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OZET

MEME KANSERINDE NANOPARCACIKLAR KULLANILARAK
KOMBINE TEDAViIi UYGULAMASI

Meme kanseri, kadinlarda yaygin olarak goriilen, tiimoriin heterojen olmasi
nedeniyle tedavisi olduk¢a zor olan 6liimciil bir kanser tiiriidiir. Kemoterapi gibi
mevcut kanser tedavilerinde, ilaglarin tiimor dokusuna spesifik olarak ulasamamasi
ve saglikli dokulara potansiyel toksik etki birakmalar1 nedeniyle, hastalarda olas1 yan
etkiler gozlenmesine neden olmaktadir. Giliniimiiz nanoteknoloji ve biyotip
alanindaki gelismelerle birlikte gelistirilen nanoparcaciklar, ilacin spesifik dagitimi
ve kontrollii salmimini saglamalari nedeniyle, onkoloji alaninda biiylik yanki
uyandirmistir.

Bu c¢alismada monoklonal antikorlar (mAb) ile yiikli biyo-uyumlu
sliperparamanyetik demir oksit nanoparcaciklar (SPION) kullanilarak, ayni anda
birden fazla reseptoriin hedef alinmasi ve hiicrelerin spesifik olarak o6ldiiriilmesi
amaglanmistir. SKBR3 meme kanseri ve kontrol olarak dH1f fibroblast hiicre hatlar
tizerinde, trastuzumab ve cetuximab mAb’lariyla yiiklii SPION ile kombine ilag
tedavi uygulamasi gergeklestirildi. Toksik doz, tekli ve kombine tedavinin etkisi,
hiicrelere uygulamanin ikinci giiniinde MTT hiicre canliigi testi kullanilarak
belirlendi. Hiicrelerin 6liimii ve sinyal yolaklariyla iliskisi, kantitatif ger¢ek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu (GZ-PZR) kullanilarak, kanser yolaklarindaki anahtar
genler {izerinden incelendi.

Sonug olarak kontrol hiicrelere kiyasla, kombine tedavi uygulanan hiicrelerde
kanser hiicrelerinde 6liim oranmin artmasinin yani sira, apoptoz iligkili genlerde
ekspresyon artis1 gozlenmistir.

Bu sonuglar 1s18inda, tasarlanan kombine ilacin, ozellikle meme kanseri
tedavisi kullanimi agisindan olduk¢a umut verici oldugu gosterilebilir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, SPION nanopargacik, kombinasyon tedavisi
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SUMMARY

COMBINATION THERAPY BY USING NANOPARTICLES IN BREAST
CANCER

Breast cancer (BC) is one of the most common lethal cancer in women. The
treatment of BC is very difficult due to the heterogeneity of the tumor. In current
cancer treatments such as chemotherapy, potantial side effects are observed in
patients due to the delivery problems and effect of these drugs on both tumor and
healthy cells. Nanoparticles developed together with the nanotechnology and
biomedicine have great promises in the oncology field due to the specific distribution
and controlled release of the drug.

In this study, biocompatible superparamagnetic iron oxide nanoparticles
(SPION) loaded with trastuzumab and cetuximab monoclonal antibodies were used
to target multiple receptors at the same time and was performed on SKBR3 BC cell
lines and dH1f fibroblasts as a control cells. The toxic dose, effect of single and
combinational therapy was assessed by MTT cell viability test on the second day.
Specific cell death related factors in cancer signaling pathways was determined by
using qRT-PCR.

As a result, compared with control cells, beyond high mortality in cancer cell
lines, increased expression of apoptosis-related genes was observed in combined
treatment.

These results show that the combined drugs which designed is very
promising, especially in terms of BC treatment.

Key words: Breast Cancer, SPION nanoparticle, Combination therapy
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1. GIRIS

1.1. Kanser

Normal viicut dokularinin ¢ogu, gerektigi zaman boliinme ve biiylime
yetenegine sahip olan hiicrelerden olugmaktadir. Hiicrelerin bu proliferasyon siireci,
hiicre ¢ekirdeginin DNA’ sinda bulunan genler tarafindan kontrol edilmektedir. Bu
genler, proto-onkogenler ve timdr baskilayict genlerdir. Proto-onkogenler, uygun
biiylime sinyallerinin  varhiginda hiicre proliferasyonunun  pozitif  olarak
diizenlenmesinde, tiimor baskilayici genler ise hiicre biiylimesinin negatif olarak
diizenlenmesinde gorevlidir. Dolayisiyla uygun biiylime sinyallerinin yoklugunda
timor baskilayict genler devreye girerek, hiicrelerin diizensiz biiylimesinin
baskilanmasimi veya kontroliinii saglar (Stephens ve Aigner, 2009: 3-5). Kanser
hiicrelerinde ise bu genler ya mutasyonludur ya da kontroliinii kaybetmis
durumdadir. Hiicre boliinmesi, DNA hasar tamiri, programli hiicre 6liimii olan
apoptoz, hiicresel farklilasma, hiicre-hiicre etkilesimleri ve hiicre gogii gibi daha pek
cok hiicresel siire¢, bu mutasyonlardan etkilenmektedir. Bu hiicreleri tehlikeli yapan
en 6nemli neden ise, kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalmalar1 ve metastaz ad1 verilen diger
cevredeki dokulara, hiicrelerin yayilmasidir. Kanser, c¢ogunlukla somatik
hiicrelerdeki mutasyonlardan meydana gelmektedir. Ayrica %5 oraninda esey hatti
mutasyonlariyla da iligkilidir. Bu durum ise kisinin baz1 kanser tiirlerine olan genetik
yatkinliginin artmasina neden olmaktadir. Tek gen mutasyonlartyla da oldukga nadir
goriilen kanser tiirleri, daha ¢ok birden fazla mutasyonun birikmesinden kaynaklanir
ve bu yoniiyle diger genetik hastaliklardan ayrilmaktadir (Klug ve dig.,2018: 470).
Hiicre dongiisi G1, S, G2 ve M fazi olmak iizere dort fazdan olusmaktadir.

Hiicrelerin dongii boyunca ilerleyebilmesi i¢in siklinlerin, siklin bagimli kinazlari

1



(CDK) aktive etmesi gerekmektedir. G1”° den S fazina geg¢is i¢in kontrol noktasi olan
retinoblastoma (Rb) proteinleri tiimor baskilanmasi, hiicre dongiisii diizenlenmesi ve
apoptoz gibi hiicresel siireclerde gorev almaktadir. Rb proteinlerinin aktivasyonu i¢in
gerekli olan fosforilasyon, siklin-D-bagimli kinazlar, CDK4 ve CDKG6 ile kontrol
edilmektedir. Bu kontrol ise, D siklinler ve CDK inhibitorlerinin degisen
seviyeleriyle diizenlenmektedir. Mitojenik sinyallere kars1 CDK’ lar, Rb gen ailesi
tiyelerini fosforilleyerek, Rb aile tiyeleri ve E2F transkripsiyon faktorii arasindaki
kompleksin yikilmasina neden olur. Boylece G1 fazindan S fazina gecis i¢cin E2F
transkripsiyon faktorlerinin salinimi gergeklesir. E2F, hem biiylime hem de biiyiime
baskilayict genlerin diizenlenmesinde ve hedef genlerin ekspresyon diizeylerine gore
hiicre kaderinin belirlenmesindeki dengenin saglanmasinda rol oynamaktadir.
Genomik biitiinliiglin izlenmesi, genomik kararliligin kontrolii ve apoptoz gibi daha
pek cok siireclerde anahtar rol oynayan p53, Siklin kinaz inhibitorti (CKI) olan p21°
in protein seviyelerini artirarak hasarli olan hiicrelerin G1 fazinda tutuklanmasin
saglar. Hiicre dongiisiiniin sentez (S) fazinda ise DNA duplikasyonu
gerceklesmektedir. CDK” larin, S fazinin baslangicindan G2-M fazinin sonuna kadar
DNA replikasyon faktorlerini fosforile ettigi gozlenmistir. G2 fazindan M fazina
gecis ise siklin bagimli kompleks (CDC), CDC2/siklin B’ nin aktivitesine baglidir.
CDK2’ nin aktivasyonu, DNA replikasyonu tamamlanmadan mitotik olaylarin
baslamasina engel olur. Hiicrelerin S fazina ilerlemesiyle Siklin B birikimi artmaya
baglar ve G2’ nin sonlarma dogru en iist seviyeye kadar ulasir. Replikasyon
tamamlandiktan sonra ise CDK2 defosforile olarak inaktif duruma gecer ve
hiicrelerin M fazina gecisi saglanmig olur. Kanserli hiicrelerde ise genellikle G2
kontrol noktasinin kayboldugu goézlenmistir (Cassidy, Bisset, Obe, 2002: 21-24,
Morris ve Dyson, 2001).



1.2. Meme Kanseri

Bir meme dokusu, salgi bezleri, memebasi lobiilleri, bag dokusu, lenfatik
dokuyu baglayan kanallar ve yag dokusundan olusmaktadir. Meme kanseri ise,
memenin herhangi bir bilesenini olusturan hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
bliyiimesiyle meydana gelmektedir. Bu hiicreler genellikle bir yumru olarak
hissedilebilen ve rontgende de gdzlenebilen bir tiimor olustururlar ve bu hiicrelerin
erken tespiti, mamografi yardimiyla gerceklestirilebilmektedir. Ozellikle siit
tiretimini saglayan bezlerin olusturdugu lobiiler meme dokusunda ve memebasina
lobiilleri baglayan kanallarda meme kanseri daha sik gdzlenmektedir. invaziv
0zellige sahip olan bu hiicreler, ¢evre dokular ve lenf dokular1 dahil olmak iizere
viicudun farkli bolgelerine metastaz yapabilirler (Winters ve dig.,2017: 2; Alteri ve

dig.,2011; American Cancer Society, 2017).

1.2.1. Epidemiyolojisi

Diinya Saglk Orgiiti (WHO), kanser arastirmalari igin, 1965 yilinda
Uluslararast Kanser Arastirmalart Ajanst (IARC) ve 1966 yilinda Uluslararasi
Kayitlar Birligi (IACR) kurmustur (Ferlay ve dig.,2008). Bu iki merkez birbirleriyle
is birligi igerisinde g¢alisarak, diinya genelindeki kanser kayitlarinin olusturulmasi,
kanser insidanst ve uygulanan tedavilere karst alinan sonuglarin degerlendirilmesi
adma biiyiik katki saglamaktadir (Ozmen, 2014). Gelismekte olan iilkeler dahil
olmak tizere, tiim diinya genelindeki kadinlarda en sik teshisi konulan ve erkeklerde
de nadir olarak goriilebilen Sliimciil bir kanser tiirii olan meme kanseri, 2013 yilinda
kansere bagli 6liimlerin %15’ ini olusturmaktadir. Her y1l meme kanseri i¢in tahmini
1,7 milyon yeni vaka teshis edilmektedir (Globocan, 2012; Winters ve dig.,2017:2-
4).

