ise 40-100 kat artis gorllebilmekte ve hiicrenin sahip oldugu

reseptOr sayisi 2 milyondan fazla rakamlara ulasabilmektedir (95).

Meme kanseri hastalarinin yaklasik %25-30’una HER2+ tanist konulmaktadir.
HER?2 asir1 ifadelenmesi meme, gastrik, 6zofagal ve endometriyal kanserlerinde erken
veya ileri evrede gergeklesebilmektedir (67, 96-98). HER2+ tUmdrlerde; agresif
yayilim, metastaz ve invazyon egilimine ek olarak tedaviye kars1 direng gelisimine
sebep olmaktadir (99-102). Ote yandan HER2+ timorlerde HER reseptorinin
hedeflenmesiyle tedavide basar1 orani arttirilabilmektedir (95, 103).
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HER?2 asir1 ifadelenmesi ¢ok sayida iliskili mekanizma iizerinden karsinojenik
transformasyona neden olmaktadir. Bu mekanizmalardan ilki HER ailesi dimerlerinin
kompozisyonunda neden oldugu degisimdir. EGFR ve HER3 ile olusturulan HER2
heterodimerlerinin ve HER2 homodimerlerinin sayisi, HER2 ifadelenmesindeki
artigina paralel olarak artmaktadir (104, 105). EGFR ve HER, MAPK, JAK/STAT,
PI3K /Akt gibi 6nemli proliferasyon ve sag kalim yolaklarinin aktivasyonundan
sorumludurlar. Bu sinyal yolaklarinin HER2 igeren dimerler araciligiyla etkili ve
kismen daha uzun siireli aktivasyonu s6z konusudur. Aktif EGFR homo- ve
heterodimerlerinin endositik bir mekanizma ile hizla membrana geri doniisiimii
yapilarak sinyalizasyon siiresi ve etkinliginin arttirilabildigi  bilinmektedir.
HER2/EGFR  dimerlerinin  endositik  geri  doniisiimii  karsinogenezle
iligkilendirilmektedir. Endositik mekanizma ile proliferasyon yolaklar1 iizerindeki
HER2 sinyal etkinligi artmaktadir (106, 107). HER2 ile birlikte EGFR’in
aktivasyonundaki artis, MAPK and JAK/STAT yolaklarinin giiglii sekilde

aktivasyonuna dolayisiyla karsinogenezin uyarilmasina sebep olmaktadir (104-110).
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Sekil 5. ErbB2/HER2 agir1 ifadelenmesi ile indiiklenen hiicre i¢i yanitlar (113)

Benzer sekilde HER2 asir1 ifadelenmesindeki artigla birlikte HER2/HER3

heterodimerlerinin sayisinda da artmaktadir. HER3 reseptorii en 6nemli proliferatif
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sinyal yolaklarindan olan PI3K ve Akt yolaginin en giiglii aktivatoridiir (111, 112).
Aktif HER2/HER3 dimerlerindeki artisa bagli olarak bu yolagin anormal diizeyde
aktivasyonuna karsinogenezle iliskilendirilen bir diger mekanizmadir (111, 112, 114-
116).

HER2+ tiimorlerde, transkripsiyon sonrasi diizenlenme ve/veya alternatif
kirpilma sonucu JMD’de 16 amino asitlik bir bolgesi eksik HER2 varyanti, AHER2,
ifadelenebilmektedir. AHER2, ligand-bagimsiz sinyal iletim aktivitesi olan onkogen
varyant olarak tanimlanmaktadir (117, 118). Kirpilma ile sistein birimleri ¢ikarilmakta
ve proteinin disiilfit bag yapist bozulmaktadir. Bu sayede daha yiiksek dimerizasyon
ve fosforilasyon egilimi kazanan AHER2, HER2’ya kiyasla c¢ok daha yiiksek
karsinojenik aktiviteye sahip olmaktadir (117-119). HER2 ve AHER2

ifadelenmelerinin birlikte artig1 karsinogenez siirecini hizlandirmaktadir.

Src kinazlar, HER2’nin O6nemli ikincil sinyal iletim molekiilleridir. Src
kinazlar, fosforilasyonlarindaki artisa paralel olarak, transforme edici ve karsinojenik
faaliyet goOstermektedirler (120). HER2 asir1 ifadelenmesi src kinazlarinin
fosforilasyonunu artirmaktadir (121, 122). Artan src fosforilasyonu tumor
hiicrelerinde fokal adezyon, integrin ve aktin sitoskeleton sinyalizasyonlarini bozarak
hiicre polarizasyonun kaybina, hiicre-hiicre baglantilarinin bozulmasina, tutunmadan
bagimsiz hiicre biiylimesine, migrasyona, invazyona ve metastaza neden olmaktadir
(123, 124). Src kinazlardan bagimsiz olarak, HER2 asir1 aktivasyonu ERBIN (ErbB2
interacting protein) proteinlerinin fonksiyonlarini baskilayarak da hiicre polaritesini ve
adezyonunu bozabilmektedir (125). Normal kosullarda epitelyal hiicrelerin dis
yiiziinde bulunan ERBIN proteinleri, ligand salgilayan stroma hiicreleri ile iletisim
kurmaya aracilik etmektedir (126-128). HER2 asir1 ifadelenmesi bu baglamda hiicre

adezyonunu engelleyerek karsinogenezi desteklemektedir.

Artan HER?2 ifadelenmesi, hiicre dongiisii kontrol noktalarindaki, 6zellikle
G1/S noktasindaki, isleyisi bozarak proliferatif yaniti arttirmaktadir. HER2 asiri
ifadelenmesi dogrudan siklin-D1, -E ve cdk6’nin regiilasyonunda artiga ve p27°nin
bozunmasina neden olarak veya 6zellikle HER3 ile olusturdugu dimerler araciligiyla
Akt yolagi lizerinden p27 inhibisyonunu uyararak epitelyal hiicrelerde G1/S kontrol
noktasindan kagisi miimkiin kilmaktadir (129-132). HER2+ hicrelerde HER2
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homodimerlerinin de sayist yiikseltmektedir. Birim alandaki HER2 miktarinin
artmasiyla reseptorler iyice birbirilerine yakinlasmakta ve etkilesime girerek
homodimerler olusturmaktadirlar. Aktif HER2 homodimerleri ile hiicre sag kalimini

desteklemekte ve boylece timdr hicreleri agresif hale gelmektedir.

HER?2 ifadelenmesindeki artisin anormal aktivasyonlara neden oldugu sinyal
iletim yolaklarinin ve bu yolaklarda rol oynayan kilit molekiillerin iyi anlasilmasi,
karsinogenezle iliskisini anlamak agisindan 6nem arz etmektedir. Kilit molekillerden
bir veya bir kaginin hedefli inhibisyonu miimkiin olabilmektedir. Hedefli kanser

tedavilerindeki basar1 sans1 boylece artmaktadir.
2.2.ErbB Hedefli Tedavi

ErbB ailesi reseptorlerinin sayilarinin artmast ve/veya aktive edici
mutasyonlar1 tagimalar1 sonucu aktivasyonlarinda goriilen anormal artig, hiicrenin
temel sag kalim yolaklarindan olan Ras/Raf/Mek/Erk ile PI3K/Akt yolaklarinin agiri
aktivasyonuna Onciiliik etmektedir. Bu yolaklardaki anormal aktivasyonlar basta
akciger, meme, ovaryum kanseri olmak iizere bir¢cok kanser tiirlinde tomiir olusumu,
gelisimi ve metastaz siirecinin leyhine; profilerasyon, anjiyogenez, adezyon, invazyon
ve apoptotik yanitlarda degisikliklere neden olmaktadir (133-136). Insan kanserlerinin
olusumunda ve gelisiminde oynadiklar1 bu Kritik roller nedeniyle tedavi hedefi haline
gelmislerdir (137).

Tarihte ilk defa Greene laboratuvarinca, hiicresel transformasyon
siiresinde rol oynayan bir proteinin hedeflenmesi sayesinde asagi akim sinyal
yolaklarimin  bloklanmasi iizerinden malignant fenotipin baskilanabilecegini
gosterilmistir (138, 139). Bu calisma neticesinde monoklonal antikorlar (MAB)
ve/veya tirozin kinaz inhibitorleri (TKI) gelistirilerek, ailenin bir ve ya daha fazla
sayida 1iiyesinin hedefli olarak inhibe edilebildigi tedaviler gelistirilmistir.
Trastuzumab (Herceptin) ve Pertuzumab (Perjeta), klinikte dogrudan anti-HER2 ajan1
olarak sik kullanilan monoklonal antikorlardir. Ikisi de HER2 dimerizasyonunu
onleyerek aktivitesini bloklamaktadir. Sonraki yillarda kiiciik molekiil yapili TKI
gelistirilmigtir. Birinci nesil tersinir ‘selektif’ ozellikli TKI’lerden erlotinib ve
gefinitinib EGFR’1 inhibe edenlerken (140) lapatinib gibi bazilar1 da hem EGFR hem
de HER2’yi inhibe edebilmektedir (141). Tek reseptoriin hedeflendigi tedavilerde
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timor hiicrelerinde diger reseptor dimerlerinin say1 ve aktivasyonunun arttigi ve
gelisen bu diren¢ mekanizmasinin tedavideki olumlu yanit oranini diistirdiigi
gozlemlenmistir (142-144). Pan-HER inhibitorleri olarak adlandirilan ikinci nesil
TKTI’ler; afatinib, dacomitinib ve neratinib ise tersinir olmayan etkilesimlerle tiim
ErbB ailesi {liyelerinin es zamanli inhibisyonunu mimkiin kilacak sekilde
gelistirilmiglerdir (145). Ad1 gegmekte olan tiim terapotikler FDA onayi almis olup

giinlimiizde klinikte kullanilmaktadirlar.
2.2.1. Dacomitinib

Dacomitinib (Sekil 6)(PF-00299804), ikinci nesil kiiciik molekiil yapili
panHER tirozin kinaz inhibitorlerinden biridir. Birinci nesil inhibitérlerden farkli
olarak; ErbBl1, ErbB2 ve ErbB4’iin tirozin kinaz alt birimlerine kovalent olarak
baglanmakta ve reseptorlerin fonksiyonlarini kalici olarak inhibe etmektedir.
Reseptorlerin  otofosforilasyonunu engelleyerek asagi akim sinyalizasyonunu
bloklamakta ve gucli antitimor etki gostermektedir. Hicre dongisini bozarak
proliferasyonu azaltmakta ve apoptoza neden olmaktadir (Zhu ve ark., 2015; Gonzales
ve ark., 2008). Dacominitib, reseptorlerin TKD’sinde yer alan ATP baglanma cebi ile
spesifik sistein birimlerinin araciligiyla etkilesime girmektedir. ErbB reseptorleri
arasinda korunmus bu sistein birimleri sayesinde reseptorler dacomitinib hedefi olma

Ozelligini paylasabilmektedirler (146-148).

N A

O N

Sekil 6. Dacomitinib’in kimyasal yapis1 (https://www.selleckchem.com/products/pf299804.html)
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Dacomitinib’in anti-proliferatif etkinliginin, ErbB reseptor amplifikasyonu ve
asir1 aktivasyonu olan meme, akciger ve uterus kanseri hiicre hatlari ile yapilan klinik
oncesi ¢alismalarda birinci nesil TKI’lere kiyasla yiiksek oldugu bildirilmistir (146,
149-156). Benzer sekilde gefitinib/erlotinib direngli akciger kanseri hastalarinda
dacomitinib tedavisine yanit alinabildigi gosterilmistir (157-160) Aktive edici EGFR
mutasyonu tasiyan metastatik NSCLC (non-small cell lung cancer) hastalarinda

baslangi¢ tedavisi i¢in 27 Eyliil 2018 tarihinde FDA onay1 almistir (155, 161).
2.3.Apoptoz

Apoptoz; ¢ok hucreli organizmalarda doku homeostazisinin saglanmasina ek
olarak geri dondiiriilemez sekilde hasar goérmiis ve/veya potansiyel olarak zararli
hiicrelerin hedefli olarak ortadan kaldirildig: bir dizi genetik kodla iligkili, programli
hiicre 6liimii mekanizmasidir (162-165). Hiicre Oliimii Adlandirma Komitesi
(Nomenclature Committee on Cell Death -NCDD)’e goére programli hiicre 6limii
mekanizmalarii; patofizyolojik uygunlugunun yani sira hiicre Oliimiiniin
baslatilmasinda, yiiriitiilmesinde ve yayillmasinda rol oynayan sinyal iletim
mekanizmalarinin referans alinarak apoptozla birlikte on farkli gruba ayirmistir (Sekil
7) (166). Apoptoz, Alman bilimci Carl Vogt tarafindan 1842 yilinda tanimlanmigtir
ve ismi sonbaharda agaglarin yapraklarini dokiisti, yapraklarin diismesi anlamina gelen

(Y1313

Yunanca ““amdéntoolc”  kelimesinden tiliretilmistir. Apoptoz terimi ilk defa 1972

_ . pecrosis Neers
apve® “Plogy,
mﬂ‘ ) g

RCD v

cap
0t
Osji

Apoptotic Necrotic &
marphology morphology

a2l

WU
©
&

Locp

Sekil 7. Programli hiicre 6liim mekanizmalar1 (166)
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yilinda John Foxton Ross Kerr ve grubu tarafindan kullanilmistir. Apoptoz ¢aligsmalari
Sydney Brenner, Horvitz ve John E suston’a 2002 yilinda tip alaninda Nobel Odiilii
kazandirmistir. Sonraki yillarda insanda homologlar1 bulunan apoptozla iligkili sinyal

molekdlleri temelde C.Elegance ile yapilan ¢alismalarda kesfedilmislerdir.

Hiicrenin ¢evresel veya i¢sel normal durumuyla ¢elisen uygunsuz sinyallerin
varlig1 neticesinde hiicre ciddi bir stres yiikiiniin altina girmektedir. S6z konusu
olaylarda stresle basa ¢ikmak ve hiicresel homeostaziyi restore etmek Ustesinden
gelinemeyecek kadar ¢ok enerji gerektirdiginde hiicre apoptoz yolunu segmektedir
(167). Hucre dongusu durdurulmakta ve slre¢c hicrenin eliminasyonu ile
sonuglanmaktadir. Apoptotik mekanizmalarin disfonksiyonu kanser ve otoimmiin
hastaliklar gibi birgok patolojik duruma neden olmaktadir. Norodejeneratif
bozukluklar, AIDS ve iskemik hastaliklar artmis, kanser ise azalmis apoptotik aktivite

ile iliskilendirilmektedir (168).

Apoptoz siireci, belli basli birka¢g morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler ile
kendini gostermektedir. Hiicrenin biiziilmesi ve komsu hiicrelerle temasin azalmasi,
hiicre ylizeyinde tomurcuklarin olusumu, kromatin kondensasyonu (pyknosis) ve
nikleer fragmantasyon (karyorelheksis) apoptotik bir hiicrede gozlemlenen temel
morfolojik degisikliklerdir. Bu morfolojik degisiklikler DNA'y1 oligoniikleozomal
fragmanlara bolen ve sitoplazmanin ve hiicre organellerinin biitiinliiglinii ve seklini
belirleyen spesifik protein substratlar iizerinde etki gdsteren proteolitik enzimlerin
aktivasyonunun sonucu ger¢eklesmektedir (169). Apoptoz siireci makrofajlar veya
fagositik aktiviteye sahip diger hiicreler tarafindan ortadan kaldirilan (eferositoz) ve
lizozomlar i¢inde bozunan apoptotik cisimciklerin olusumu ile sonuglanmaktadir
(170-177). Normal fizyolojik sartlarda plazma membraninin sitosolik yiizeyinde
konumlanan fosfolipid fosfatidilserin (PS) molekiilleri, hiicre yiizeyinde agiga ¢ikarak
apoptotik cisimlerin apoptozun heniiz baslangi¢ evresinde taninmalarini miimkiin
kilmaktadir. Apoptotik hiicreler, siirecin tamamlanmasina kadar plazma membran
biitiinliiglinii ve metabolik aktivitelerini bir dereceye kadar korumaktadirlar. Bu durum
ek olarak fagositik hiicrelerin ve komsu dokularin salgiladigi sitokinler (IL-10 ve TGF-
R gibi) in vivo'da apoptotik hiicrelerin, en azindan ciddi diizeyde, enflamatuar tepkiye

neden olmaksizin ortadan kaldirilmalarini saglamaktadir (178).
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Apoptoz; biliyiime/sag kalim faktorlerinin eksikligi, hipoksi, UV 1sinlar1 ve
hlcre-matriks interaksiyonunda zayiflama gibi hiicre dis1 uyaranlarin disinda,
eksojenik toksinler veya hiicre dongilisii kontrol noktasi bozukluklarindan
kaynaklanabilen DNA hasari, telomer malfonksiyonu, onkojenik mutasyonlardan
kaynaklanan uygunsuz proliferatif sinyaller gibi i¢sel uyaranlar sebebiyle
tetiklenebilmektedir. Hiicre dig1 uyaranlarin sebep oldugu apoptoza ekstrinsik/dis
kaynakl1 apoptoz denilmektedir. D1s kaynakli apoptoz; hiicre yiizeyindeki Fas/CD95,
TNFR1, DR3, DR4 ve DR5 gibi 6lum reseptorlerine, sitokin stiper ailesi tyelerinden
timor nekroz faktori-o. (TNF-av), TNF ile iligkili apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL)
ve Fas ligand (FasL) gibi aktivatorlerin baglanmasiyla tetiklenmektedir. Hiicre i¢i
uyaranlarin tetikledigi apoptoza ise intrinsik /i¢ kaynakli/ mitokondriyal apoptoz
denilmektedir. Intrinsik apoptoz siireci BCL-2 protein ailesi tarafindan
diizenlenmektedir. (Sekil 9) (179). Apoptozun indiklenmesi ile hicre icerisinde ¢cok
sayida apoptozla iligkili  faktoériin  hizla ifadelenmesi ve aktivasyonu
gerceklesmektedir. Cevresel sartlarin hiicre lehine olmast durumunda ise yine yiizey
reseptorleri araciligiyla Ras kinaz, PI3 kinaz ve Akt gibi hiicre proliferasyonu ile
iligkili yolaklar uyarilmaktadir. Proliferatif yolaklarin aktivasyonu, BAD ve kaspaz-9
gibi pro-apoptotik faktorleri inhibe ederek apoptozu baskilayabilmektedir (180, 181).

Apoptotik siirecin isleyisinde rol oynayan; sistein proteaz ailesi kaspazlari,
BCL-2 protein ailesi, p53 proteini, endoniikleazlar ve 1s1 soku proteinleri gibi
cogunlukla protein yapil birgok faktér mevcuttur. S6z konusu kaspazlar, aspartil 6zgi
sistein proteazlar1 ailesi iiyeleridir. Ingilizcedeki karsiligi “Caspase” olan terim,
“cysteine-dependent aspartate-specific proteases/sisteine-bagimli aspartat 6zgiil
proteazlar"in kisaltmasidir. Hiicrede aktif olmayan oOncii-formlar (pro-caspaslar)
olarak ifadelenen bu enzimler apoptozun uyarilmasmi takiben aktif forma
dontstiiriilmektedir. Bir N-terminal “prodomain”,bir biiyiik alt birim ve bir de kiigiik
alt birim igermektedirler. Prodomain genellikle aktivasyon siirecinde ¢ikarilmaktadir.
Kaspaz-2, -3, -6, -7, -8, -9 ve -10 apoptoz sirasinda aktive olanlar aile tiyeleridir.
Baslatici kaspaz olarak adlandirilan kaspaz-8, -9 ve -10; cellat/efektor kaspazlar olarak
adlandirilan kaspaz-3 ve-7’nin aktivasyonuna aracilik etmektedirler. Dis kaynakli
apoptoz yolaginda ilk olarak kaspaz-8 ve -10, intrinsik apoptoz yolaginda ise kaspaz-

9 aktive edilmektedir. Efektor kaspazlarin pes pese aktivasyonu ile apoptotik siirecin
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devamliligint saglamaktadir. Apoptotik siire¢, kaspaz bagimli ve bagimsiz olmak

Uzere iki ana mekanizma Uzerinden yiratilebilmektedir (182).

Kaspazlara ek olarak, yaklasik 15 tiyeden olusan BCL-2 ( B-hiicresi lenfoma /
I6semi-2 geni) protein ailesi de apoptozu diizenlenmesinden sorumludur. Bu protein
ailesini pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyeleri bulunmaktadir. Pro-apoptotik ve anti-
apoptotik proteinler, aralarindaki etkilesimlerinin aracilik ettigi, sik1 diizenlenmis bir
kontrol ve denge sistemi araciligiyla apoptoz siirecini kontrol etmektedirler (183-185).
Hucrenin kaderinin belirlenmesinde rol oynayan BCL2 proteinleri apoptoz icin Kritik
adim olan mitokondriyal dis membran gecirgenliginin (MOMP) diizenlenmesinden
sorumludurlar (186, 187). BCL-2 proteinleri konformasyonlarinin ve dinamiklerinin
allosterik  kontrolinii  kapsayan protein-protein etkilesimleri vasitasiyla islev

gormektedirler.

(A) BH3-only proteins (B)
Direct activators, BID, BIM, PUMA

BID 'BIM BH3 i BID —
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BH3 T PUMA
Effectors
) BA%!%AX' pg:isaibly 2t BH1 BH2 ™ i
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Anti-apoptotic = -
BCL-2, BCL-XL, BCL-w, MCL-1, A1/BFL1, BCL-B MG RCL2) R
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<«—The BCL-2 core ———>»

Sekil 8. BCL-2 protein ailesi tiyeleri ve aralarindaki etkilesimler (188)

Ailenin tim tyeleri, BCL-2 homoloji birimi (BH1, BH2, BH3 ve BH4) olarak
adlandirilan baz1 dizi motiflerinden (Sekil 8) en az birini tagimasiyla
tanimlanabilmektedir (183, 184, 189). Pro-apoptotik proteinler, temel islevlerinin
merkezi olan BH3 birimine mutlak olarak sahiptirler (190). Apoptotik stirecin pozitif
yonlii diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar ve fonksiyonlarina gore ii¢ alt sinifa
ayrilmaktadir; efektorler, dogrudan aktivatorler ve derepresorler / hassaslastiricilar
(191-197). Sadece BH3 birimini igeren dogrudan aktivatorler ve derepresorler /

hassaslastiricilar alt siniflar1 ise ©6zel olarak “BH3-only proteinleri” olarak
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adlandirilmaktadirlar (190). Anti-apoptotik aile iiyeleri ise isimlerinden anlasildigt
Uzere apoptotik stirecin negatif yonlu dizenlenmesi ile iligkilidir; fonksiyonlar: geregi
apoptozun baslamasini engellemektedirler. Anti-apoptotik proteinler ve efektorler ise
BH3-only proteinlerinde farkli olarak doért BCL-2 homoloji boélgesinin tamamini

icermektedirler (183, 198-203).