Tiirkiye Meme Hastaliklar1 Dernekleri Federasyonu (TMHDF) biinyesinde
kurulan Ulusal Meme Kanseri Veri Taban1 (UMKVT), 2005 yilindan itibaren meme

kanseri teshisi konulan kadinlarin patolojik ve klinik analizlerini yaparak onlarin



kayit altinda tutulmasini saglamaktadir. 1993 yilinda meme kanserinin insidansi
24,1/100,000 oraninda hesaplanirken, 2010 yilinda bu oranmin 50/100,000° ye
yiikseldigi gozlenmistir. Bu sonuclar, Tiirkiye’ deki meme kanseri insidansinda ciddi

bir artis oldugunu géstermektedir (Ozmen ve Anderson, 2008).

1.2.2. Molekiiler Simiflandirilmasi

Meme kanserine yol acan hiicrelerin molekiiler olarak farkli histopatolojik ve
biyolojik 6zellikler gostermeleri, uygulanan tedavilere farkli yanit vermesine neden
olmaktadir. Bu nedenle, mevcut tedavilere karst daha iyi sonug¢ alinabilmesi igin
meme kanserinin siniflandirilmasina ihtiyag duyulmustur (Bloom ve Richardson
1957; Viale, 2012). Perou ve calisma arkadaglar1 tarafindan yapilan global gen
ekspresyon profili ¢alismalarinin sonucunda, meme kanserinin heterojen bir hastalik
oldugu ve molekiiler olarak alt siniflara ayrilabilecegi one siiriilmiistiir (Perou ve
dig.,2000).

Immunohistokimyasal analiz ydntemi yardimiyla meme kanseri, luminal
meme kanseri, insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER2) asir1 eksprese
olan meme Kanseri, bazal benzeri meme kanseri ve normal meme benzeri olmak
lizere toplam dort alt sinifa ayrilmigtir. Luminal meme kanseri diisiik proliferatif etki
gosteren luminal A ve yiiksek proliferatif etki gosteren luminal B olmak iizere, kendi
icerisinde ikiye ayrilmaktadir (Subik ve dig.,2010; Habashy ve dig.,2011).

Luminal A alt sinifin1 olusturan hiicrelerin, dstrojen (ER) ve progesteron (PR)
hormon reseptorleri pozitif, HER2 reseptorii ise negatiftir. Luminal B alt sinifini
olusturan hiicrelerin ise, ER ve PR hormonlar1 ve HER2 reseptorlerinin pozitif
oldugu gozlenmistir. Artan HER2 seviyelerinin, hastaligin daha da agresif ilerleyisi
ve hasta sag kaliminda azalma ile iligkisi oldugunu gézlemleyen Slamon ve ¢alisma
arkadaslari, yapmis olduklar1 bir aragtirmada, meme kanseri teshisi konulan
kadinlarin yaklagsik olarak %20 ila %30’ unda HER2 asir1 ekspresyonu oldugunu
belirlemistir. Meme kanserinin HER2 asir1 eksprese olan alt sinifina ait hiicrelerin,

Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin negatif oldugu gozlenmis (Tablo 1.1) ve her
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iki alt sinifa ait hiicrelerde ise epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin (EGFR)
pozitif veya negatif olabildigi belirlenmistir (Slamon ve dig.,1987; Sorlie ve

dig.,2001; Subik ve dig.,2010).

Tablo 1.1. Molekiiler Siniflandirmayla Alt Siniflarin Ayrilmast (Subik ve dig.,2010).

ER and/or HER2 EGFR
PR over-expression and/or
CK5/6
Luminal A + - —or+
subtype
Luminal B + + —or+
subtype
HERZ subtype — + —or+
Basal like - - +
subtype
Unclassified - - -
subtype

Bazal benzeri meme kanseri, Uglii negatif meme kanseri olarak da
bilinmektedir. Bu alt sinifa ait hiicrelerin EGFR reseptorlerinde ekspresyon olmasina
ragmen, ER ve PR hormon ve HER2 reseptorlerinde ekspresyon goriilmemektedir
(Marotti ve dig.,2017; Park ve dig.,2014). Ayrica yapilan bir arastirmanin
sonucunda, bazal benzeri meme kanserinin diger alt siniflara gore daha kdtii prognoz

gosterdigi gozlenmistir (Bauer ve dig.,2007).

2007 yilinda, Herschkowitz ve caligma arkadaslar tarafindan “Claudin low”
olarak adlandirilan yeni bir meme kanseri alt sinifi tanimlanmistir. Bu alt sinifa ait
timorler, bazal benzeri yani Ostrojen, progesteron ve insan epidermal biiylime
faktorii 2 reseptorleri negatif olan kotli prognozlu metaplastik ve yiiksek mediiller
farklilasmaya sahip invaziv duktal karsinomlardir (Herschkowitz ve dig.,2007; Prat

ve dig.,2010).



1.3. HER2 ve EGFR Genlerinin Kanser Uzerindeki Etkisi

17. kromozomun uzun kolunun 21. boélgesinde lokalize olan (17g21), 1255

amino asit dizisine sahip 185 kilodalton (kDa) agirliginda bir reseptor tirozin kinaz
(RTK) kodlayan HER2/neu veya erbB-2 olarak da adlandirilan HER2 proto-
onkogeni, insan kanserleri arasinda en sik degisime ugrayan genler arasinda yer
almaktadir (Coussens ve dig.,1985; Hynes ve Stern, 1994; Saini ve dig.,2011).
HER ailesi, HER1 (EGFR, ErbB1), HER2 (c-Erb-2), HER3 (ErbB3) ve HER4
(ErbB4) olarak adlandirilan, birbirleriyle yapisal olarak iliskili dort reseptorden
olugmaktadir. Bu reseptorlerin  homo veya heterodimerizasyonu, hiicre
proliferasyonu, hareketi ve invazyonu i¢in biyiik katki saglamaktadir (Slamon ve
dig.,1987; Saini ve dig.,2011; Holbro ve dig.,2003). Bir¢ok kanser tiirii, gen
amplifikasyonu veya reseptor tirozin kinazlarin asir1 ekspresyonu sonucunda
meydana gelmektedir. Tirozin kinaz reseptoriiniin asir1 ekspresyonunun, ortamda
herhangi bir spesifik ligand bulunmamasima ragmen reseptdr dimerizasyonu
insidansini arttirdig1 ve hiicrelerin anormal, kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasina yol
acarak tiimor olusumuna katkida bulundugu gézlenmistir (Slamon ve dig.,1987).

HER?2 proteini, hiicre dis1 amino-terminal bolgesi, hidrofobik transmembran
domaini ve karboksi-terminal kinaz domaini olmak iizere {i¢ ana domainden
meydana gelmektedir. Hiicre dis1 amino-terminal bolgesi, domain I, II, III ve IV
olmak iizere, kendi igerisinde dorde ayrilmaktadir. Bunlardan domain III harig, I, II
ve IV domainleri, HER2-EGFR heterodimerizasyonu ile iliskilidir (Margolis ve
dig.,1989; Kumagai ve dig.,2001).

Ligandin hiicre dis1 domaine baglanmasi, sekil 1.1 iizerinde belirtildigi gibi
reseptor dimerizasyonunu indiikleyerek RTK aktivitesinin artmasma neden olur.
EGF reseptoriine ligandin baglanmasi1 durumunda, hiicre i¢i katalitik domainde
sitoplazmik tirozin kinazin otofosforilasyonu gerceklesir. Bu otofosforilasyon ise,
Ras/Raf/mitojen ile aktive olan kinaz (MAPK) ve fosfatidilinositol-3-kinaz(P13K)-

Akt yolaklariin uyarilmasina neden olur.



Proliferasyonu destekleyen Ras-MAPK yolagi ve apoptozdan kagisa neden olan
PI3K-Akt yolaginin aktive olmasi, tiimor biiylimesine ve ilerlemesine katkida
bulunmaktadir (Cappuzzo, 2014: 7; Yarden ve Sliwkowski, 2001; Zwick ve
dig.,2002).

Sinyal igl kati
inyal islem katmani [ MEK | b
PI3K Yolagi
Transkripsiyon
; P pm— = 3
A ey
Cilas Bayiime Apoptoz Migrasyon Adezyon Farklilasma

katmani

Sekil 1.1. HER?2 ile iliskili Sinyal Yolaklari (Lv ve dig., 2016).

1.3.1. Monoklonal Antikor ve Kiigiik Molekiillere Genel Bir Bakis

Son yirmi yil igerisinde, seksenden fazla molekiiler hedefli onkoloji ilact
Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Idaresi (US Food and Dug Administration-
FDA) tarafindan onaylanmistir. Farkli etki ve mekanizmalara sahip olan bu ilaglar,
tiimor biliylimesi ve karsinogenezin hizlanmasinda rol oynayan, spesifik yolaklar
hedef alarak bloke edilmesini saglayan monoklonal antikorlar ve kiiclik
molekiillerden olusmaktadir. HER2 ve EGFR sinyali bilesenleri, kanser tedavisinde
hedef alinan ve basariy1 saglayan terapotik hedefler arasinda yer alir (Twomey ve
dig.,2017). Bu ilaglardan birkag tanesi asagida verilmistir.

e Lapatinib

EGFR ve HER2' yi aym1 anda hedef alarak inhibe edilmelerini saglamak

amaciyla gelistirilen lapatinib (GW2016), HER2 ve EGFR tirosin kinaz katalitik

aktivitelerinin inhibisyonunda gorev alir (Rusnak ve dig.,2001).



e Pertuzumab
Pertuzumab, HER?2 reseptoriiniin hiicre disi domaini II' ye baglanarak, diger
erbB/HER reseptorleriyle dimerizasyonuna engel olan monoklonal bir antikordur
(Jhaveri ve Esteva, 2014).
e Trastuzumab
Herceptin olarak da bilinen trastuzumab, HER2 reseptoriiniin hiicre dis1
domainine baglanarak, HER2 sinyalinin bloke edilmesini saglayan monoklonal bir
antikordur. Faz I ve II ¢alismalar1 sonucunda, HER2 pozitif meme kanserine karsi
klinik aktivite gostermesi nedeniyle trastuzumab, meme kanseri hastalarinin
tedavisinde kullanilan temel ajanlardan biri olmustur (Montemurro ve Aglietta, 2005;
Slamon ve Mark Pegram, 2001).
e Panitumumab
EGFR igsellestirilmesini indiikleyen, EGF reseptoriine kars1 yonlendirilen ilk
monoklonal antikordur. EGFR aktivasyonuna neden olan otofosforilasyon,
dimerizasyon ve sinyal iletimi gibi hiicresel siirecleri Onleyerek, anjiyogenezin
azalmasin1 ve tiimoOr hiicrelerinin apoptoza ugramasini saglayan panitumumab,
metastatik kolorektal kanseri tedavisinde tercih edilen ajanlardan biridir (Dubois ve
Cohen, 2009).
e Cetuximab
Bir diger adi erbitux olan cetuximab, kolorektal, meme, mesane ve
yumurtalik kanserleri dahil olmak {izere, bir¢ok kanser tiiriinde asir1 eksprese olan
EGF reseptoriiniin hiicre dist domainine baglanan monoklonal bir antikordur
(Martinelli ve dig., 2009; Bou-Assaly ve Mukherji, 2010).
e Erlotinib ve Gefitinib
EGF reseptoriiniin tirozin kinaz domainini, secici ve geri doniisimlii bir
sekilde inhibe eden erlotinib ve gefitinib, 6zellikle kii¢ciik olmayan hiicre akciger
kanseri (non-small cell lung cancer-NSCLC) hastalar1 igin gelistirilmis olan kiigiik
molekiillerdir (Krawczyk ve dig.,2017).



1.4. HER2 ve EGFR iliskili Genlerin Sinyal Yolaklariyla iliskisi

e HIF-1a

Hipoksi indiiklenebilir faktor-1 (Hypoxia-inducible factor-1 / HIF-1) proteini,
heterodimerik olup, bir alfa (o) bir de beta () alt biriminden olusmaktadir. EGFR
aktivasyonu gergeklestigi zaman sentezlenen HIF-la alt birimi, hizla bozulmaya
ugradigi i¢in hiicrelerde tespit edilmesi zordur (Jiang ve dig.,1996; Zhong ve dig.,
2000; Pore ve dig., 2006).

HIF-1a, enerji metabolizmasi, anjiyogenez, apoptoz ve oksijen dagitimini
artiran protein {riinleri veya bircok genin transkripsiyonunu aktive ederek, hipoksi
icin hiicresel yanitin ana diizenleyicisi olarak islev goriir. HIF-1a protein sentezinin
inhibisyonu, PI3K-Akt yolagmin etkili bir sekilde inhibe edilmesine baglhdir.
Cetuximab monoklonal antikorunun ise, HIF-1a sentezini inhibe ettigi gézlenmistir
(Li ve dig., 2008).

e Mcll

HER?2' nin asir1 ekspresyonu, B hiicre lenfoma-2 (Bcl-2) proteinlerinden olan
anti-apoptotik myeloid 16semi hiicre farklilasmasi proteinil (myeloid leukemia cell
differentiation protein / Mcl1) ile iligkilidir. Trastuzumab ile muamele edilen HER2
asir1 eksprese olan hiicrelerde, Mcll ekspresyonunun azaldig1 ve hiicrelerin apoptoza
daha duyarli hale geldigi gozlenmistir (Booy ve dig., 2011; Henson ve dig., 2006).

e MDM2

p53 geni, hiicre hasarina bagli olarak hiicre dongiisiiniin durdurulmasi,
yaglanma (senescence) ve apoptoz gibi baglica siireclerde rol oynayan, timor
baskilayict bir gendir. MDM2, p53 tiimor baskilayicisint ubikitinleyerek
degredasyonunu saglayan bir E3 ligazdir. HER2, Akt yolaginin aktivasyonunu
saglayarak MDM2 geninin upregiilasyonu ile p53 aracili apoptozun bastirilmasina
neden olmaktadir (Wu ve Levine, 1997; Levine, 1997; Moll ve Petrenko, 2003;
Zhou, 2001).



e EXO-1

Eksoniikleaz-1 (EXO-1) ekspresyonu, hiicre proliferasyonu, genomik
kararsizlik, Ras/Akt sinyal yolaklarinin aktivasyonu ve meme tiimorlerinde p53
aktivitesinin azalmasinin gostergesi olarak bulunmustur. Gen ekspresyonuna dayali
analiz sonuglarinda, meme tiimorlerinde aktif olan EXO-1 i¢in terapdtik bir yaklagim
olarak Ras/PI3K inhibisyonu 6ne siiriilmiistiir. EGFR ve Ras ise, EXO-1' in pozitif
diizenleyicileridir. EGFR’ 1 hedef alan gefitinib ile tedavi edilen meme kanseri hiicre
hatlar1 tizerinde yapilan bir ¢alismanin sonucunda, EXO-1' in ekspresyonunda
azalma oldugu gozlenmistir (Muthuswami 2013).

o Cx26

Konneksinler, konnekson adi verilen hekzamerik transmembran fonksiyonel
kanal olusturan, yiiksek oranda korunmus proteinlerden meydana gelen ¢oklu gen
ailesinin bir tiyesidir. Alti adet konneksin monomeri bir araya gelerek ortasinda
bosluk bulunan kurulu bir konnekson, bagka bir deyisle hemikanal olusturur.
Birbirleriyle bitisik olan hiicrelerin {izerindeki konneksonlar kenetlenerek bosluk
kavsagin1 (gap junction) olustururlar. Bosluk kavsaklarimin hiicreler arasindaki
etkilesim, i¢ denge, hiicre farklilasmasi ve hiicre biiylimesi kontroliinii igeren
hiicresel siiregler lizerinde 6nemli bir rolii vardir (Kumar ve Gilula, 1996; Kanczuga-
Koda ve dig.,2006; Vinken ve dig.,2006).

Meme dokusunun i¢ dengesi, dogrudan hiicre-hiicre etkilesimleriyle
gerceklesir. Konneksin 26 (Cx26) ise, meme bezi gelisimi ve biyolojik fonksiyonu
strasinda i¢ dengenin korunmasini saglamaktadir. Cogu ¢alismalar, meme kanseri
hiicre hatlarinda Cx26’ nin bulunmadig1 veya azaldigini ve erken meme kanserinin
ilerlemesinde tiimor baskilayict bir rolii oldugunu One siirmiistiir. Cx26
ekspresyonunun, lenfatik damar invazyonu ve tiimor boyutu artisiyla insan meme
kanserinde kotii prognoz ile iliskisi oldugu gosterilmistir. Ayrica Yang ve ¢alisma
arkadaglar1 yapmis olduklari bir arastirmanin sonucunda, Cx26 ile PI3K-Akt sinyal
yolagi arasinda pozitif bir iligki oldugunu bulmustur.
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Dolayisiyla Cx26 c¢ogalma, hiicre sag kalimi ve metastazi diizenleyerek timor
olusumunu hem pozitif hem de negatif yonde diizenleyebilmektedir (Teleki ve
dig.,2014; Yang ve dig.,2015; Thiagarajan ve dig.,2018).

1.4.1. PI3K-Akt Sinyal Yolag

Sekil 1.2° de belirtildigi lizere; amphiregulin (AR) ve doniistiiriicii bliylime
faktorii alfa (TGF-a) gibi EGFR aile iiyelerinin ligandlar tarafindan indiiklenen
HER?2, fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K) yolagini aktiflestirir. Aktiflesen PI3K,
fosfatidilinositol (4,5) bisfosfat (PI1P2)" a bir fosfat ekleyerek fosfatidilinositol (3,4,5)
trifosfat (PIP3) molekiiliine cevirir. Fosfatidilinositol bagimli kinaz (PDK), Akt’ 1
fosforilleyerek aktiflesmesine neden olur. Aktiflesen Akt ise, PI3K iizerindeki
fosfataz ve tensin homologunun (PTEN) etkisine kars1 gelir. Bir ¢ift fosfataz olan
PTEN, PI3K’ nin fonksiyonunu negatif diizenleyerek, Akt aktivasyonu ve timor
olusumunun inhibe edilmesini saglar. Dolaysiyla PTEN etkisinin ortadan kalkmasi,
hiicre sag kaliminin tesvik edilmesiyle sonuglanir (Delord ve dig., 2005; Valabrega

ve dig., 2007; Lu ve dig.,1999).

Sekil 1.2. HER Aktivasyonu ve PI3K-Akt Yolagiyla iliskisi (Valabrega ve dig.,2007).
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Nagata ve ¢alisma arkadaslari, trastuzumab monoklonal antikorunun PTEN
fosforilasyonunun artmasini saglayarak, PI3K sinyalini inhibe ettigi ve fosforile olan
Akt’ m defosforilasyonu ile hiicre ¢ogalmasinin 6nlenmesine yol agtig1 sonucuna

varmistir (Nagata ve dig.,2004).

1.4.2. Ras-Raf-MEK-MAPK Sinyal Yolag:

Hiicre dis1 sinyal diizenlenmis kinaz (ERK) MAPK sinyal yolagi, hiicre
cogalmasi, sag kalimi ve metastazini destekleyen ve EGFR tarafindan aktive edilen,
diger sinyal yolaklar1 arasinda en iyi karakterize edilen sitoplazmik bir sinyal
yolagidir. EGF reseptoriiniin hiicre dis1 domainine, reseptor spesifik ligandin
baglanmastyla, homodimer veya heterodimer olusumu gergeklesir. Ozellikle EGFR
reseptor ailesi iiyelerinden HER2 ve HER3 reseptorlerinin heterodimerizasyonu,
HER2 pozitif meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunda olduk¢a Onemlidir
(Roberts ve Der, 2007; Citri ve dig.,2003; Holbro ve dig.,2003).

EGF reseptoriine spesifik ligandin baglanmasiyla, hiicre i¢i domainin tirozin
kinaz kalintilarinda fosforilasyon gergeklesir. Biiylime faktorii reseptore bagli protein
2 (Grb2) proteini, EGF reseptoriiniin bir sonraki (down-stream) efektorii olup, EGF
reseptOrii ile “son of sevenless” (Sos) arasinda bir adaptdr protein olarak gorev
yapmakladir. EGF reseptoriiniin fosforilasyonu iizerine fosforillenen Grb2, guanin
niikleotit degisim faktorii olan Sos ile bir kompleks olusturur. Sos proteini, guanozin
trifosfatin (GTP), guanozin difosfata (GDP) doniisiimiinii tesvik ederek Ras
proteininin aktiflesmesini saglar. Boylece (Sekil 1.3 de gosterildigi gibi)
sitoplazmadan ¢ekirdege dogru uzanan Raf/MEK/ERK sinyal iletim yolag: baglatilir
(Callans ve dig.,1995; Boguski ve McCormick, 1993; Chardin ve dig.,1993; Riesco
ve dig.,2017).
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Sekil 1.3. Ras-Raf-MEK-ERK Sinyal Yolagi (Roberts ve Der, 2007).

1.5. Nanoteknoloji

Polimerler (polimerik nanopargaciklar, miseller veya dendrimerler) lipitler
(lipozomlar), viriisler (viral nanopargaciklar) ve organometalik bilesenleri iceren
materyaller kullanimiyla elde edilen nanopargaciklarin sentezi ve gelisimini
kapsayan nanoteknoloji, alan1 olduk¢a gelismekte olan bir bilim dalidir (Cho ve

dig.,2008; Hasan, 2015).

1.5.1. Nanoparcaciklar ve ila¢ fletimindeki Onemi

Lipozomlar, albiimin-bagli nanoparcaciklar, polimerik nanopargaciklar, demir

oksit nanoparcaciklar, kuantum noktaciklar ve altin nanoparcaciklar olmak iizere
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farkli boyut, sekil ve fonksiyonel ozelliklere sahip birden fazla nanopargacik tiirii
mevcuttur (Wang ve Wang, 2014).

Kanser hastalarinin tedavisinde kullanilan kemoterapi gibi terapotik ilaglar,
viicut icerisinde spesifik olarak dagitilmadiklari i¢in hedef tiimor dokusundaki
hiicreler ile birlikte normal hiicreleri de etkilemektedir. Bu durum ise, hedef
hiicrelere ulasan ilaglarin etkin dozunun azaltilmasi, asir1 toksisite nedeniyle yetersiz
sonuclar elde edilmesi ve viicut metabolizmasinda ciddi yan etkiler yaratmasina
neden olmaktadir (Khodabandehloo ve dig., 2016; Williams ve dig.,2003). Nano
vektorler olarak da bilinen nanoparcaciklar, kiigiik boyut ve yiizey alan1 6zellikleri
sayesinde, ilacin spesifik olarak dagitimi ve kontrollii salinimini saglayarak basarili
bir tedavi i¢in olduk¢a umut vaat eden bir ara¢ olmustur (Wahajuddin ve Arora,
2012).