Tablo 2. Apoptoz faktérlerinin sembolleri, dahil olduklar1 siiflar ve sembollerinin Ingilizce’deki

karsiliklar
Sembol Alt sy Apiklama
-2 Anti-apoptotik B-cell lymphoma-2
BCL-xL Anti-apoptotk B-cell ymphoma-extrz larze
BCL-w Anti-apoptotik BCL2 ke 2; BCL2L2
MCL-1 Anti-apoptotk Myeloid Cell Leukenma 1
BAK Pro-apoptotik’ efaktor 2 antagomztlaller 1
BAX Pro-apoptotik’ efaktor 2 assoctated X, zpoptosiz regulator
BOK Pro-apoptotik’ efaktor Bel-2-related ovanan killer protem
BID Pro-apoptotik/ BH3-only/ dogrudan akirvator | BH3 mteracting domain death agomst
BIM Pro-apoptotik’ BH3-onlv/ doZrudan aktivator | BCL2-mteracting mediator of cell death

PUMA Pro-apoptotk’ BH3-onlyv/ doZrudan akdrvator | p33-upregulated modulator of apoptozis

BAD Pro-apoptotik’ BH3-only/ derepresdr BCL2 Associated Agonizt Of Cell Death

BIK Pro-apoptotik’ BH3-only/ derepresér BCL2 Interacting Killer

BMF Pro-apoptotik’ BH3-only/ derepresér Bel2 Modifymg Factor

HRK Pro-apoptotik’ BH3-only/ derepresdr harzkin, BCL2 mteracting protsin

Noxa Pro-apoptotik’ BH3-only/ derepresor Phorbol-12-Mymstate-13-Acetate-Induced
Protem 1; PMAIP1

APAF] Pro-apoptotk Apoptotic protease activating factor 1

DIABLO: | Pro-apoptohk Dizblo IAP-Bindmgz Mitochondnal Protem:

SMAC Second mitochondnal activator of caspases

IAP Anti-apoptotik’ kaspaz mhibitora Inhibrtor of apoptozis

MIAP Anti-apoptohk N-hnked mhibitor of apoptozis
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Efektor aile iiyeleri (BAK, BAX VE BOK) MOMP’in diizenlenmesinde
dogrudan rol oynarken anti-apoptotik aile tyeleri (BCL-2, BCL-xL, BCL-w ve MCL-
1) bu siireci dogrudan ve/veya BH3-only proteinleri {izerinde dolayli olarak inhibe
etmektedir. Dogrudan aktivator 6zellikli BH3-only proteinleri BID, BIM ve PUMA
pro-apoptotik efektdrler proteinleri dogrudan aktivasyonunda rol oynamaktadirlar.
Derepresor veya hassaslastirict 6zellikli BH3-only proteinleri BAD, BIK, BMF, HRK
ve Noxa ise dolayli olarak anti-apoptotik proteinleri aktive ederek, mevcut anti-
apoptotik kompleksleri bozarak veya anti-apoptotik proteinlerdeki baglanma
bolgelerini bloklayarak dolayli yoldan aktivasyonlarini engelleyerek MOMP'a engel
olmaktadir. Pro-ve anti-apoptotik proteinler arasindaki dengenin hiicrenin apoptoza

gidip gitmeyecegi kararinin verilmesine aracilik etmektedir (183, 184, 189, 203, 204).
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Sekil 9. Eksintrik ve insintrik apoptoz yolaklar1 ile apoptoz siirecinin sematik gosterimi (205)
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Fizyolojik kosullarda BAX siirekli olarak mitokondriyal dig membran (OMM)
ve sitozol arasinda dongii yapmakta ve inaktif bir monomerik veya inaktif dimerik
konformasyonda bulunmaktadir. BAK ise sirekli olarak OMM'ye yerlesik durumda
bulunmaktadir (206-210). BCL-2, BCL-xL, BCL-w ve MCL-1 proteinlerinin rol
oynadigi anti-apoptotik yanitin {istesinden gelmeye yetecek kadar pro-apoptotik
protein aktivasyonun gergeklesmesi ile apoptoz siireci baglamaktadir (191, 211-214).
BID, BIM, PUMA ve NOXA mitokondriyal BAX ve/veya BAK havuzu ile gecici
fiziksel etkilesimlere girerek fonksiyonlarini desteklemektedirler (215-217).
Gilintimiizde kabul goéren modele gore; aktive edilmis BAX ve BAK mitokondri
zarinda oncelikle homo- ve heterodimerler ardindan oligomerler olugturmaktadir (218-
222). Oligomerizasyon, mitokondriyal dis membran gegirgenligini (MOMP)
degistiren lipidik gozeneklerin kurulmasina yol agmaktadir (223-227)

MOMP ile normalde mitokondriyal intermembran boslugunda bulunan
sitokrom ¢, Smac/Diablo, apoptoz inhibitorii protein ailesi (IAP) gibi apoptojenik ve
anti-apoptojenik faktorlerin sitosole salimimi gergeklesmektedir (186, 228, 229).
Sitokrom ¢, genellikle mitokondriyal solunum zincirinde elektron taginmasinda rol
oynayan mitokondriyal proteindir (172, 230-232). Sitoplazmaya geg¢isi ile Sitokrom c,
kaspaz 9 aktivasyonundan sorumlu olan apoptozom olarak bilinen upramolekdler bir
kompleksin olusumuna aracilik etmektedir. ATP'ye bagli bir sekilde, apoptotik
peptidaz aktive edici faktor 1 (APAF1) ve pro-kaspaz 9'a baglanmaktadir (230).
Apoptozom kompleksi kaspaz-9'un otokatalitik fonsiyonuyla aktivasyonu aracilik
etmektedir (231, 233-235). Aktif kaspaz 9, apoptoz sirasinda hiicre yikimimdan
sorumlu enzimler olan kaspaz-3 ve -7'nin proteolitik aktivasyonunu katalize
etmektedir (236, 237). Sitosolik SMAC ise, anti-apoptojenik IAP protein ailesi
tiyelerini, X'e bagli apoptoz inhibitorii; XIAP gibi, dogrudan etkilesimlerle inhibe
ederek apoptoz siirecini hizlandirmaktadir (238-240) (Sekil 9). MOMP, mitokondriyal
transmembran potansiyelinin (Aym) hizla kaybina ve hiicrenin enerji santralleri olan
mitokondrilerin islevini yitirmesi neden olmaktadir (241-244). Bunun sonucunda
hiicrenin biitiinliigiinii korumaya devam etmesi zorlasmakta ve hiicre sag kalimi i¢in
gerekli hiicresel mekanizmalarin isleyisi aksamaktadir. Bu sebeple MOMP’daki artis

apoptotik siirecin geri doniisii olmayan basamagi olarak tanimlanmaktadir.
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Karnserlesme siireci, hasarli ve potansiyel olarak zararli hiicrelerin
eliminasyonunda rol oynayan apoptozun baskilanmasi ile desteklenmektedir. Apoptoz
stirecinin  ¢esitli basamaklarinda meydana gelen anormal aktivasyonlar ve
inhibisyonlar apoptozun baskilanmasina neden olarak hiicrenin sag kalim siiresini
uzatmakta ve {iremeye devam etmesine imkan vermektedir. Ornegin bir anti-apoptotik
protein BCL-2 ve BCL-xL’nin ifadelenmesindeki ve/veya aktivasyonundaki artis, pro-
apoptotik protein BAX’1n ve tiimor baskilayict gen olan p53°iin aktivasyonundaki
azalis hiicresel diizeyde apoptozun bloklanmasina neden olmaktadir (184, 245-255).
Hiicre 6lim mekanizmalarindan yalnizca biri olan ve kendi i¢inde alt tiplere ayrilan
apoptoz mekanizmasinin iyi anlasilmasi karsinogenez siirecini anlayabilmek agisindan
onemlidir. Apoptozla iligkili hiicresel faktorlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bilinmesi

kanser tedavisinde ilaglarla hedeflenmelerine imkan saglayabilmektedir.
2.4. AVEN

AVEN, Chau ve arkadaslari tarafindan 2000’11 yillarin baslarinda kesfi yapilan
ve apoptoz inhibitori olarak tanimlanan, enzimatik aktivitesi bulunmayan bir yapisal
proteindir. Bu bilgiye ek olarak, biyoinformatik analizler neticesinde BH3-birimi
iceren proteinler sinifina dahil edilmektedir (256, 257). Roma’daki Aventine
kalesinden ilham alinarak adlandirilmistir. Diger memeli tiirlerinde de korunmus olan
AVEN geninin insanda; basta kemik iligi ve pankreas olmak iizere testis, ovaryum,
prostat, karaciger, timiis, bobrek gibi c¢ok sayida dokuda yiiksek diizeyde
ifadelenmektedir. Genomda 15’inci kromozomun q14 kolunda konumlanan gen, 362
amino asit uzunlugunda ve yaklagik 38 kDa agirliginda olan AVEN proteinini
kodlamaktadir. Hiicre igerisinde endomembran sistemle ve Bcl-xL ile kolokalize
bi¢imde agirlikli olarak sitoplazmada ve nukleusta bulunmaktadir (Gene Cards,
GC15M033866; 258). Antiapoptotik fonksiyonunu yerine getirebilmesi icin N-
terminalinin  (L144/196 konumundan), bir sitosolik proteaz olan ve AKT
sinyalizasyonu ile aktivitesi diizenlenen Katepsin-D tarafindan proteolitik olarak
kirpilmasi gerekmektedir. (259, 260).

AVEN, Bcl-2 protein ailesinin antiapoptotik Uyelerinden olan Bcl-xL ve
mitokondriyal apoptoz surecinde kritik rol oynayan bir adaptor protein olan APAF-1

ile etkilesime girerek apoptoz inhibisyonunu gerceklestirmektedir. Bel-xL’in BHI alt
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birimine baglanarak antiapoptotik aktivitesini destekledigi ve Apaf-1 ile etkilesime
girerek apoptozom yapisinin olusumunu engelledigi ve boylece kaspaz aktivasyonunu
inhibe ettigi bilinmektedir (261, 262). AVEN mRNA diizeyindeki artis, eriskin ve
cocukluk cag1 ALL, AML ve meme kanseri hastalarinda kotii prognoz ve hastaligin
niiksii ile iliskilendirilmistir; 16semik hiicrelerinin sag kalimina ve proliferasyonunda
artisa sebep olmasi nedeniyle bir onkoprotein olarak adlandiriimaktadir (263-265).
Bunlarin yan sira, diger hiicre tiplerinde de apoptozu baskiladigi bildirilmistir (258,
266, 277). Ayrica, AVEN asir1 ifadelenmesinin I6semik ve meme kanseri hiicrelerinde
gamma-ismi1 ve UV, SN-38 ve cisplatin gibi DNA-hasar1 yaratan ajanlara kars1 direng
gelisimine neden oldugu bildirilmistir (257, 258, 266).