Tiimor spesifik ligand veya monoklonal antikorlarla yiiklii par¢aciklar, hiicre
yiizeyinde bulunan reseptorlere baglanir ve reseptdr aracili endositoz yoluyla sekil
1.4’ te de gosterildigi gibi hiicre i¢ine alinimi gergeklesir. Endozomun i¢ kisminin
potansiyel hidrojen (pH) degeri asidik hale geldiginde, lizozimlerin aktivasyonu
gerceklesir ve aktiflesen lizozimler yardimiyla, ilaglarin nanopargaciklardan
salinarak sitoplazmaya gecisi saglanir. Membran gecisi i¢in uygun ozellige sahip
olan ilaglarin hiicre igerisine almiminin ardindan, ilaglarin hedef organellere

yonelimi gergeklesir (Cho ve dig.,2008).
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Sekil 1.4. Nanoparcaciklarin Endositoz Yoluyla I¢sellestirilmesi (Cho ve dig.,2008).

1.5.2. Siiperparamanyetik Demir Oksit Nanoparcaciklar ve Terapotik Olarak

Kullamim Avantajlarn

Manyetik nanopargacik tasariminda dikkat edilmesi gereken en Onemli
noktalar; viicut igerisine girdigi zaman hedefini bulabilmek i¢in uygun farmasdotik
yapida olmasi, hastaya herhangi bir zarar vermeyecek biyouyumlu yapida olmasi ve
biyomedikal goriintiileme sisteminde takip igin kullanilan kontrast maddeye sahip
olmasidir (Ferrari, 2005; Sanvicens ve Marco, 2008; Farokhzad ve Langer 2006).
Manyetik nanopargaciklar, manyetik rezonans goriintiileme (MRI) yoluyla izlenmeye
olanak veren, i¢sel manyetik Ozellikleri sayesinde biyomedikal alaninda kullanim
icin biiyiik ilgi gdrmiistiir. Bu tlir manyetik nanoparcacik sinifi metalik, bimetalik ve
siiperparamanyetik demir oksit nanopargaciklari (SPION) icermektedir (Sun ve
dig.,2008; McCarthy ve Weissleder, 2008).

Stiperparamanyetik demir oksit nanoparcaciklar (Sekil 1.5), yaklagik 10 ila
100 nm gapinda bir ¢ekirdege sahip olan maghemit (y-Fe>O3), manyetit (Fe3O4) veya
hermatit (a-Fe;O3) pargaciklardir. Manyetit ve maghemit nanopargaciklar,
biyomedikal alaninda en ¢ok tercih edilenler arasinda yer almaktadir. ilacin yiikleme

yapildig1 ve igerisinde bulundugu organik veya organik kaplamaya sahip olan
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SPION’ lar, bir miknatis tarafindan hedef dokulara kolayca yonlendirilebilmektedir.
Stipermanyetizma 6zelligi gésteren nanoparcgaciklarin, doygunluga ulasana kadar dis
manyetik alana maruz birakilmasi durumunda, manyetik alan ortadan kaldirilsa dahi
herhangi bir manyetik kalint1 ile etkilesim igerisine girmedikleri bilinmektedir.
Ancak bu durumun, yalnizca 10 ila 20 nm gibi diisiik ¢apta olan nanopargaciklar i¢in
gecerli oldugu bilinmektedir. SPION’ a 6zgii olan siiper paramanyetizma durumu,
onlarin ilag dagitim aract olarak kullanilmalari i¢in biiyilk 6nem tagimaktadir. Bu
durumun nedeni, ilag yiiklenebilir olan bu nanoparg¢aciklarin miknatis manyetik alani
etkisi altinda viicut igerisinde istenilen hedef dokulara dogrudan iletilebilmesinden
kaynaklanmaktadir. Oda sicakliginda herhangi bir manyetizma 6zelligi gdstermeyen
bu nanoparg¢aciklarda y1gisma durumu olsa da goz ardi edilebilir bir diizeyde oldugu
icin kolayca birbirinden ayrilarak fagositler tarafindan ortadan kaldirilabilmektedir.
Bu durumda kan kilcal damarlarinin tikanma tehlikesi de ortadan kalkmaktadir.
Biitiin bu olaylar g6z onilinde bulunduruldugunda, SPION’ larin biyomedikal
alandaki 6nemi ve terapotik amagclar i¢in kullanimlar1 artmaktadir (Kodama, 1999;

Dave ve Gao, 2009; Arora, 2012).

Terapotik kilif

Biyouyumlu kalif
Cekirdek
Hedef ligand _\
G
~ :os
u?. :.

Sekil 1.5. SPION Sematik Yapist (Gobbo ve dig.,2015).
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2. AMAC

Giliniimiizde nanoteknoloji ve biyotip alanindaki gelismeler, 6zellikle onkoloji
alaninda tedavi agisindan biiyilk umut uyandirmaktadir. Heterojen ve bir 0 kadar
karmasik Ozellige sahip olan meme kanseri hiicrelerinin tedavisinde, kullanilacak
olan terapotik ajanlarin se¢imi i¢in yapilan 6n test ve immunohistokimyasal analizler,
bu kanser tipinin tedavisinde kaginilmaz zaman kayb1 yaratmaktadir.

Bu tez c¢alismasmin temel amaci, meme kanseri hiicrelerinde 6n testler ve
immunohistokimyasal analiz sonuclarin1 beklemeden, tedavide zaman kaybinin
Onlenmesi ve heterojen meme kanseri hiicrelerinde en yiiksek ylizdelere sahip
reseptorlere karsi spesifik olan ilaglar yardimiyla kombine ilag tedavi yaklasimini
test etmek ve bu ilaglarin meydana getirdigi sonuglarin altinda yatan molekiiler
mekanizmayi  aydinlatmaktir.  Ayrica  kullanmis  oldugumuz  biyouyumlu
nanoparcaciklarla, ila¢ tedavisinin saglikli hiicrelere zarar vermeden, dogrudan ilgili
timor hiicrelerini hedef almasi sayesinde mevcut kanser tedavilerinin yol agtigi, olasi

yan etkilerin 6niine ge¢ilmesi umut edilmektedir.
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3. MATERYAL

3.1. Biyolojik Ornekler

Tez calismasinda kullanilan SKBR3 meme adenokarsinoma hiicreleri, Kog
Universitesi, Polimerler ve Nanomateryaller Arastirma Laboratuvari, Dog. Dr. Havva
Funda Yagc1 Acar ve H1 insan embriyonik kok hiicrelerden farklilagmis fibroblast
(dH1f) hiicre hatlar1, Ko¢ Universitesi, T1p Fakiiltesi, Kok Hiicre Laboratuvari, Dog.

Dr. Tamer Onder tarafindan saglandu.

3.2. Kimyasallar ve Soliisyonlar

Tez c¢alismasinda kullanilan, trastuzumab ve cetuximab monoklonal
antikorlartyla yiiklii sliperparamanyetik demir oksit nanopargaciklar, Kog
Universitesi, Polimerler ve Nanomateryaller Arastirma Laboratuvari, Dog. Dr. Havva
Funda Yagct Acar’ 1n grubunda, Dr. Ozlem Unal tarafindan sentezlendi. Kullanilan

kimyasal ve soliisyonlara ait bilgiler Tablo 3.1’ de gosterilmektedir.
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Tablo 3.1. Kullanilan Kimyasal ve Soliisyonlar.

Kimyasallar ve Soliisyonlar Firma Katalog Kullanim Alam
Numarasi
Dulbecco’s Modified Eagle Medium | Thermo Fisher Scientific | 31885-023 Hiicre kiltiirt
DMEM/Nutrient Mixture F-12 Ham | ThermoFisher Scientific | 31330-038 Hiicre kiiltiirii
Penisilin/Streptomisin (100X) ThermoFisher Scientific | 15140-122 Hiicre kiiltiirti
Tripsin/EDTA ThermoFisher Scientific | 2530054 Hiicre Kiiltiiri
Esensiyel olmayan amino asit (100X) | ThermoFisher Scientific | 11140035 Hiicre kiiltiirti
Fetal Sigir Serumu ThermoFisher Scientific | 10270106 Hiicre kiiltiirti
Dimetil siilfoksit Sigma-Aldrich D2650- Hiicre kiiltiirii
100ML
Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi ThermoFisher Scientific | 14190-094 Hiicre kiiltiirti
Molecular Biology Grade Ethanol > | Sigma-Aldrich 51976 RNA izolasyonu
99,8%
2- Merkaptoetanol Merck 805740.0250 RNA izolasyonu
Tibbi etil alkol-5It Alkomed 64-17-5 Hiicre kiiltiirti
MTT Biomatik A3338 Hiicre kiltirt
3.3. Cihazlar

Bu tez caligmasinda kullanilan cihazlara ait genel bilgiler tablo 3.2° de

gosterilmektedir.
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Tablo 3.2. Calismaya Ait Cihazlar, Marka ve Modelleri.

Cihazlar

Tek kanalli otomatik pipet seti

Elektrikli Pipet pompasi
Coklu Kanall Otomatik Pipet

Laminar flow kabin

Su banyosu
Karbondioksit inkiibatorii
Likit nitrojen tanki
Hassas terazi

Distile su cihazi

Mikrosantrifiij

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

cihazi

Gerg¢ek-zamanh PZR cihazi

Spektrofotometre cihazi

Buz Cihaz
Vorteks

Dik Tip Otoklav
Santrifiij Cihaz
Ters mikroskop
Ters mikroskop
Aspirasyon Cihazi
Etiiv

-80 Buzdolab1

Marka ve Modelleri

Thermo Fisher Scientific, Finnpipette F2 Variable
Volume Single-Channel Pipettes

Thermo Fisher Scientific, S1 Pipet Filler

Thermo Fisher Scientific, 703700 BRAND
Transferpette® S-8 Multichannel Pipette, 8 Channels,
Volume 20 to 200puL

Faster SafeFAST Classic, Class Il

Memmert, Waterbath WNB 14

Memmert, INCO2

Thermo Fisher Scientific

Biltek, Precisa XB220A

Thermo Fisher Scientific, Barnstead Smart2Pure
Eppendorf, MiniSpin Plus Microcentrifuge
Bio-Rad, T100 PCR Thermal Cycler

Bio-Rad, CFX Connect Real-Time PCR Detection
System

Thermo Scientific, Multiskan GO Microplate
Spectrophotometer

Scotsman, AF80 Ice Flaker

Heidolph, Reax Top Vortexer

BES

Sigma-Aldrich, Hettich Universal 320/320R Centrifuge
Zeiss, Axio Vert.Al Inverted Microscope
Olimpus, CK40

Scilogex, SafeVac Vacuum Aspirator

NUVE, FN 500

Haier Biomedical
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3.4. Kitler

Bu tez calismasinda kullanilan kitlere ait genel bilgiler tablo 3.3” de

gosterilmektedir.

Tablo 3.3. Kitler.

) . Katalog
Kitler Firma Kullamim Alani
Numarasi
NucleoSpin® RNA Macherey-Nagel 740955.50 RNA izolasyonu
ProtoScript First Strand cDNA . Komplementer DNA
o New England Biolabs | E6300S )
Synthesis Kit (cDNA) sentezi
SensiFAST™ SYBR® No-ROX | kGZ-PZR
. Bioline B10-98005
Kit reaksiyonlari

3.5. Sarf Malzemeler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan sarf malzemeler, temin edildikleri firmalar ve

kullanim alanlar1 hakkindaki genel bilgiler tablo 3.4’ te gdsterilmektedir.

Tablo 3.4. Calisma I¢in Kullanilan Sarf Malzemeler.

Sarf Malzemeler Firma Katalog Kullanim Alam
Numarasi
Steril filtreli pipet | Corning, Axygen | TF-20-R-S Hiicre kiiltiiri, cDNA sentezi ve RNA
ucu TF-200-R-S izolasyonu
TF-300-R-S
TF-1000-R-S
Pipet ucu Sigma-Aldrich CLS4840 cDNA sentezi
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Tablo 3.4. (Devam) Calisma I¢in Kullanilan Sarf Malzemeler.

Sarf Malzemeler

Pipet ucu

Serolojik pipet

Cam pastor pipet
Falkon Tiip

PZR tiip
Eppendorf tiip

Kriyovial tiip
Sizdirmaz film

GZ-PZR plak

Coklu plakalar

Petri Tabaklari
Steril pipetleme rezervuari

PZR tiipleri icin dondurucu
kutu

Thoma lami

Steril plastik vakum

filtrasyon sistemi

Firma

Corning, Axygen

Corning, Axygen

Marienfeld
Corning, Axygen

Corning, Axygen
Corning, Axygen

Isolab
Corning, Axygen
Corning, Axygen

Corning, Costar

Sigma-Aldrich
Isolab

Sigma-Aldrich

Bemis

Sigma-Aldrich
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Katalog
Numarasi
T-200-Y
T-1000-B
CLS4487
CLS4488
CLS4489
CLS4490
3233049
05-527-90
14-432-22
PCR-02-L-C
MCT-150-C

091.11.102
UC-500
PCR-96-LP-
FLT-W
CLS3595
CLS3516
CLS430293

006.13.110

2606634

52858-000

431154

Kullanim Alan

PZR reaksiyonlari

Hiicre kiiltiri

Hiicre kiiltiri

Hiicre kiiltiri

Hiicre kiiltiri

Hiicre kiiltiri ve PZR

reaksiyonlar1
Hiicre kiiltiirt

Hiicre kiiltiri

Kantitatif GZ-PZR

reaksiyonlart

PZR reaksiyonlari

Hiicre kiiltirt

Hiicre kiiltira

Hiicre kiltiiri

Hiicre kiiltiri

Hiicre kiiltiirti



Tablo 3.4. (Devam) Calisma I¢in Kullanilan Sarf Malzemeler.

Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi Kullanim Alam
Steril siringa filtresi Sigma-Aldrich 431222 Hiicre kultiirii
Siringa BD Syringes 302832 Hiicre kiiltiirii
Meziir Isolab 015.01.901 Genel

Parafilm Bemis 52858-000 Genel

3.6. Kantitatif GZ-PZR primerleri

Tez galismasinda, Primer BLAST, Primer3 ve Integrated DNA Technologies
Oligo Analyzer 3.1 programlari kullanilarak primerlerin tasarimi gergeklestirildi.
Tasarlanan primerlerin sentezi, Sentromer DNA Teknolojileri Sirketi tarafindan
yapildi. Caligmada kullanilan genler ve genlere ait primer dizileri hakkindaki bilgiler

tablo 3.5 te gosterilmektedir.

Tablo 3.5. Genler ve GZ-PZR Primer Dizileri.

Gen ismi Primer Primer Dizileri (5°-3°)

HER2 fleri Primer GGTGGTCTTTGGGATCCTCA
Geri Primer ACCTTCACCTTCCTCAGCTC

EGFR fleri Primer AGGTGAAAACAGCTGCAAGG
Geri Primer CACAAACTCCCTTGGCTCAC

B-Aktin Ileri Primer TGAAGTGTGACGTGGACATC
Geri Primer GGAGGAGCAATGATCTTGAT

HIF-1a Ileri Primer ATTTTGGCAGCAACGACACA
Geri Primer CAGGGTCAGCACTACTTCGA

EXO-1 Ileri Primer TGTTTGTGCCTGACCTGGTA
Geri Primer AGCAGTTTCATCCAGAGGCT
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Tablo 3.5. (Devam) Genler ve GZ-PZR Primer Dizileri.

Gen ismi Primer Primer Dizileri (5°-3°)

MDM2 fleri Primer AGCAGGAATCATCGGACTCA
Geri Primer TGTGGCGTTTTCTTTGTCGT

Mcll [leri Primer ATCCATGTTTTCAGCGACGG
Geri Primer AACTCCACAAACCCATCCCA

Cx26 fleri Primer ATCTCCCACATCCGGCTATG
Geri Primer TCTGGGTTTTGATCTCCTCGA
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4. YONTEM

4.1. Hiicre Hatlarimin Belirlenmesi

Subik ve calisma arkadaslarinin yapmis oldugu immunohistokimyasal analiz
sonucuna gore, meme kanseri hiicre hatlar1 belirlendi (Subik ve dig.,2010). Kontrol

olarak, dH1f fibroblast hiicreleri kullanildi.

4.2. Hiicre Hatlarimin Coziilmesi

Sivi azot tanki igerisinde, -196 °C sicaklikta kriyo tiiplerde dondurulmus
halde bulunan hiicreler, 37 °C sicakliktaki su banyosunda kiigiik buz tanesi
goriiliinceye kadar ¢Ozdiiriildi. Dondurma besiyeri icerisinde bulunan DMSO,
hiicrelerdeki suyu c¢ektigi i¢in hiicrelerin patlamasin1 6nlemek adina ¢ozdiirme
isleminin vakit kaybetmeden yapilmasit olduk¢a oOnemlidir. Dondurma besiyeri
igerisinde ¢oOziinmiis halde bulunan hiicreler, kendisine 6zgii 4 ml tamamlanmis
kiltiir besiyeri bulunan 15 ml’ lik falkon tiip igerisine aktarildi ve 1500 rpm’ de 5
dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pelet, 12 ml
tamamlanmis kiiltiir besiyeri icerisinde ¢ozdiiriildi. 100 mm’ lik petri kabina
aktarilan hiicrelerin, kendine 0zgili besiyeri icerisinde homojen dagiliminin

gergeklestirilmesi ardindan 37 °C” de %5 CO2’ li inkiibatorde inkiibasyona birakildi.
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4.3. Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Her hiicre hatti i¢in, kendisine 6zgii besiyeri hazirlandi. Tamamlanms kiiltiir
besiyeri hazirlamada kullanilan her soliisyon, belirli oranda eklenip birbirleriyle
homojen olarak karistirildiktan sonra 0,22 um’ lik filtreden gecirildi. Hazirlanan
tamamlanmig kiiltiir besiyeri 37 °C’ lik su banyosunda hiicre i¢in uygun sicakliga
getirildikten sonra, hiicrelere verimi gergeklestirildi. Inkiibatdrde biiyiimeye birakilan
hiicrelerin besiyeri 2-3 gilinde 1 olacak sekilde degistirildi. SKBR3 ve dHI1f hiicre
hatlarinin, besiyeri hazirlamada kullanilan soliisyonlar ve oranlari tablo 4.1° de

belirtildigi sekilde hazirlandi.

Tablo 4.1. Hiicre Hatlar1, Besiyeri Soliisyonlar1 ve Oranlari

SKBR3 hiicre hatt1 Oranlar
DMEM/F12 %88
FBS %10
Penisilin Streptomisin %1
Esensiyel olmayan aminoasit %1
dH1f hiicre hatti Oranlar
DMEM %89
FBS %10
Penisilin Streptomisin %1

4.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Inkiibator icerisinde 100 mm’ lik Petride biiyiimeye birakilan hiicreler,
inkiibatorden cikarilarak inverted mikroskobunda incelemeye alindi. Hiicrelerin Petri
kabinda %80 yogunluga ulastig1 gbézlemlendikten sonra hiicrelerin pasajlama islemi
gerceklestirildi.
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Hiicre pasajlamasit i¢in ilk adim, hiicrelerin biyiidigii besiyerinin aspire
edilip ortamdan uzaklastirilmasi ile gergeklestirildi. Petri kabinda besiyeri kalma
ihtimaline karsilik Petri kabi yiizeyini Ortecek hacimde (4 ml) PBS eklenerek
hiicreler 1 kez yikandi ve PBS ortamdan aspire edildi. Petri kab1 ylizeyine yapisik
halde bulunan hiicreleri kaldirmak igin, 2 ml %0,05 Tripsin-EDTA eklendi ve 37 °C’
de %5 CO2’ 1i inkiibatorde 5 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin
tamamen kalkti§i emin olunduktan sonra, Tripsin-EDTA’ nin enzim aktivitesini
inhibe etmek i¢in, ayn1 hacimde (2 ml) kiiltlir besiyeri eklendi ve 15 ml’ lik falkon
tipler icerisine aktarildi. Bulunduklari petri kabinda herhangi bir hiicre kalma
thtimaline karsilik, 1 ml kiiltiir besiyeri ile Petri kab1 1 kez daha yikandi ve ilgili
falkon tiipe aktarildi. Hiicreler 1:4 oraninda, 10 ml yeni kiiltiir besiyeri igeren 100
mm’ lik Petri kaplarina aktarildi ve ardindan 37 °C’ de %5 CO2 kosulunda

inkiibatore birakilda.