Normal fizyolojik kosullar altinda hiicre icindeki temel havuzu sitosol olan
AVEN proteininin 282-292’nci amino asit birimleri arasinda bulunan fonksiyonal LR-
NES (leucine-rich nuclear export sequence) sinyal dizisi sayesinde nikleositoplazmik
transportu gerceklestirebilmekte ve AVEN proteini niikleusta konuglanabilmektedir
(268). DNA hasarina baglh olarak asir1 ifadelenmesinin ardindan AVEN, nikleusa
gocerek burada ATM kinaz aktivasyonunun diizenlenmesinde dogrudan, hiicre
dongiisiiniin - G2/M  gecis fazinda duraklatilmasinda ise dolayli olarak rol
oynamaktadir. (269-271). AVEN proteinin Apaf-1 ve BCL-xL molekillerinin ile
apoptoz mekanizmasinin diizenlenmesinin yaninda, ATM kinaz yolag: araciligiyla

hiicre dongiistiniin (S fazinda) duraklatilmasina neden oldugu (Sekil 10) sematize

Death ®
receptor

DNA damage

DYkl ¥

(Cdc2 (CDKs)

E Cell-cycle
arrest and DNA repair

1

Tumorigenesis

Sekil 10. AVEN’in BCL-xL, Apaf-1, ATM ve ATR ile etkilesimi (269)
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edilmistir. Ancak bu proteinlerin AVEN ile etkilesim mekanizmalar1 hala
anlasilamamistir (269, 271-274).

Ozetle; hiicre i¢i apoptoz inhibisyonunda ve DNA hasar yanitinin
diizenlenmesinde kritik rol oynamasi, dolayisiyla hem bir onkoprotein hem de direng
iligkili molekiil aday1 olmasi sebebiyle AVEN’in molekiiler yapisinin ve iligkili oldugu
molekiiler mekanizmalarin iyi anlasilmasi 6nem arz etmektedir. Edinilecek bulgularin
tiimorogenez ve/veya ilag direnci mekanizmalarindaki kritik basamaklar1 aydinlatma

potansiyeli mevcuttur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Gerecler

Deneyler sirasinda kullanilan cihazlar, medyum ve kimyasallar, sollsyonlar,

kitler ve siRnalar sirasiyla Tablo 3, Tablo 4, Tablo 5 ve Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan cihazlar

Laminar kabin (Thermo scientific)

Inverted mikroskop (Leica)

Inkiibator (Eppendorf, New Brunswick)

Vacusafe aspiratory vaccum (Integra-Bioscience)
Mini santrifuj (Eppendorf)

Sogutmal: santrifuj (Eppendorf)

EVOS Floid Cell Imaging Station (invitrogen)
IMARK Microplate Reader (BioRad)

LAS4000 Image Analyzer (ImageQuant)

Gemini XS mikrolate reader (Spectramax)

BD FACSCanto akis sitometrisi (Bioscience)
LSM 710 Confocal Laser Scanning Microscopy (Zeiss)

Tablo 4. Kullanilan medyum ve kimyasallar

DMEM/F12 Gibco by life technologies, (+)L-glut
FBS Sigma, St Louis, MO, USA

Penisilin/streptomisin ~ Gibco by life technologies

PBS Gibco by life technologies
Tripsin-EDTA PAN BIOTECH
Dacomitinib Selleck Chemicals
Molecular Probes ProLong™ Diamond Antifade Mountant
DAPI with DAPI
PBS-Tween20 AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany
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Tablo 5. Kullanilan soliisyonlar

%1 Chaps solisyonu 5mM MgCI2, 137 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, %1 Chaps
(w/v), 20 mM Tris—HCI (pH 7.5) ve proteaz inhibitorleri (Roche,
Mannheim, Germany).

Yikleme tamponu 2.5 mM Tris-HCI pH:6.8, 2% SDS, 10% gliserol, 0.005%
bromofenol mavisi, 5% 2-merkaptoetanol

Tablo 6. Kullanilan kitler ve SIRNA

Cell Proliferation Kit I (MTT) Roche

Quickstart Bradford Assay Bio-Rad, Munich, Germany
GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, PA,
ECL Advance USA

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
HRP-konjuge ikincil antikor Germany

X-tremeGENE 9 Roche
Hs_AVEN_5 FlexiTube siRNA, S103019058,
AVEN siRNA Qiagen
Negatif kontrol (scrambled)
SIRNA AllStars Negative Control sSiRNA, Qiagen

HiPerFect Transfection Reagent Qiagen

BioVision Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit

Caspase-Glo® 3/7 Assay Promega, Madison, Wisconsin, USA
Caspase-Glo® 9 Assay Promega, Madison, Wisconsin, USA
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3.2. Yontemler

Bu calismada uygulanan tiim yontemler asagidaki gibidir;
3.2.1. Hucre kaltdra

Dondurulmus SKBR3 hiicre hatt1 hizla ¢6zdiiriildiikten sonra 75 cm2’lik filtreli
kapakli flask igerisinde 15 ml %10 inaktif FBS ve %2 penisilin/streptomisin eklenen
DMEM/F12 medyumunda buyatildid. Dort glnde bir kdltlrlerin - medyumu
degistirildi. MCF10A hiicreleri ise 5% at serumu, EGF (20 ng/ml), insulin (10 pg/ml),
hidrokortizon (0.5 mg/ml), kolera toksini (100 ng/ml) ve penisilin/streptomisin
eklenen DMEM/F12 medyumunda buyttuldi. Kalturler 37°C sicakligindaki, nemli ve
%35 CO2 ihtiva eden kiiltiir kosullarinda inkiibe edildi.

Deney programimiz dogrultusunda; 6 kuyucuklu kiiltiir kabina(1x106
hicre/kuyucuk), 96 kuyucuklu kiiltiir kabina (1x104 hiicre/kuyucuk), 60 mm capli
Petri kabina (1x107 hiicre/kuyucuk), ve 8 kuyucuklu cam lamlara pasajlandi. Hiicreler
pasajlanirken; eskiyen medyum atildiktan sonra hiicre yiizeyi 1X PBS ile yikandi. 3
ml Tripsin-EDTA ile 10 dakika inkiibe edilerek hiicreler tutunduklari yiizeyden
kaldirildi. Daha sonra 3 ml biylime medyumuyla Tripsin-EDTA inhibe edilip hiicreler
resuspanse edilerek ekimi yapildi.

Hicreleri dondurmak icin; ilk olarak hcreler yukarida anlatildigi gibi
tripsinize edilip restispanse edildikten sonra 15 ml hacimli falkon tiiplere alindu.
3009/3 dakika santriftijlenerek hiicre pelleti ve siipernatanin ayristirildi. Stipernatan
atildiktan sonra pellet %20 DMSO:FBS iceresinde (dondurma medyumu) yeniden
stispanse edildi. Conta kapakli dondurma tiiplerine 1 ml hacimle paylastirilarak hiicre
stoklar1 (-) 80°C’de donduruldu.

3.2.2. Ilag uygulamasi

DMSO igerisine ¢ozdiiriilerek hazirlanmis olan 10 mM konsantrasyonundaki

dacomitinib stok solusyonu blytime medyumu ile seyreltilerek hiicrelere uygulandi.
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3.2.3. MTT testi

Her kuyucukta 10.000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir kabina 100 uL
blyime medyumu ile ekildi ve hiicreler ila¢ uygulamasina kadar 48 saat inkibe edildi.
Calisma gruplarma ayrilan hiicreler belirlenen doz ve stirede dacomitinibe maruz
birakildi. flag uygulamasinin ardindan hiicrelerin iizerine 10 uL MTT tuzu eklendi ve
hiicre kultiirleri 4 saat siireyle uygun kosullarda inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan
formazan kristallerinin ¢dzlinmesi ve mor rengin agiga ¢ikmasi i¢in 100 puL hacimle
¢oziicli soliisyon kuyucuklara eklenmis ve bir gece boyunca inkiibatorde birakildi.
Spektrofotometrik 6lcimler IMARK Microplate Reader (BioRad) cihazinda 595 nm
de yapilmistir. Dacomitinibin etkin dozu ve etkin siiresini belirlemek amaciyla yapilan

test 3 bagimsiz deney ile tekrarlandi.

3.2.4. Protein izolasyonu ve protein konsantrasyonu dl¢iimii

Hucrelerden total protein izolasyonu igin, hicreler 10 cm hiicre kultird
kaplarinda biuyiitiilerek hiicre kaziyict (scraper) yardimiyla soguk PBS 1x ile
yikatilarak toplandi. Hiicreler eppendorf tiiplere alinarak 13200 rpm de 30 saniye
santrifiij edildi. Hucre pelleti proteaz and fosfataz inhibitorleri iceren CHAPS 1% liziz
tamponunda (5mM MgCI2, 137mM NaCl, ImM EGTA, 1 mM EDTA, 1% Chaps, 20
mM Tris-HCI [pH =7.5]) 4°C’de, 15 dakika inkiibe edildi ve sonrasinda 4°C’de, 13200
rpm, 10 dakika santriftj edildi. Supernatant toplanarak proteinler -80°C’de
immunoblot deneyleri igin saklandi. Protein konsantrasyonu igin Quickstart Bradford
Assay kiti kullanild1 (Bio-Rad, Munich, Germany). Protein standart egri ¢izimi igin
Quickstart Bovine Gamma Globulin (BGG) standartlarini igeren kit kullanildi.
Ornekler 1:5 dilte edilerek 96-kuyucuklu plate formatinda duplike olarak yiiklendi ve
595nm de spektrofotometre cihazinda absorbans Ol¢iimii alindi. Protein
konsantrasyonu daha 6nce olusturulan standart egri kullanilarak linear fit yontemiyle

tespit edildi.
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3.2.5. Immunoblotlama

Hucrelerden izole edilen total protein (30 ug), yikleme tamponuyla (62.5 mM
Tris-HCI pH:6.8, %2 SDS, %10 glycerol, % 0.005 bromophenol blue, %5 2-
mercaptoethanol) karistirildi ve %10-15’lik SDS-PAGE jelde ayrildi ve PVDF
membrana transfer edildi. Membranlar %5 yagsiz siit tozu-PBS-Tween20 (AppliChem
GmbH, Darmstadt, Germany) ile bloklandiktan sonra, AVEN veya Aktin birincil
antikoru ile (1:1000) gece-boyu muamele edildi ve PBS-Tween20 ile 3 kez 10’ar
dakika yikandi. Sonrasinda HRP-konjuge ikincil antikor ile (1:4000) (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg, Germany) %10 (v/v) Milk Diluent/Blocking tamponuyla
hazirlanarak 1 saat oda sicakliginda bekletildi. PBS-Tween20 ile 3 kez 10’ar dakika
gereken son yikamalar da yapilarak ECL Advance (GE Healthcare Bio-Sciences,
Pittsburgh, PA, USA) kiti ile LAS4000 Image Analyzer cihazi kullanilarak proteine

ait luminesan sinyal tespit edildi.

3.2.6. Transfeksiyon deneyleri

Hiicreler deney planina uygun olarak pcDNA3 (Sekil 11) ve pcDNA3-FLAG-
AVEN plazmidleri ile X-tremeGENE 9 DNA transfeksiyon solisyonu (Roche)
kullanilarak 48 saat siireyle transfekte edildi. Hiicreler iiretici firmanin yonergesini
takiben, AVEN siRNA (Hs_AVEN_5 FlexiTube siRNA, S103019058, Qiagen),
negatif kontrol (scrambled) siRNA (AllStars Negative Control siRNA, Qiagen) ile
Hiperfect transfeksiyon soliisyonu (Qiagen) kullanilarak transfekte edildi. Gen
susturum etkinligi immunoblotlama ile protein seviyesinde transfeksiyondan 48 saat
sonra kontrol edildi.

[la¢ uygulamasim takiben GFP-etiketli AVEN lokalizasyonundaki degisikleri
goriintiilemek amaciyla hiicreler 6-kuyucuklu cam lam iizerinde kiiltiirlendi. Soguk
absolut methanol ile fikslenip -20°C’de stoklandi. Goriintiilemeden 15 dakika once
DAPI (Molecular Probes) ile boyandi. Zeiss LSM 710 konfokal mikroskop ile
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goriintilleme yapildi. Gorseller ZEN tool ile islendi. Kolokalizasyon analizleri
CoLocalizer Pro yazilimi ile yapildi.

(5444) SgrDI BgllI (12)

(5327) Sspl Mfel (161)
Bpulol | )
Nrul
s002) Seal [ PRLE 4 228)
Ndel (454)
(4893 Pvul
_SnaBI [590)

(4523) AhdI

-Xhol (571)

BbsI (1231)

(3630) Pdl

(3251) BstZ171
(2199) BsmI
(3054) Pfol Mscl (2361)
(2961) BStBI PAIFI - Tth111I (2397)
(2795) Rsrll BssHII (2675)

Sekil 11. pcDNA3 vektor haritast (https://www.snapgene.com/resources/plasmid-

files/?set=basic_cloning_vectors&plasmid=pcDNA3)

32



3.2.7. Kaspaz aktivasyon testi

Kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitesi daha once tariflendigi tizere (266) ve Uretici
firmanin protokoliine uygun bi¢imde yapildi. Kaspaz aktivitesi neticesinde olusan
florokrom AMC olusumu 380 nm eksitasyon, 460 nm emisyon parametlerinde
Spectramax Gemini XS mikroplaka florometri cihazinda tespit edildi. Test 3 bagimsiz
deney seklinde tekrarlandi. Standart sapma 3 bagimsiz deney verilerinin ortalamasi
alinarak hesaplandi ve her mg proteinde goreceli floresan tnitesi biriminde ifade edildi
(RFU).

3.2.8. Annexin V/PI boyama ve akis sitometrisi

Hucreler 6 kuyucuklu hicre kiltir kaplarinda baydttldikten sonra
dacomitinible muamele edildi. Hucreler santrifiij ile toplandi, 1x PBS ile yikand1 ve
BioVision Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit protokoliinde tariflendigi iizere
500 pl 1X Binding Buffer icerisinde restspense edildi. 5 ul Annexin V-FITC ve 5 pl
propidium iodide (PI) eklendikten sonra 5 dakika karanlikta oda sicakliginda inkiibe
edildi. Hiicreler FACSCanto akis sitometrisinde FITC ve PI kanallarinda okutuldu,

sonuglar FlowJo analiz programi ile degerlendirildi.
3.2.9. Istatistiksel Analizler

Tiim in vitro 6l¢iim sonuglar1 3 deneysel tekrar degerlendirilerek hesaplandi.
Veriler GraphPad 5.0 yazilimi kullanilarak degerlendirildi, sonuglar ortalama+
ortalamanin standart sapmasi seklinde ifade edildi. Gruplar arasindaki farklarin analizi

Student’s t-test ile yapildi. P <0.05 ve P<0.01 anlaml istatistik fark olarak kabul edildi.
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PanHER inhibitorii dacomitinibin hiicre proliferasyonu tizerindeki etkinligini
analiz etmek amaciyla, SKBR3, N-terminal GFP etiketli AVEN+ SKBR3, C-terminal
GFP etiketli AVEN+ SKBR3 ve pcDNA3-FLAG+ SKBR3 ve MCF10A hiicre
gruplariyla MTT testi yapilmistir. Bu amagla tiim hiicre gruplar 4, 8, 12, 16, 24 ve 48
saat siireyle dacomitinibe maruz birakilmig ve zamana-bagli hiicre canlilig
yiizdelerindeki degisimlerin belirlenmesi i¢in Canlilik oranlarinin degisimi Esitlik

1’da belirtilen bigimde hesaplanmistir.

Hiicre Canlilig1t (%) = (Absorbans (Deney Grubu) / Absorbans (Kontrol
Grubu)) x 100 (Esitlik 1)

Deney sonuglarimin istatistiksel degerlendirmesi Student’s bagimsiz t-testi ile
yapilmis ve 0.05’ten kiiciik anlamlilik degerine sahip (p<0.05) olan sonuglarin

arasindaki fark anlamli olarak kabul edilmistir.

SKBR3 hiicre grubunda dacomitinib uygulamasinin 4’{incii saatinde canlilik
yiizdesi % 59°a gerilemistir. ik dort saatin ardindan usiiresi ile canlilik yiizdesi paralel
olarak artmistir. Uygulamanin 12’inci saatinde yiizde canlilik oran1 %80’e ulasirken
48’inci saatte %90’ ilizerine ¢ikmustir. N-terminal GFP etiketli AVEN+ SKBR3
hiicrelerinde ise canlilik yiizdesi genel olarak dengeli bir bigimde azalmistir. Ilk 4
saatin sonunda proliferasyonu devam eden hiicre orani yaklasik %90’a gerilemistir
(Sekil 12a.).

SKBR3 hiicre grubunda 4 saatin sonunda proliferasyonda %8 oraninda bir artig
tespit edilmistir. 16’inc1 saatte yaklasik %130’a ulagsmistir ve bundan sonra oran
dogrusal olarak azalarak 24’lincli saatte %115’e, 48’inci saatte %107’ye kadar
gerilemistir. C-terminal GFP etiketli AVEN+ SKBR3 hiicre grubunda ise 4’iincii ve
8’inci saatler i¢in okuma yapilamamistir. Ancak 12’inci saatte canlilik oranin %107’ ye
ulastig1 tespit edilmistir. Canlilik oran1 16’1nc1 saatte %110’°a, 24 {incii saatte %120’ye
ve 48’inci saatte %156 oranina ulasmistir. pPCONA3-FLAG+ SKBR3 hiicre gurubunda
ila¢c uygulamasi ile birlikte 24’ilincii saatin sonuna kadar canlilik oraninin %100’iin
tizerinde seyrettigi gozlemlenmistir. Uygulamadan sonraki 24’iincii saatte %103

degeri okunabilmisken 48’inci saatin sonunda bu oran %91’e gerilemistir (Sekil 12b.).
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Normal epitel hiicre hatti olan MCF10A hiicre grubunda ise dacomatinib

uygulamasina bagli canlilik ylizdesinde degisim gbzlemlenememistir (Sekil. 12c.).

4.2. Transfeksiyon etkinligi analizi

b. 7
AVEN - AVEN | s e
Aktin —— | —— -
Aktin - —— | o———
AVEN siRNA - -+
pcDNA3-FLAG-AVEN =5 W b Negatif kontrol siRNA -+
pcDNA3 = b

Sekil 13. siRNA ve vektoriin transfeksiyon etkinliginin immiinoblotla kontrolii. ~ a. pcDNA3-
FLAG-AVEN ve pcDNA3 vektorlerinin transfeksiyon etkinliginin kontrolii b. AVEN siRNA
ve negatif kontrol siRNA transfeksiyon etkinligi

SKBR3 hatt1 Hiperfect transfeksiyon ajani ile ayr1 ayr1 50 nM AVEN RNAI ve
negatif kontrol RNAI ile transfekte edilmistir. 24 saatlik transfeksiyon sonrasinda
AVEN ekspresyon seviyeleri immunoblot yontemi ile belirlenmistir. SKBR3 hiicreleri
PCDNA3-FLAG-AVEN ve pcDNA3 bos vektor ile X-tremeGENE transfeksiyon ajani
kullanilarak transfekte edilmistir. Transfeksiyondan 48 saat sonra AVEN ekspresyonu
immunoblot ile belirlenmistir (Sekil 13a). Transfekte edilen ve edilmeyen hiicre
gruplarinda Aktin ifadelenmesi diizeyinde bir degisiklik gozlemlenmemistir.
PCDNA3-FLAG-AVEN transfeksiyonu yapilan hiicre grubunda ise karsilastirildigt
diger hiicre gruplarindan farkli olarak AVEN ekspresyon diizeyinde artig
gozlemlenmistir. Kontrol gen olarak Aktin kullanilmis ve higbir hiicre grubunda aktin

diizeyinde degisiklik gbzlemlenmemistir.

SKBR3 hiicre hattinda AVEN siRNA ve negatif kontrol sSiRNA transfeksiyonu
ile AVEN geni susturum etkinligi gosterilmistir (Sekil 13b). AVEN ekspreyonu,
transfekte edilmeyen ve negatif kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicre gruplarina
kiyasla, AVEN siRNA transfekte hiicre grubunda %100’ yakin biir oranda azalmistir.
Kontrol gen olarak Aktin kullanilmis ve hicbir hiicre grubunda aktin dizeyinde

degisiklik gézlemlenmemistir.
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.3. Apoptotik hucre analizi
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Sekil 14. Dacomitinib uygulamasiyla iligkili olarak apoptotik hiicre yizdelerinin Annexin V/ Pl
boyama ile gosterimi a. SKBR3, pcDNA3-FLAG+ SKBR3, AVEN+ SKBR3 hiicre gruplaridaki

apoptotik hiicre yuzdeleri b. Negatif kontrol sSiRNA+ SKBR3 ve AVEN- SKBR3 hiicre
gruplaridaki apoptotik hiicre yiizdeleri
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Kontrol SKBR3, pcDNA3-FLAG+ SKBR3 ve AVEN+ SKBR3 transfekte
hiicre hatlar1 1 pM dacomitinib ile 48 saat inkiibe edilmis, hiicre 6limii cevabi
Annexin V/PI boyamasi ve akis sitometrisi ile degerlendirilmistir (Sekil 14a.). Kontrol
SKBR3 grubu hiicrelerde apopotik hiicre orani %2.2 iken dacomitinip uygulamasi ile
bu oran  %48.4° ¢ yiikselmistir. Benzer sekilde pcDNA3-FLAG+ SKBR3 hiicre
grubunda apoptotik hiicre orant dacomitinib uygulamasi ile %3.5’tan %51.3’e
ulasmigtir. SKBR3 kontrol hattina kiyasla pcDNA3-FLAG+ SKBR3 hiicre hattinin
kontrol grubundaki apoptotik hiicre oran1 % 1.3 oraninda yiiksektir. AVEN+ SKBR3
hiicre hattindaki apoptotik hiicre ise dacomitinib uygulamasi ile % 2.9’dan %14.7’ye

anca yiikselebilmistir.

Bir diger deney setinde ise Kontrol SKBR3, negatif kontrol siRNA+ SKBR3
ve AVEN- SKBR3 hiicre gruplar1 1 uM dacomitinib ile 48 saat inkiibe edilmis, hlicre
6limii cevab1 Annexin V/PI boyamasi ve akis sitometrisi ile belirlenmistir (Sekil 14b).
SKBR3 hicrelerinin kontrol grubundaki oran balangigta % 3.1 olup ila¢ uygulamasi
ile % 54.4°e kadar yiikseltmistir. Negatif kontrol sSiRNA+ SKBR3 hiicre hattinin
kontrol grubunda dacomitinib uygulamasin bagli olarak apoptotik hiicre oran1 % 4,4
iken dacomitinib uygulamasi ile bu oran %52.3’¢ yiikselmistir. AVEN- SKBR3
hicrelerin kontrol grubunda apoptotik hiicre oran1 %3.1 iken dacomitinibe uygulanan

grupta bu oran %78,8’e kadar artmistir.
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4.4. Kaspaz-3 ve -9 aktivasyonu analizi
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Sekil 15. Dacomitinib tarafindan indiiklenen kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonunun AVEN
ekspresyonu ile duzenlenmesi a. SKBR, pcDNA3-FLAG+ SKBR3, AVEN+ SKBR3 hiicre
gruplaridaki kaspaz aktivite dl¢timleri b. Negatif kontrol sSiRNA+ SKBR3 ve AVEN- SKBR3 hiicre
gruplaridaki kaspaz aktivite 6lcimleri c. MCF10A hiicre grubundaki kaspaz aktivite dlctimleri

SKBR3, pcDNA3-FLAG+ SKBR3 ve AVEN+ SKBR3 hicreleri 1 uM
dacomitinib ile 48 saat inklbe edildikten sonra kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonlari
florometrik olarak belirlenmistir (Sekil 15a.). SKBR3, AVEN- SKBR3 ve negatif
kontrol siRNA ile transfekte edilen SKBR3 hucreleri 1 uM dacomitinib ile 48 saat
inkiibe edildikten sonra kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonlar1 florometrik olarak
belirlenmistir (Sekil 15b).