4.5. Hiicrelerin Dondurulmasi

Inkiibatorde 100 mm’ lik Petride biiyiimeye birakilan hiicrelerin %80
oraninda yogun oldugu 1sitk mikroskobunda goézlemlendikten sonra, hiicrelerden
besiyeri aspire edilerek ortamdan uzaklastirildi. Hiicrelere Petri kabinin yiizeyini
ortecek miktarda (4 ml) PBS eklendi ve hiicreler yikandiktan sonra PBS ortamdan
uzaklastirildi. Hiicrelerin tutunmus olduklar1 Petri kabinin ylizeyinden ayrilmalari
i¢in, belirli hacimde (2 ml) %0,05’ lik Tripsin-EDTA eklendi ve 37 °C’ de %5 COy’
Ii inkiibatorde 5 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Isik mikroskobu yardimiyla
hiicrelerin tamamen kalkmis oldugu emin olunduktan sonra, Tripsin-EDTA ile ayni
hacimde (2 ml) kiiltiir besiyeri eklenerek Tripsin-EDTA’ nin enzim aktivitesi inhibe
edildi ve Petri kabinda kalkmis halde bulunan hiicreler toplanarak 15 ml’ lik falkon

tiiplere aktarildi. Hiicre kalma ihtimaline karsilik, 1 ml tamamlanmis kiiltiir besiyeri
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ile 1 kez daha Petri kab1 yikand1 ve ilgili falkon tiiplere, kalan hiicrelerin aktarimi
gergeklestirildi. Falkon tiip icerisinde bulunan hiicreler iyice karistirildi. Daha sonra
mikropipet yardimiyla 10 ul alinarak Thoma lamina aktarildi ve mikroskopta hiicre
saymmi gergeklestirildi. Kullanilan her sivi materyalin hiicrelere verilmesi ve
hiicrelerin aktarilma islemleri, tek kullanimlik serolojik pipetler yardimiyla
gerceklestirildi. Hiicrelerin bulundugu falkon tiip, 1500 rpm’ de 5 dakika boyunca
santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pelet, her hiicre i¢in kendine
ozgii olan dondurma medyumunda her ml’ sinde 10° hiicre olacak sekilde
¢ozdiiriildii. Serolojik pipet yardimiyla falkon tiiplerden 1 ml alinarak kriyo tiipler
icerisine hiicreler aktarildi. Kademeli dondurma ve 1sinin hiicrelere daha homojen
dagitilmas: adina, kriyo tiipler igerisinde bulunan hiicreler strafor kutu igerisine
kondu ve -80 °C sogutucuda 1 gece bekletildi. Ertesi giin hiicreler, strafor kutudan
cikarilarak -196 °C’ lik sivi azot tanki igerisine aktarildi. Hiicrelerin dondurma

besiyeri hazirlanmasinda kullanilan malzemeler tablo 4.2° de gosterilmektedir.

Tablo 4.2. Dondurma Besiyeri Soliisyonlar1 ve Oranlari.

SKBR3 hiicre hatti Oranlar
DMEM/F12 kiiltiir besiyeri %50
FBS %40
DMSO %10
dH1f hiicre hatti Oranlar
DMEM Kkiiltiir besiyeri %50
FBS %40
DMSO %10

28



4.6. MTT Analizi

Hiicrelerin  canliligimi  belirtmek igin, 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] 2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) kullanildi. Sar1 renkli MTT reaktifinin,
mitokondriyal dehidrojenazlar araciligiyla tetrazolyum halkasinin pargalamasi ve
mor-mavi renkli formazan kristallerine dontismesi esasina dayanir. Hiicre
proliferasyonu, hiicre yasayabilirligi ve sitotoksisite ¢alismalar1 igin olduk¢a sik
basvurulan yontemlerden biridir (Mosmann, 1983; Stockert ve dig.,2012).

SPION nanopargaciklarinin hiicreler tizerindeki sitotoksik etkilerinin
incelenmesi ve uygun dozunun belirlenmesi i¢in, 96-kuyucuklu iki kiiltiir kabina tiglii
tekrarlar halinde meme kanseri hiicrelerinin 1x10* ve kontrol olarak kullanilan
fibroblast hiicrelerinin ise 5x10% olacak sekilde 100 pl kiiltiir besiyeri icerisinde
ekimi gergeklestirildi. Ardindan hiicreler 37 °C* de %5 CO2’ li inkiibatérde gece
boyu inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan kiiltiir kabinda bulunan
hiicrelere, SPION nanoparg¢aciklarimin farkli konsantrasyonlar (50 pg/ml, 100 pg/ml,
200 pg/ml, 400 pg/ml) uygulandi ve 48 saat boyunca 37 °C’ de %5 CO2’ li
inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

100 mg MTT tozunun, PBS igerisinde konsantrasyonu 5 mg/ml olacak
sekilde ¢oOzdiiriilmesiyle hazirlanan MTT reaktifinden, 10 pl almarak (son
konsantrayon 0,5 mg/ml) hiicrelere verimi gerceklestirildi. Ardindan 3-4 saat
boyunca hiicreler, 37 °C olan %5 CO>’ li inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Yasayan
hiicrelerdeki formazan kristalleri inverted mikroskobu altinda gozlenmeye
basladiktan sonra, hiicrelerden medyumun aspire edilmesi gerceklestirildi. PBS ile
hiicrelerin yikanmasi isgleminin ardindan formazan kristallerini ¢dzmek igin,
hiicrelere 100 ul DMSO eklendi ve 10 dakika boyunca karanlikta calkalandi
(Firdhouse ve Lalitha 2015). Sonuglar, Multiskan™ GO  Microplate
Spectrophotometer cihazi yardimiyla 540 nm absorbansta 6l¢iim yapilarak analiz
edildi.

Doz belirleme icin kontrol olarak, nanoparcaciklarla herhangi bir islem
gormeyen hiicreler kullanildi. Monoklonal antikor yiiklii SPION nanopargaciklarinin

hiicreler iizerindeki etkisinin incelenmesi i¢in, monoklonal antikor yiiklii olmayan
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SPION nanopargaciklar1 kontrol olarak kullanildi. Kontrol (blank) olarak her iki
calismada da hiicrelerin kendine ait olan kiiltiir besiyeri kullanilmistir.

SPION nanopargaciklarinin hiicreler tizerindeki toksik etkilerinin incelenmesi
ve uygun dozunun belirlenmesi i¢in, 96-kuyucuklu iki kiiltiir kabina SKBR3 meme
kanseri hiicrelerinin 1x10* ve kontrol olarak kullanilan fibroblast hiicrelerinin ise
5x10% olacak sekilde 100 pl Kkiiltiir besiyeri icerisinde ekimi gerceklestirildi.
Ardindan hiicreler 37 °C’ de %5 CO2’ li inkiibatérde gece boyu inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonun ardindan kiiltiir kabinda bulunan hiicrelere SPION, SPION-
HER, SPION-EGFR ve SPION-HER/EGFR nanopargaciklarinin toksik olmayan
dozda (50 pg/ml) uygulandi1 ve 48 saat boyunca 37 °C’ de %5 CO2’ li inkiibatorde
inkiibasyona birakildi. Ardindan yukarida anlatildigi gibi, antikor yiiklii SPION
nanoparcaciklarmin hiicreler iizerine, O6zellikle meme kanseri hiicre hatlarinin
canliligr tizerine etkisi igin MTT testi yapildi. Nanoparcaciklarin etkisinin analizi

icin, deneyler {i¢ teknik tekrar ve iki biyolojik tekrar ile yapildi.

4.7. Total RNA izolasyonu

Her kuyucukta, SKBR3 meme kanseri hiicreleri i¢in 3x10°, dH1f fibroblast
hiicreleri igin ise 1,5x10° hiicre olacak sekilde, icerisinde 2 ml besiyeri bulunan 6
kuyucuklu kiiltiir kaplarina hiicrelerin ekimi gergeklestirildi. Hiicrelerin kiiltiir kabina
homojen olarak yayilmasi saglandiktan sonra hiicreler, 37 °C’ lik %5 CO2’ li
inkiibatdrde gece boyu inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan SPION ve
monoklonal antikorlarla yiiklii olan SPION nanoparcaciklarinin, son konsantrasyonu
0,05 mg/ml olacak sekilde hiicrelere verimi gerceklestirildi. Ardindan hiicreler, 37
°C’ lik %5 CO2’ li inkiibatorde 48 saat boyunca nanopargaciklarla muamele edildi.
48 saat inkiibasyondan sonra, hiicrelerden medyum aspire edilerek ortamdan

uzaklastirildi. Hiicreler 1 ml PBS ile 1 kez yikandi ve aspire edildi. Hiicreleri
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kaldirmak i¢in 0,5 ml Tripsin-EDTA eklendi ve 37 °C” de %5 CO2’ li inkiibatorde 5
dakika boyunca bekletildi. Isik mikroskobu yardimiyla, hiicrelerin tutunmus
olduklar kiiltiir kabindan tamamen kalkmis olduklar1 emin olunduktan sonra 0,5 ml
kiiltiir besiyeri eklenerek, Tripsin-EDTA’ nin enzim aktivitesi inhibe edildi.

Ardindan hiicreler toplanarak, kendilerine ait olan 1,5 ml’ lik eppendorf tiipler

igerisine aktarildi. Eppendorf tiipler ig¢erisinde bulunan hiicrelere, 1500 rpm’ de 5

dakika boyunca santrifiij islemi uygulandi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra,

hiicre pelletine “Macherey-Nagel 2015 NucleoSpin RNA Mini” protokolii
uygulanarak, total RNA izolasyonu islemi gerceklestirildi. RNA izolasyonu
basamaklar1 asagida belirtildigi gibi gerceklestirildi.

v [zolasyon i¢in ayrilan dHI1f ve SKBR3 hiicre hatti pelet ornekleri, kit
icerisinde verilerek hazirlanan 350 pl lizis tamponu RA1 + 3,5 ul B-
merkaptoetanol karisimi igerisinde iyice ¢Ozlinmesi saglandi. Cozdiiriilen
pelet karigimi, kit icerisinde bulunan 2 ml’ lik toplama tiipii icerisine
yerlestirilen mor renk halka filtresine aktarildi ve ardindan 11,000 g’ de 1
dakika boyunca santrifiij edildi.

v Santrifiij isleminden sonra mor renk halka filtresi atildi ve toplama tiipii
igerisinde bulunan homojen hiicre igerigine 350 pl %70 etanol eklenerek,
igerigin iyice karigmasi saglandi. Hiicre icerigine 2-3 kez pipetleme islemi
uygulanmasi ardindan, her 6rnek igin ayri hazirlanan toplama tiipii icerisine
yerlestirilmis agik mavi renk halka filtresine, hiicre iceriginin aktarimi
gerceklestirildi. 11,000 g” de 30 saniye boyunca santrifiij islemi
uygulanmasinin ardindan, agik mavi renk halka filtresi yeni bir toplama tiipii
icerisine yerlestirildi.

v Toplama tiiplinde bulunan agik mavi renk halkali filtre igerisindeki hiicre
igerigine 350 pl membran tuzu ¢6ziici tamponu (Membrane Desalting Buffer
/ MDB) eklendi. 11,000 g’ de 1 dakika boyunca santrifiij islemi
uygulanmasinin ardindan her birine, belirtilen oranlarda énceden hazirlanan
rDNaz reaksiyon karistmindan 95 pl olacak sekilde eklenerek, oda

sicakliginda 15 dakika boyunca inkiibe edildi.

31



Tiip igerisinde bulunan hiicre igerigine 200 ul RAW2 tamponu eklenerek,
rDNaz enzim aktivitesinin durdurulmasi saglandi. 11,000 g’ de 30 saniye
boyunca santrifiij islemi uygulanmasinin ardindan, agik mavi renk halka
filtresi yeni bir toplama tiipii igerisine yerlestirildi. 600 ul RAW3 tamponu
eklendikten sonra, 11,000 g’ de 30 saniye boyunca santrifiij islemi
uygulanarak ikinci yikama gergeklestirildi. Kolondan gecen yikama
sollisyonu uzaklastirildiktan sonra, tekrar toplama tiipii igerisine yerlestirilen
filtreye, 350 ul RA3 tamponu eklendi ve 11,000 g’ de 2 dakika boyunca
santrifiij islemi uygulanarak {i¢iincii yikama islemi gergeklestirildi.

Santrifiij islemi sonras: acik mavi renk halka filtresi, kitin igerisinde verilen
1,5 ml’ lik niikleaz icermeyen toplama tiipiine yerlestirildi. Kitin igerisinde
verilmis olan RNaz i¢cermeyen sudan, 30-50 ul olacak sekilde eklenerek filtre
igcerisinde bulunan RNA 6rneklerinin ayrigmasi saglandi.

11,000 g’ de 1 dakika boyunca santrifiij islemi uygulanmasinin ardindan,
buzun iizerine alinan RNA 6rnekleri -80 °C’ ye kaldirild.

Hiicre peletinden izole edilen RNA’ nin saflig1 ve konsantrasyon analizi 230,

260 ve 280 nm absorbanslarindaki Olgiimleri “Multiskan™ GO Microplate

Spektrophotometer” cihazi kullanilarak gerceklestirildi.

4.8. cDNA Sentezi

Nanopargaciklarla muamele edilen hiicrelerden farkli konsantrasyonlarda

izole edilen RNA o&rneklerine "ProtoScript® First Strand cDNA Synthesis Kit"

protokolii uygulanarak, son konsantrasyonu 400 ng olacak sekilde, CDNA sentezi

islemi gerceklestirildi. Sentezlenen cDNA 6rneklerinin son konsantrasyonu, 3,2 ng

olacak sekilde seyreltilmesinin ardindan -20 °C’ ye kaldirildi. ¢cDNA sentez

protokolii, asagida belirtildigi gibi gerceklestirildi.
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Tablo 4.3’ de belirtildigi gibi, reaksiyon hacmi 8 pl’ ye tamamlanan RNA Grnekleri,
70 °C sicaklikta 5 dakika boyunca denatiire edildi.

Tablo 4.3. RNA Denatiirasyonu Asamasi Bilesenleri ve Caligma Hacimleri.
Bilesenler Calisma hacmi
RNA o6rnegi (400 ng) 6 ul’ ye kadar
d(T)23VN oligoniikleotit | 2 ul

Denatiirasyon isleminin ardindan, buzun {izerine alinan 6rneklere M-MuLV
reaksiyon karisimindan (2X) 10 pl, M-MuLV enzim karisimindan ise 2 pl olacak
sekilde eklenerek, 20 ul reaksiyon hacmine ayarlandi. Ardindan 42 °C sicaklikta 1
saat ve 80 °C sicaklikta 5 dakika olmak iizere inkiibasyona islemine birakildi. Elde

edilen cDNA” lar 30 ul RNaz icermeyen su eklenerek, 50 pl’ ye tamamlandi.

4.9. Kantitatif GZ-PZR Analizi

SPION ve monoklonal antikor ile yiiklii olan SPION nanopargaciklariyla
muamele edilen meme kanseri ve fibroblast hiicrelerinin, hiicre 6liimii lizerinde etkili
olan genlerin ekspresyon seviyelerinin incelenmesi, “CFX Connect™ Real-Time
PZR Detection System” cihazi ile gergeklestirildi. Kantitatif ger¢cek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (GZ-PZR) i¢in kullanilan bilesenler tablo 4.4 te

gosterilmektedir.
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Tablo 4.4. GZ-PZR Bilesenleri.

SensiFAST SYBR® No-ROX Kit
ddH20

Ileri Primer

Geri Primer

cDNA

Toplam Reaksiyon Hacmi

Stok

Konsantrasyon

2X
5 uM
5 uM

3,2ng

Kullanilan Hacim

10 pl

6 ul’ ye kadar
1l

1l

2 ul

20 pl

Son Konsantrasyon

1X
1,25 uM
1,25 uM

6,4 ng

Bu tez calismasinda 3 teknik tekrarli olacak sekilde GZ-PZR reaksiyonu

gerceklestirildi. Caligmada incelenen her bir 6rnege ait olan genin siklus esigi

degerleri (threshold cycle / Ct) degerlerinden, referans gen olarak kullanilan o 6rnege

ait B-aktin Ct degerlerinden cikarilarak normalize edilerek, delta siklus esigi (ACt)

degerleri hesaplandi. Her bir 6rnegin ACt degeri, kontrol grubunun Ct degerlerinden

cikarilarak AACt degerleri hesaplandi. Her bir genin ne kadar eksprese oldugu

kontrol hiicrelerine gore, 2*-AACt formiilii kullanilarak incelendi. Teknik tekrarlar

arasindaki hata payr orani, grafiklerde genlerin ekspresyon seviyeleri iizerinde

gosterildi.

Calismada uygulanan GZ-PZR protokolii asagida belirtildigi gibidir.

PZR Protokolii
[k denatiirasyon
Denattirasyon
Baglanma
Uzama

Son uzama

Erime sicaklig:

Sicakhik
95°C
95°C
55°C
72°C
95°C
65-95 °C
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Siire
5 dk.
10 sn.
10 sn.
30 sn.
10 dk.

Dongii

Sayis1
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4.10. Verilerin istatiksel Analizleri

Verilerin analizi i¢in, c¢ift kuyruklu dagilim ve iki ornekli esit varyans
(homoskedastik) t-test analizi kullanildi. Elde edilen sonuglarin istatistiksel
anlamlilik P degeri 0,05 iizerinden degerlendirildi ve P degeri < 0,05 olan degerler

giivenilir kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. SKBR3 ve dH1f Hiicre Hatlarimin HER2 ve EGFR Ekspresyon Analizleri

Kontrol olarak kullamilan HER2 ve EGFR reseptorleri kapali olan dHI1f
hiicreleri ile her iki reseptorii de acik olan SKBR3 hiicreleri arasinda HER2
ekspresyon seviyeleri incelendiginde, SKBR3 hiicreleri HER2 seviyelerinde yaklasik
olarak 33 kat fazla artis oldugu gozlendi (Sekil 5.1). Bununla birlikte SKBR3
hiicreleri ile dHIf hiicrelerinin EGFR ekspresyon seviyeleri karsilagtirildiginda,
SKBR3 hiicrelerinde 3 kat daha fazla EGFR ekspresyonu oldugu gozlendi (Sekil
5.2).

40 -

35 -

30 ~

25 -

20 A

Diizeyi

15 4

dH1f Kontrol Hiicrelerine Gore
Goreceli SKBR3 HER2 Ekspresyon

dH1f-Kontrol SKBR3

Sekil 5.1. dH1f ve SKBR3 Hiicreleri HER2 Ekspresyon Analizi.
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dH1f Kontrol Hiicrelerine Gore
Goreceli SKBR3 EGFR Ekspresyon

dH1f-Kontrol SKBR3

Sekil 5.2. dH1f ve SKBR3 Hiicreleri EGFR Ekspresyon Analizi.

5.2. MTT Analizi

Nanopargaciklarin hiicre canliligi tizerine etkisinin incelenmesi i¢in MTT
testi kullanildi. Spektrofotometre cihazinda 540 nm absorbans degerine gore elde

edilen sonuglar asagida verilmistir.

5.2.1. SPION Doz Belirleme

SPION nanoparcaciklarinin toksik dozunun belirlenmesi ic¢in, dH1f ve
SKBR3 hiicreleri, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml, 400 pg/ml konsantrasyonlarinda
SPION nanopargaciklariyla muamele edildikten 48 saat sonra elde edilen sonuglara
gore; negatif kontrol hiicrelerine oranla toksik olmayan en etkin dozun, dHIf
hiicrelerinde, hiicre canliligin1 negatif yonde etkilemeyen (Sekil 5.3) ve SKBR3

hiicrelerinde ise negatif kontrol hiicrelere oranla, kabul edilebilir konsantrasyonun
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yaklasik %5 oraninda hiicre 6liimiine neden olan 50 pg/ml konsantrasyonundaki
SPION oldugu belirlendi (Sekil 5.4).

1,6 -
*

1,2 - - *L -
1 - T

08 -

0,6 -

04 -

0,2 -
0 : :

NT-Kontrol SPION 50 SPION 100 SPION 200 SPION 400
ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml

dH1f Negatif Kontrol Hiicrelerine Gére
Goreceli SPION Doz Delirleme Analizi

Sekil 5.3. dH1f Hiicre Hatlarinda SPION Doz Belirleme Sonuglari, *P degeri < 0,05.

1 *
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2
* *
0 . . L 1 e

NT-Kontrol SPION 50 SPION 100 SPION 200 SPION 400
ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml

Goreceli SPION Doz Belirleme Analizi

SKBR3 Negatif Kontrol Hiicrelerine Gore

Sekil 5.4. SKBR3 Hiicre Hatlarinda SPION Doz Belirleme Sonuglari, *P degeri < 0,05.
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5.2.2. 50 pg/ml SPION

dH1f ve SKBR3 hiicreleri iizerinde toksik dozu belirlenen SPION
nanoparcaciklariin, hiicreler {izerindeki etkinliginin incelenmesi i¢in, hiicrelere son
konsantrasyonu 50 pg/ml olacak sekilde SPION, SPION-HER2 (Herceptin), SPION-
EGFR (Erbitux) ve SPION-HER2/EGFR monoklonal antikorlariyla yiiklii olan
nanopargaciklar uygulandi. Uygulamadan 48 saat sonra, SPION nanoparcaciklarinin,
kontrol dH1f hiicreleri iizerinde herhangi bir toksik etkisinin olmadigi ve aksine
kombine ila¢ tedavi uygulanan hiicrelerde SPION uygulanan kontrol hiicrelerine

kiyasla hiicre canliliginda %19 oraninda bir artma oldugu gozlendi (Sekil 5.5).

1,6

* -t *
12 - a T
1] _
0,38 -
06 -
04 -
02 -
0 : : :

SPION SPION-Herceptin SPION-Erbitux SPION-Her/Erb

dH1f SPION Kontrol Hiicrelerine Gore
Goreceli Hiicre Yasayabilirligi Analizi

Sekil 5.5. 50 pg/ml SPION ile Muamele Edilen dH1f Hiicrelerinin MTT Analizi, *P degeri < 0,05.

SKBR3 kontrol hiicrelere oranla, SPION-HER2 ve SPION-EGFR tekli ilag
uygulamasinda sirasiyla %12 ve %22 oraninda bir diisiis oldugu, kombine ilag¢
tedavisi uygulanan hiicrelerde ise hiicre canliliginda yaklasik %40 oraninda bir

azalma oldugu gozlendi. (Sekil 5.6).
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0,8 -

0,6 -

Goreceli Hiicre Yasayabilirligi Analizi

SKBR3 SPON Kontrol Hiicrelerine Gore

Sekil 5.6. 50 pg/ml SPION ile Muamele Edilen SKBR3 Hiicrelerinin MTT Analizi, *P degeri < 0,05.

5.3. Kantitaif GZ-PZR

SPION, SPION-HER2 (Trastuzumab) ve SPION-EGFR (Cetuximab)
monoklonal antikorlarinin, SKBR3 meme kanseri hiicreleri yilizeyindeki HER2 ve
EGFR reseptorlerine baglanmasi durumunda, reseptorlerle iligkili olan genlerin
ekspresyon seviyeleri incelenerek, hiicre 6liimii ve sinyal yolaklariyla olan iliskisi
analiz edildi. Elde edilen grafik sonuglarinin analizi, 3-aktin internal kontrol genine

gore normalize edildi.
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Sekil 5.7. SKBR3 Hiicrelerinde Cx26 Gen Ekspresyon Analizi.