SKBR3, pcDNA3-FLAG+ SKBR3 ve AVEN+ SKBR3 hicreleri hicre
hatlarinin dacomitinib uygulanmayan gruplarinda kaspaz-3 ve-9 RFU degerleri
birbirlerine olduk¢a yakin degerlerdir (Sekil 15a.); kaspaz-3/-9 aktiviteleri SKB3 i¢in
412/566 RFU, pcDNA3-FLAG+ SKBR3 i¢in 432/588 RFU ve AVEN+ SKBR3 i¢in
388/682 RFU dur. Dacomitinib uygulamasin bagli olarak kaspaz-3/-9 aktiviteleri
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degerleri sirasuyla SKBR3 igin 2145/3462, pcDNA3-FLAG+ SKBR3 igin 2366/3555
RFU ve AVEN+ SKBR3 i¢in 987/1228 RFU degerine yiikselmistir. AVEN+ SKBR3
hiicre hattindaki dacomitinib uygulamasi sonucu kaspaz-3 ve -9 aktivitesinde meydana

gelen artis diger hiicre gruplarina kiyasla oldukca diisiiktiir.

SKBR3, AVEN- SKBR3 ve negatif kontrol siRNA ile transfekte edilen
SKBR3 hiicre hatlarinin her birinde de ila¢c uygulanmayan gruplardaki kaspaz aktivite
degerleri ila¢ uygulanan gruplara kiyasla disiiktiir (Sekil 15b). Dacomitinib
uygulamasi ile SKBR3 hiicre hattindaki kaspaz-3/-9 aktiviteleri sirasiyla 477/312
RFU’dan 2316/2988 RFU’ya yiikselmistir. Benzer sekilde ilag uygulamasi ile birlikte
negatif kontrol sSiRNA ile transfekte edilen SKBR3 hiicre hatinda bu degerler sirasiyla
562/436 RFU’dan 2415/2817 RFU’ya yiikselmistir. Dacomitinib uygulamas: ile
kaspaz aktivasyon degerlerindeki en biiyliik artis AVEN- SKBR3 hiicre hattinda
goriilmistiir. AVEN- SKBR3 hiicre hattinin ilag uygulanmayan kontrol grubunda
kaspaz-3/-9 degerleri sirasiyla 555/416 RFU’dan 3155/3778 RFU’ya yiikselmistir.

Normal epitel hiicre hattt MCF10A’da ise dacomatinib uygulamasina bagl
olarak kaspaz-3 ve -9 aktivitelerinde belirgin degisiklik meydana gelmemistir (Sekil
15c¢.). Dacomitinb uygulamasindan 6nce kaspaz-3/-9 aktiviteleri sirasiyla 333 ve 215

RFU iken uygulamadan sonra 375 ve 195 RFU olarak ol¢iilmiistiir.
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4. 5. SKBR3 meme kanseri ve MCF10 normal meme epitel hiicrelerinin 6liim cevabi
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Sekil 16. HER2+ SKBR3 meme kanseri ve MCF10 normal meme epitel hiicrelerinin 1 uM
dacomitinib uygulamasina hiicre 6liimii cevab1

HER2+ SKBR3 meme kanseri ve MCF10 normal meme epitel hiicre
gruplarinda dacomitinib uygulamasina verilen apoptotik yanitin zamanla degisimi
Sekil 16’da gosterilmistir. Bu amagla SKBR3 ve MCF10 hicreleri 6-kuyucuklu hiicre
kiiltiirii kaplarinda biiyiitiildiikten sonra 1 uM dacomitinib ile zamana-bagimli olarak
muamele edilmistir. Hiicrelerin apoptotik yolak ile hiicre 6liimii cevab1 Annexin V/PI

boyamasi ve akis sitometrisi ile degerlendirilmistir.

Ik 4 saate kadar yanit her iki grupta da % 2 diizeyindeyken 4’iincii saatin
sonunda SKBR3 hiicre grubundaki apoptotik hiicre orani artmaya baslamistir.
Apoptotik hiicre ylizdesi 8’inci saatte %15 civarina, 16’nc1 saatin sonunda %35
civarina yiikselmistir. Uygulamanin 24’{incii saatinde %40’a ulagan 6lii hiicre yiizdesi
daha sonra dogrusal bir artigla 48’inci saatte %50 oranini asmistir. TUm dacomitinib
uygulama stresi boyunca MCF10 hiicre grubundaki apoptotik hiicre oraninda énemli

bir degisiklik gézlemlenmemistir.
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4.6. Dacomitinib uygulamasiyla AVEN lokalizasyonundaki degisimler

Tablo 7. Dacomitinib uygulamasin 0-2-4-8-16-24-48’inci saatlerinde AVEN’in niiklear
lokalizasyonundaki degisiklikler

Cahsma grubu | Br degeri | Cahisma grubu | Br degeri | Calisma grubu | Br degeri
sl cl 0.2611 s1 Shil 0.2180 s2 cl 0.1744
sl 2 0.3439 s1 Sh2 0.1678 s2 c1-2 0.1431
sl c3 0.2781 sl Sh2-2 0.2083 s2 4hl 0.1324
sl c4 0.3138 s1 8Sh3 0.23%96 s2 4h2 0.1185
sl c42 0.3025 sl Sh3-2 0.2249 32 4h3 0.1338
sl c5 0.3829 sl 16hl1 0.2673 52 4h4 0.0473
sl c5-2 0.3754 sl 16h1-2 0.3069 s2 4h5 0.2143
s1 2hl 0.1619 sl 24hl 0.3685 s2 Shl -0.2278
sl 2h2 0.2406 sl 24h2 0.1174 s2 Sh2 -0.0276
sl 2h3 0.1770 sl 24h3 0.2192 s2 Sh3 0.0650
sl 2hd 0.0569 sl 24h5 0.1524 52 Shd 0.0112
sl 2h4-2 0.1389 s1 48hil 0.1358 s2 8hS 0.1098
sl 2h5 0.2122 s1 48h2 0.08%1 s2 16h1 0.0624
sl 4hl 0.1448 s1 48h3 0.1720 s2 16h2 0.0241
sl 4n2 02119 s1 48h4 0.1556 s2 16h3 0.0034
sl 4h3 0.0781 sl 48h35 0.1735 s2 16h4 0.0676
sl 4h4 0.2848 52 16h5 0.0549
sl 4h4-2 0.2664 52 16h6 0.2692
sl 4hS 0.0710

Dacomitinib uygulamasin 0-2-4-8-16-24-48’inci saatlerinde AVEN’in niiklear
lokalizasyonundaki degisiklikler Tablo 7°de verilimistir. Degisken degerler arasinda
herhangi bir patern yakalanamistir. Kolokalizasyonun degerinin en yiiksek oldugu alan
birinci lamdaki kontrol grubu s1_c5 ‘te gériintiilenirken, en diisiik oldugu alan ikinci
lamdaki 8 saat sureyle dacomitinbe maruz birakilan grupta s2_8h1’te tespit edilmistir.
Rr degerleri uygulama docomitinib uygulamasindan bagimsiz olarak degiskenlik
gOstermektedir.

Uygulama gruplarindan bazi alanlara ait goriintiiler Sekil 17°de verilmistir.
Gorsellerin kolokalizasyon analiz raporlar1 Ekler boliimiinde verilmistir.

43



Sekil 17. AVEN+ SKBR3 hiicrelerinden dacomitinibin kontrol, 4, 8, 16, 24 ve 48 saat
uygulama gruplarindan alinan konfokal mikroskop gérselleri a. Kontrol grubu b. 4 saat
uygulama grubu c. 8 saat uygulama grubu d. 16 saat uygulama grubu e. 24 saat uygulama
grubu f. 48 saat uygulama grubu
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5. TARTISMA
Insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptor-2'nin  (HER2) hiicre

membranindaki sayisinin artig1 ile fonksiyonel olarak insan meme kanserinin
patogenezinde rol oynamaktadir. HER2 nun ¢ok sayida mekanizma araciligiyla hiicre
doniisiimiini indiikleyebilmektedir. Bu sebeple HER2 tiimdrogenezinin altinda yatan
molekiiler mekanizmalar1 anlamak spesifik molekiil hedeflerinin tanimlanmasi, etkin

ve minimum yan etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesi agisindan olduk¢a dnemlidir.

HER2, diger aile iiyelerinin farkli olarak ligand ilgisi diisiiktiir. ECD’sinin
0zglin konformasyonel yapisi sebebiyle; ligand-bagimsiz olarak dimerizasyona ve
aktivasyona egilimlidir. HER2+ kanser hiicrelerinde, gen ifadelenmesinde meydana
gelen 40-100’1ik kat artig, hiicre yiizeyindeki reseptor sayisinin 2 milyon gibi anormal
rakamlara ulasmasina neden olmaktadir. Bu durum, birbirlerine iyice yakinlasan
HER2 reseptorlerin ligand-bagimsiz dimerize olarak ilgili yolaklarin kontrol dist
aktive etmeleri ile sonu¢lanmaktadir (96-98). Kanserlesme siirecinde oynadigi 6nemli
rol sebebiyle HER2 kritik bir molekiil olarak tanimlanmistir (288). Monoklonal
antikor ve tiirevleri ile HER2’nun HER2 ve HER3 ile dimerizasyonu engellendigi, ikili
tirozin kinaz inhibitorleri ile HER2/EGFR dimerlerinin inhibe edildigi tedavi
yaklasimlar1 baypas sinyal yolaklarinin gelisimi sebebiyle yetersiz kalmistir (67, 134,
289-291). HER2+ SKBR3 meme kanseri hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada artan
HER4 ifadelenmesi ve niiklear transportun arttisin trastuzumaba karst direng
gelisimini destekledigi gosterilmistir (292). Dahasi, HER2 reseptorinin EGF reseptor
ailesinin diger tiyeleri ve diger RTK ailelerinin liyeleri ile dimerize olarak baypas
mekanizmalar araciligiyla sinyal iletimine devam edebildigine dair bulgular
edinilmigtir. Lapatinib tedavisi ise EGFR ile HER3 reseptorlerinin ifadelenmesinde ve
HER2/EGFR ile HER2/HER3 dimerlerinin miktarlarinin artig1 aracilifiyla yine
baypas mekanizmalar iizerinden direng gelisimi nedeniyle kisitlanmaktadir (104, 105,
293-295). Ozetle; PI3K, Ras ve PLCy yolaklarmin aktivasyonu, HER2’nin
kemoterapotik hedef olmayan bir reseptorler ile kurdugu heterodimer araciligiyla
baypas mekanizmalar Uzerinden devam etmektedir. Hatta aktif heterodimerik
kompleksler bu sinyal yolaklarinin daha uzun siireli uyarilmasia sebep olmaktadir.
Bu yolaklarin aktivasyonun devamliligi kemoterapotige direngli hiicrelerin invaziv

ozellik kazandirmaktadir; hiicre polaritesi ortadan kalkmakta ve epitelyal kanserlerde
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gozlemlenen hiicre adezyonun bozulmaktadir (37). Bu sebeple, tum EGF
reseptOrlerinin es zamanli inhibisyonunu miimkiin kilan panHER inhibitorlerinin
kullaninmi1 ile HER2+ meme kanserinde tedavi basari oranlarinin yiikseltilmesi
hedeflenmektedir. PanHER inhibitor sinifindan dacomitinibin, kaspaz-3 ve -9
aktivasyonunu uyararak HER2+ meme kanseri hiicrelerinde mitokondriyal apoptotik

yolaklar1 aktive ettigi gosterilmistir (286).

Baypas mekanizmalar ile PI3K, Ras ve PLCy yolaklarinin aktivasyonuna ek
olarak, direncli hiicrelerde anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinlerin ifadelenme
diizeylerinde anlamli degisiklikler meydana geldigi bildirilmistir. Anti-apoptotik
protein diizeylerindeki artis ve pro-apoptotik protein diizeylerindeki azalis HER2+
meme kanseri hiicrelerinde direng gelisimiyle iliskili bulunmustur (287). Bu bulgular
HER2 inhibisyonu ile induklenen apoptotik sirecin regulasyonunda rol oynayan
proteinlerin dnemini ortay koymakta ve bu durum arastirmacilari bu konuda ¢aligmaya

tesvik etmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, HER2+ meme kanseri hiicre hattt SKBR3’te panHER
inhibitorii dacomitinib ile indiiklenen apoptotik yanitin diizenlenmesinde AVEN
proteinin roliiniin arastirilmas1 amaglanmistir. Bu sebeple AVEN’in asir1 ifadelendigi
ve susturuldugu hiicre hatlari tiretilerek, dacomitinib uygulamasina bu hiicre hatlarinin
verildigi apoptotik yanitlar protein diizeyinde incelenmistir. AVEN ise mitokondriyal
apoptotoz yolak proteinlerinden anti-apoptotik BCL-xL ve apoptotik APAF-1 ile
etkilesime girerek hiicre 6liimiinii baskilamakta ve proliferatif yanitin artisina neden
olmaktadir (261, 262). Dahas1 Esmaili ve arkadaslarinin 2010 yilinda yayinladiklari
calisgmada AVEN’in niikleus transportu i¢in gerekli olan LR-NES sinyal dizisine sahip
oldugu bildirilmis ve niikleustaki AVEN sayisindaki artisin hiicre donglist
regiilasyonuyla iliskili olduguna dair kanitlar sunulmustur (268) Ozetle meme kanseri
hiicrelerinde artmis AVEN aktivasyonunun ve niiklear AVEN transportunun
kanserlesme siirecininde 6nemli rol oynadig bildirilmistir (257, 258, 266). Calismada,
AVEN’in  dacomitinib yanitinda roliinii anlayabilmek amaciyla; AVEN
ifadelenmesinin kalic1 sekilde arttirildigt AVEN+ SKBR3 ve AVEN ifadelenmesinin
susturuldugu  AVEN- SKBR3 hiicre hatlari, pcDNA3-FLAG-AVEN ve
AVEN_siRNA transfeksiyonu ile elde edilmistir. Hiicre igindeki lokalizasyonunu
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takip etmek amaciyla GFP etiketli AVEN tercih edilmistir. Dahasi GFP proteinin
AVEN foksiyonunu bloklama ihtimalini ortadan kaldirmak i¢in C-terminalinde ve N-
terminalinde GFP etiket tastyan iki farkli vektor tercih edilmistir. Bu hiicre hatlari ile
yapilan ¢alismalarda kontrol amagli kullanilmak tizere pcDNA3-GFP ve siRNA
negatif kontrol transfeksiyonu yapilan hiicre hatlar1 da iretilmistir. Boylece
dacomitinib uygulamasina verilen yanittaki degisikligin transfeksiyon kaynakli olma
ihtimalini ortadan kaldirmak amag¢lanmistir. Transfeksiyon etkinligi immiinoblotlama
ile kontrol edilmistir (Sekil 13). GFP etiketli AVEN ifadelenmesi ise es zamanli olarak

fliioresans mikroskop ile takip edilmistir.

Ikinci nesil kiigiik molekiil yapili panHER inhibitérii dacominitibin HER
reseptorlerinin  tirozin kinaz alt birimlerine kovalent olarak baglanarak
otofosforilasyonlarin1 kalict sekilde engelledigi ve asagi akim sinyalizasyonlarini
bozarak gugcli anti-proliferatif etki gosterdigi bilinmektedir Zhu ve ark., 2015;
Gonzales ve ark., 2008). Onceki yillarda yapilan ¢alismalarda dacomitinib ile HER+
meme kanseri hiicre hatlarinda mitokondriyal apoptotik yolagin indiiklenebildigi
gosterilmistir  (286). Bu tez calismasinda, HER2+ SKBR3 hiicrelerinin
proliferasyonunu baskilamak ve bu hiicrelerde apoptozu uyarmak amaciyla
dacomitinib kullanilmistir. Calismada, SKBR3 hiicre hattinda analiz edilebilir
sitotoksik etkinin 1 pM docomitinib uygulamasinin 24 {incii saatinde indiiklenebildigi
belirlenmistir. Bu sebeple tiim hiire hatlarina 1 uM docomitinib uygulamasi yapilarak;
uygulamanin 4, 8, 12, 16, 24 ve 48’inci saatlerinde 6rneklemeler yapilmistir (Sekil
12).

Dacomitinibin zamana bagli anti-proliferatif etkisi MTT hucre proliferasyonu
testi ile analiz edilmistir. SKBR3, AVEN+ SKBR3 ve AVEN- SKBR3 hiicrelerinin
dacomitinib uygulamasinin 4, 8, 12, 16, 24 ve 48 saatindeki proliferasyon degisimleri
karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. N-terminal GFP etiketli AVEN+ SKBR3 ile
SKBR3 hiicre hatlarinin dacomitinibe verilen proliferatif yanitlarin oldukca paralel
oldugu gozlemlenmistir. Normal sartlarda AVEN aktivasyonun N-terminal kirpilma
ile gergeklestirildigi goz Oniinde bulunduruldugunda; N-terminal GFP etiketli
AVEN’nin, GFP proteinin lokalizasyonundan dolay1 aktivasyonunun engellenmis
olabilecegi diistiniilmiistiir (259, 260). C-terminal GFP etiketli AVEN+ SKBR3,
AVEN+ SKBR3 ve pcDNA3-FLAG+ SKBR3 hiicre hatlarinin proliferatif yanitlar
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karsilastirildiginda ise; uygulamanin 48’inci saatinde diger iki hiicre grubundan farkli
olarak C-terminal GFP etiketli AVEN+ SKBR3 hiicrelerinde proliferatif yanitin arttigi
belirlenmistir. Bu durumun AVEN’in proliferasyon iizerindeki destekleyici farkinin,
dacomitinib uygulamasinin maksimum toksik etkinliginin gbézlemlendigi 24’linci
saatinden sonra ortaya ciktig1 diisiilmiistiir. Ik 24 saat icerisindeki drneklemlerden
edinilen veriler arasinda ise anlamli bir patern yakalanamamaistir. Bu duruma hiicre
ekiminde kullanilan baslangi¢c sayisindaki farkliliklarin neden olmus olabilecegi
¢ikariminda bulunulmustur. Tezdeki ¢alismalara C-terminal GFP etiketli AVEN+
SKBR3 hiicre hatt1 kullanilarak devam edilmis ve kisaca AVEN+ SKBR3 olarak

adlandirilmgtir.

Dacomitinibin hticreler Gzerindeki apoptoz indukleyicisi etkisini destekleyici bulgular
Annexin V/PI boyamasi ve kaspaz-3/-9 aktivasyon testleri ile elde edilmistir. SKBR3,
pcDNAS3-FLAG+ SKBR3 ve AVEN+ SKBR3 hiicre gruplarmin dacomitinib
varligindaki ve yoklugundaki Annexin V/PI+ hiicre yiizdeleri hiicre akis sitometrisi
analizi ile kotrol edilmistir (Sekil 14a). Bu calismaya gore; ii¢ hiicre grubunda da
dacomitinib yoklugundaki Annexin V/PI+ hiicre ylizdesi % 3 civarinda iken
dacomitinib varligindaki bu oran farklilik gostermektedir. Dacomitinib uygulamasi ile
birlikte SKBR3 ve pcDNA3-FLAG+ SKBR3 hiicre hatlarinin her ikisinde Annexin
V/PI+ hiicre yiizdesi % 50’ye kadar yiikselirken AVEN+ SKBR3 hiicre hattinda bu
oran % 15 civarinda kalmistir. Aradaki farkin AVEN’in anti-apoptotik role sahip
olmasi nedeniyle ortaya ¢ikmis olabilecegi diistinlilmiistiir. Dahast AVEN- SKBR3
hattinda ise dacomitinib uygulamasi sonucu bu oranin %80’e kadar yiikseldigi
gozlemlenmistir. Negatif kontrol siRNA+ SKBR3 hiicre grubundaki Annexin V/PI+
hiicre yiizdesi SKBR3 ile kiyaslandiginda énemli bir fark gézlemlenememistir (Sekil
14b). AVEN- SKBR3 hiicre hatti yanitindaki degisikligin siRNA transfeksiyonu
kaynakli olma ihtimali bdylelikle ortadan kaldirilmis olmaktadir. Dahasi
dacomitinibin kanser hiicrelerindeki HER reseptor aktivasyonunun artisina 6zgi
inhibitor etkinligini 6lgmek amaciyla; HER2+ meme kanseri SKBR3 hiicre hattina ek
olarak MCF10 normal epitel hiicreleri de dacomitinibe maruz birakilmistir.
Uygulamanin 2, 4, 8, 16, 24 ve 48’inci saatlerinde rneklem yapilmistir. Iki hiicre
grubundaki apoptotik hiicre yiizdeleri Annexin V/PI boyama yapildiktan sonra hticre

akig sitometrisi ile analiz edilmistir. SKBR3 hiicre hattinda dacomitinib uygulamasiyla
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zaman-bagimli olarak Annexin V/PI+ hiicre yiizdesi siirekli artis1 gézlemlenirken,
MCF10 normal epitel hiicre hattinda ise anlamli bir degisiklik gézlemlenmemistir. Bu
caligmayla dacomitinibin, HER reseptor aktivasyonunun yiliksek oldugu kanser
hiicrelerinde yiiksek oranda toksik etki gosterdigi ve hedefli olarak apoptozu
indiiklenebildigi gosterilmistir (Sekil 14).

Mitokondriyal apoptoz sirecte rol oynayan kaspaz-3 ve -9’un aktivitelerinin élglim
sonuglart (Sekil 15) ise Annexin V/PI boyama ile hiicre akis sitometrisi analizi
sonuglarina paralellik gostermektedir (Sekil 14). Genel olarak tiim hiicre gruplarinda
dacomitinib uygulamasmin olmadig1 kontrol grubuna kiyasla kasapaz aktiviteleri
belirli oranlarda yiikselmistir. Bu veriler dacomitinibin tiim hiicre gruplarinda
mitokondriyal apoptozu indiikledigi  bilgisi  dogrulanmistir.  Dacomitinib
uygulamasiyla SKBR3, pcDNA3-FLAG+ SKBR3 ve negatif kontrol siRNA+ SKBR3
hiicre gruplarindaki kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonlari sirasiyla ortalama 2300 RFU
ve 3200 RFU civarmna ylikselmistir. AVEN+ SKBR hiicre grubunun dacomitinib
uygulamasina bagli kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktiviteleri sirasiyla 987 RFU ve 1228 RFU
olarak bu gruplara kiyasla oldukca diigiik Ol¢lilmiistiir. Yine kontrol gruplar ile
kiyaslandiginda ise AVEN- SKBR3 hiicre grubundaki kaspaz-3 ve kaspaz-9
aktivitelerinin ise sirastyla 3155 RFU ve 3778 RFU degerleri ile ortalanin {lizerinde
olduklar1 gdzlemlenmistir. Ozetle, AVEN miktarindaki artisin kaspaz-3 ve -9’un
aktivitelerinin azalmayla, AVEN’in ortadan kalmasinin ise bu kaspazlarin
aktivasyonunda ortalamanin iizerinde artigla iliskilendirilmistir. Mitokondriyal
apoptoz siirecinde AVEN’in Onemli bir rol oynadigina dair kanitlar tez

caligmalarindan edinilen verilerle kanitlanmaktadir.

AVEN+ SKBR3 hiicrelerinde, dacomitinib uygulamasina karsin, agirt AVEN
aktivasyonuyla iligkili olarak artis gézlemlenen proliferatif yanitin diizenlenmesinde
AVEN lokalizasyonunda meydana gelen degisimlerin etkisinin analiz edebilmek
amacityla GFP etiketli AVEN+ SKBR3 hiicrelerinin konfokal mikroskopla
gorlintiillenmesi yapilmistir. Bu amagla AVEN+ SKBR3 hiicreleri cam lam iizerinde
kilturlenerek 1 uM dacomitinbe 2, 4, 8, 16, 24 ve 48 saat siireyle maruz birakilmistir.
Daha sonra hiicreler fikse edilmis ve niikleuslarin mavi renkli gériinmelerini saglayan
anti-fade DAPI ile boyanmistir. Konfokal mikroskop sistemi hiicreleri 3 boyutlu

algilandig1 ve lazerli temelli katmanlar halinde taranma yapabildigi, dolayisiyla da iist
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iste diisen sinyal konumlarinin dogru sekilde ayirt edilmesine imkan verdiginden
tercih edilmistir. Yesil ve mavi filtreler kullanilarak g¢ekilen goriintiiler iist iiste
eklenerek yesil renkli GFP etiketli AVEN’lerin ve mavi renkli nikleusun birlikte
oldugu gorseller elde edilmistir (Sekil 17). Gorseller, gri piksel bazinda yiiksek
giivenilirligi bulunan CoLocalizer programi kullanilarak analiz edilmistir. AVEN’in
nikleusa transportunun zaman zaman artarken zaman zaman azaldigi ancak bunun
dacomitinib uygulama siiresinden bagimsiz olarak gerceklestigi gozlemlenmistir
(Tablo 7). AVEN lokalizasyonundaki degisimlerin analiz edilmesi agisindan konfokal

goriintlileme sisteminin yetersiz kalmis olabilecegi ¢ikariminda bulunulmustur.

Genel olarak tez c¢alismamiz kapsaminda; dacomitinibin HER reseptor
aktivasyonu yuksek olan hicreleri hedef alarak bu hiicrelerde mitokondriyal apoptotik
yolaklar1 aktive ettigi normal epitelyal hiicre hattt MCF10 ve HER2+ meme kanseri
hiicre hattt SKBR3 yapilan ¢aligma ile gosterilmistir. AVEN+ SKBR3 hiicrelerde,
AVEN’in uygulamanin 24’{incii saatinden sonra dacomitinib ile uyarilan apoptotik
yanitlarin baskilanmasi yoniindeki diizenlenmede 6énemli rol oynadigini diisiindiiren
bulgular edinilmistir. AVEN- SKBR3 hicrelerin, SKBR3 ve AVEN+ SKBR3
hiicrelerine kiyasla dacomitinibe karsi ¢ok daha duyarli oldugu gozlemlenmistir.
HER2+ SKBR3 hiicrelerinde AVEN’in lokalizasyondaki degisim ile proliferatif yaniti

destekleyici fonksiyonu arasindaki iligkiyi destekleyici yeterli veri edinilememistir.
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6. SONUC ve ONERILER

e Dacomitinib uygulamasi ile tiim hiicre gruplarinda kaspaz-3 ve kaspaz-9
aktivitelerindeki artisin gozlemlenmesi dacomitinibin mitokondriyal apoptoz
aktivasyonu etkisine isaret etmektedir.

e Dacomitinibin, SKBR3 hiicre hattinda 24’{incii saatin sonunda zamana-bagl
sitotoksik etkinin en yiiksek diizeye ulastig1 belirlenmistir.

e Dacomitinib ile uyarilan apoptozun AVEN aktivasyonuyla baskilanabildigine
dair bulgular MTT, Annexin V/PI + boyama ve kaspaz aktivite testleri ile
edinilebilmistir. Ancak, AVEN lokalizasyonunun anti-apoptotik yanit
tizerindeki etkisininin olup olmadig1 kullanilan teknikle analiz edilememistir.

e AVEN ifadelenmesinin; kalici olarak arttirlmast pcDNA3-FLAG-AVEN
vektorlyle; % 90 Uzerinde bir oranla susturulmasi ise AVEN siRNA ile
mumkandur.

e GFP etiketin AVEN’in hangi terminal ucuna takilacagi 6nemlidir. AVEN
proteinin sinyalizasyonunu (zerinde N-terminal etiketin baskilayic1 etkisi
oldugu diistiniilebilir. N-terminal kirpilmasini kapsayan post-transkripsiyonel
diizenlemenin AVEN aktivasyonu i¢in gerekli oldugu ileri siiriilen ¢alismalari
destekleyici bir kanit olarak degerlendirilebilir.

e AVEN+ SKBR3 hiicre grubunda; MTT testi bulgularina gore dacomitinib
uygulamasinin 48’inci saatinde gdzlemlenen proliferasyon artisi, Annexin
V/PI + hiicre yiizdesinin ve kaspaz aktivite degerlerinin diger hiicre gruplarina
kiyasla disiik olmasi, AVEN aktivasyonunun hiicre boliinmesi siireci ve
proliferatif yanit lizerinde pozitif etkisi ile iligkiledirilebilir.

e AVEN- SKBR3 hiicre grubunda; dacomitinib uygulamasiyla tiim hiicre
gruplarindan daha yiiksek diizeyde kaspaz aktivasyonun indiiklenmesi ve
Annexin V/PI + hiicre ylizdesi gozlemlenmesi AVEN’in anti-apoptotik

regiilasyonunun ortadan kalkmasiyla bagdaslastirilabilir.
Konuyla ilgili yapilan ileri ¢aligmalarla dacomitinibin HER reseptdrlerin tirozin kinaz

aktivasyonlarin1 engelledikten sonra apoptotik yanitin hangi mekanizmalarla

diizenlendigi ve detaylica anlasilmaya ¢alisiimalidir. AVEN’in mitokondriyal apoptoz
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yolagr ile iligkilerinin desteklenmesi i¢in bu yolaga 6zgii proteinlerle etkilesimleri
incelenmelidir. Hiicre i¢indeki AVEN trafiginin ileri teknolojik goriintiilleme sistemler
kullanilarak takibi miimkiin olabilir. Bdyle bir sistem kullanilarak AVEN
lokalizasyonundaki degisim ve hiicrenin yanit1 arasinda bir iliski bulunabilir. Tiim
bunlara ek olarak gelecekte yapilacak calismalarda, arastirilan bu genlere ait

RNA’larin ifadelenme diizeyleri de aragtirilmalidir.
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8. EKLER

Ek A: CoLocalizer Pro analiz sonuglari

a. Colocalization Report

Creator: ColLocalizer Pro 3.0.2
Date: 2018-06-17 20:26:57:297 +0300

Specimen ID: skbr3 avencnt 1_2

Pixel Information

Image ROI Scattergram ROI

Count % Count %

Green 213001 20.31 - --
Blue 43492 4.15 = S
Cyan 119727 11.42 - S
Total 376220 35.88 -- --

Coefficients Calculations - Current Image ROI

Rr 0.1431
R 0.3025
k1 1.5631
k2 0.0585
m1 1.9281
m2 0.2450
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b.

Colocalization Report

Creator: ColLocalizer Pro 3.0.2

Date: 2018-06-17 20:39:11:482 +0300

Specimen ID: skbr3 aven 4h 5

Pixel Information

Image ROI Scattergram ROI

Count % Count %

Green 244824 23.35 -- --
Blue 11627 1.11 -- -
Cyan 54079 5.16 -- -
Total 310530 29.61 - -

Coefficients Calculations - Current Image ROI

Rr 0.2143
R 0.3599
k1 1.0260
k2 0.1262
m1 0.9791
m2 0.2761
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C.
Colocalization Report
Creator: ColLocalizer Pro 3.0.2

Date: 2018-06-17 20:33:01:718 +0300
Specimen ID: skbr3 aven 8h 5

Pixel Information

Image ROI Scattergram ROI

Count % Count %

Green 183938 17.54 -- -
Blue 126386 12.05 - -
Cyan 171638 16.37 S e
Total 481962 45.96 -- -

Coefficients Calculations - Current Image ROI

Rr 0.1098
R 0.3508
k1 0.7406
k2 0.1662
m1 0.9242
m2 0.4507
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d.
Colocalization Report
Creator: ColLocalizer Pro 3.0.2

Date: 2018-06-17 20:27:44:997 +0300
Specimen ID: skbr3 aven 16h 6

Pixel Information

Image ROI Scattergram ROI

Count % Count %

Green 75897 7.24 -- --
Blue 343864 32.79 - <o
Cyan 428342 40.85 - --
Total 848103 80.88 -- --

Coefficients Calculations - Current Image ROI

Rr 0.2692
R 0.4567
k1 1.4965
k2 0.1394
m1 1.9014
m2 0.3798
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e.

Colocalization Report

Creator: ColLocalizer Pro 3.0.2

Date: 2018-06-17 19:43:33:971 +0300

Specimen ID: skbr3 aven 24h 5

Pixel Information

Image ROI Scattergram ROI

Count % Count %

Green 139193 13:27 - --
Blue 299550 28.57 -- --
Cyan 107270 10.23 = =
Total 546013 52.07 -- --

Coefficients Calculations - Current Image ROI

Rr 0.1524
R 0.2281
k1 0.6894
k2 0.0755
m1 0.7277
m2 0.4273
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f.

Colocalization Report

Creator: ColLocalizer Pro 3.0.2

Date: 2018-06-17 19:42:38:548 +0300

Specimen ID: skbr3 aven 48h 4

Pixel Information

Image ROI Scattergram ROI

Count % Count %

Green 65573 6.25 -- -
Blue 367250 35.02 -- --
Cyan 228940 21.83 -- --
Total 661763 63.11 -- --

Coefficients Calculations - Current Image ROI

Rr 0.1556
R 0.2922
k1 1.5109
k2 0.0565
m1 2.5114
m2 0.2085
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