Herceptin ile muamele edilen hiicrelere kiyasla, kombine ilag tedavisi
uygulanan hiicrelerde Cx26 gen ekspresyon seviyelerinde yaklasik 1,6 kat azalma
oldugu goézlendi. Ayn1 zamanda erbitux ile muamele edilen hiicrelerde kombine
tedaviye kiyasla, Cx26 seviyelerinde 8,5 kat artis oldugu gozlendi. Kombine ilag
tedavi uygulanan hiicreler, negatif kontrol hiicreler ile kiyaslandiginda ise bu genin

seviyelerinde %6 oraninda bir azalma oldugu gozlendi (Sekil 5.7).
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Sekil 5.8. SKBR3 Hiicrelerinde EXO-1 Gen Ekspresyon Analizi.

Negatif kontrol hiicrelerine oranla, kombine ilag tedavisi uygulanan
hiicrelerde EXO-1 gen ekspresyon seviyelerinde %68 oraninda bir azalma oldugu
gozlendi. Bununla birlikte kombine ila¢ tedavi uygulanan hiicreler, yalnizca
herceptin ile muamele edilen hiicrelerle kiyaslandiginda 2 kat bir diisiis oldugu
gozlendi. Ayni1 zamanda erbitux ile muamele edilen hiicrelerin EXO-1 ekspresyon
seviyelerinde, kombine ilag tedavi uygulanan hiicrelere oranla 5 kat oraninda bir artig

oldugu gozlendi (Sekil 5.8).
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Sekil 5.9. SKBR3 Hiicrelerinde HIF-1a Gen Ekspresyon Analizi.

Negatif kontrol hiicrelerine kiyasla, kombine tedavi uygulanan hiicrelerin
HIF-1a ekspresyon seviyelerinde %43 oraninda bir azalma oldugu go6zlendi.
Kombine tedavi uygulanan hiicreler, yalnizca herceptin ile muamele edilen
hiicrelerle kiyaslandiginda, yaklasik 2 kat bir azalma oldugu gozlendi. Ancak
yalnizca erbitux ile muamele edilen hiicrelerin HIF-1a ekspresyon seviyelerinde
kombine ilag¢ tedavisi uygulanan hiicrelere oranla yaklasik olarak 3 kat bir artis

oldugu gozlendi (Sekil 5.9).
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Sekil 5.10. SKBR3 Hiicrelerinde Mcll Gen Ekspresyon Analizi.

Negatif kontrol hiicreleri ile kombine ilag tedavi uygulanan hiicrelerin Mcl1
gen ekspresyon seviyeleri kiyaslandiginda, kombine ila¢ tedavi uygulanan hiicrelerin
Mcll ekspresyon seviyelerinde %30 oraninda bir azalma oldugu gdzlendi. Herceptin
ile muamele edilen hiicreler, kombine ila¢ tedavi uygulanan hiicrelerle
kiyaslandiginda Mcll ekspresyon seviyelerinde yaklagik 2 kat bir artig oldugu, ayni
zamanda erbitux ile muamele edilen hiicrelerde, kombine ilag tedavi uygulanan

hiicrelere kiyasla aralarinda 4 kat ekspresyon artisi oldugu gozlendi (Sekil 5.10).
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Sekil 5.11. SKBR3 Hiicrelerinin MDM?2 Gen Ekspresyon Analizi.

MDM2 gen ekspresyon seviyeleri negatif kontrol hiicreleriyle
kiyaslandiginda, kombine ilag tedavi uygulanan hiicrelerde %41 oraninda bir azalma
oldugu gozlendi. Kombine ilag tedavi uygulanan hiicreler, herceptin ile muamele
edilen hiicrelerle kiyaslandiginda, kombine tedavi uygulanan hiicrelerin MDM2
ekspresyon seviyelerinde yaklasik 2 kat bir azalma oldugu gozlendi. Erbitux ile
muamele edilen hiicrelerde, kombine ila¢ tedavi uygulanan hiicrelere kiyasla,

yaklagik olarak 3 kat ekspresyon artist oldugu gozlendi (sekil 5.11).
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6. TARTISMA

Onkoloji alaninda, tedavi acisindan basarty1 saglayan terapotik hedefler
arasinda HER2 ve EGFR sinyali bilesenleri biiyiik 6nem tasimaktadir (Twomey ve
dig.,2017). Bu tez ¢alismasi1 kapsaminda yeni bir yaklasim olarak ilk kez, meme
kanseri tedavisi i¢in nanoparcaciklar kullanilarak tek reseptoriin hedeflenmesi yerine,
SKBR3 heterojen meme kanseri hiicrelerinde yiiksek bir ekspresyona sahip olan
HER2 ve EGFR reseptorleri hedef alindi. Tek basina veya kombinasyon halinde
SPION nanopargaciklarina yiiklii olan trastuzumab ve cetuximab monoklonal
antikorlarinin, HER2 ve EGFR ekspresyonuna sahip SKBR3 meme adenokarsinoma
hiicreleri {izerindeki etkisi, 48 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda hiicre Sliimii ve
kanser ile iliskili yolaklarda 6nemli olan 5 genin ekspresyon seviyeleri, kantitatif
gercek zamanli PZR analizi ile degerlendirildi (Poller ve dig.,2017).

EGFR aile {yelerinden olan HER2 ve HER3 reseptoriiniin
heterodimerizasyonu, HER2 pozitif meme kanseri hiicrelerinin proliferasyon
artiginda biiyllk 6neme sahiptir. HER2/HER3 heterodimer olusumu, PI3K-Akt
yolaginin aktivasyonunu indiikleyerek hiicre sag kaliminda rol oynayan en giiglii ana
uyaricidir. HER2 reseptoriiniin hiicre dist domainine baglanarak HER2 sinyalinin
azalmasinda rol oynayan trastuzumab (herceptin) monoklonal antikorunun, PTEN
fosforilasyon artisinin indiiklenmesini saglayarak PI3K-Akt yolagini inhibe ettigi
gozlenmistir (Nagata ve dig.,2004). MDM2 geninin upregiilasyonu ile p53 aracili
apoptozun bastirilmasina neden olan Akt aktivasyonu, PI3K {izerindeki fosfataz ve
tensin homologunun (PTEN) etkisine karsi gelerek timor olusumu ve hiicre sag
kalimiin tesvik edilmesine neden olur (Valabrega ve dig., 2007). Tiimdr spesifik
olan ligandin EGF reseptoriine baglanmasiyla hiicre i¢i domain tirozin kinaz
kalintilarinda fosforilasyon gerceklesmesi ile fosforile olan Grb2, Sos ile bir
kompleks olusturur ve Sos proteini Ras proteinin aktivasyonu saglayarak Ras-MAPK
yolaginin aktiflestirilmesine neden olur (Roberts ve Der, 2007). Gen ekspresyon

analizine dayali ¢alismalar sonucunda, hiicre proliferasyonu ve genomik kararsizlikta
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rolii olan ve EGFR ve Ras’ n pozitif diizenleyicisi olan EXO-1 i¢in terapdtik bir
yaklasim olarak Ras/PI3K yolaginin inhibisyonu 6ne siiriilmiistiir. (Muthuswami
2013). Anjiyogenez, apoptoz ve birgok gen transkripsiyonunu aktive olmasini
saglamada gorev alan HIF-lo’ nin sentezi, EGFR ekspresyonuna baghdir. Li ve
calisma arkadaslar1 cetuximab monoklonal antikorunun, PI3K-Akt yolagini etkili bir
sekilde inhibe etmesi ile HIF-1la sentezini inhibe ettigini gdstermistir (Li ve dig.,
2008). Bu calismada SKBR3  hiicreleri {izerinde uygulanan SPION
nanoparcaciklarma yiiklii ilaglarla uygulanan kombine tedavi sonucunda, HIF-1a
ekspresyon seviyelerinde negatif kontrol hiicrelerine kiyasla %50, EXO-1 gen
ekspresyon seviyelerinde ise %70 oraninda bir azalma oldugu gozlendi. Yang ve
caligma arkadaglar1 Cx26 ile PI3K-Akt sinyal yolagi arasinda pozitif bir iligki
oldugunu ve dolayistyla hiicre proliferasyonu, sag kalimi ve metastazini
diizenleyerek tiimor olusumunu pozitif yonde diizenledigini 6ne siirmiistiir (Yang ve
dig.,2015). Bu calismada uygulanan kombine ila¢ tedavisi sonucunda Cx26 gen
ekspresyon seviyelerinde negatif kontrol hiicrelere oranla %6, yalnizca herceptin ve
cetuximab ile muamele edilen hiicrelerle karsilastirildiginda ise sirasiyla yaklasik 1,6
ve 8,5 kat diisiis oldugu gozlendi. Mcll ve MDM2 ekspresyon seviyelerinde ise,
negatif kontrol hiicrelerine kiyasla sirasiyla %30 ve %41 oraninda bir azalma oldugu
gbzlendi.

Tek basma cetuximab monoklonal antikoru uygulanan hiicrelerde negatif
kontrol hiicrelerine oranla hiicre 6limi iligkili genlerde ilging bir sekilde ekspresyon
artist oldugu gozlendi. Ayni sekilde herceptin uygulanan hiicrelerinde azalan EXO-1
seviyelerinin p53 aktivitesini artirmasi beklenirken, MDM?2 ekpresyonunda artis
gozlenmesi, bu beklentiyi ortadan kaldirdi. Ancak kombine tedavi uygulanan
hiicrelerde hiicre 6liimi ile iligkili olan 5 gende, kontrol ve tekli ila¢ uygulanan
hiicrelere oranla ciddi bir azalma oldugu gézlendi. Sonuglara bakildiginda kombine
ila¢g tedavisinin kanser hiicrelerinin 6liimii {izerinde daha etkili oldugu ve bu da
SKBR3 kanser hiicre hatlarinda, kontrol ve tekli nanopargacik yiikli tedavi

yaklasimindan daha yiiksek bir oranda 6liimiin gézlemlendigini agikliyor.
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Stiperparamanyetik nanopargacik ¢ekirdegi, hipetermi Ozelligi sayesinde
kanser hiicrelerinin apoptoza daha duyarli olmasini, ayrica SPION, hizli rotasyonu ve
kristal kafesindeki moment degisimiyle SPION igeren hiicrelerin apoptoz
indiiklenmesini baglatacak kadar isinmalarini saglar (Kievit ve Zhang, 2009). Bu
durum g6z oniinde bulunduruldugunda c¢alismada kontrol olarak kullanilan SPION’
un, SKBR3 hiicrelerindeki HIF-1a ve MDM2 gen ekspresyonu seviyelerini artirmasi
sonucunda hiicrelerin apoptoza daha duyarl hale geldigi diistiniilmektedir.

Bu bilgilerin 151¢inda, meme kanserinde onemli olan EGFR ve HER2
reseptorlerinin ayn1 anda inhibisyonu gergeklestirilmesi, tek ila¢ uygulanan hiicreler
ve kontrol hiicrelerle kiyaslandiginda hiicre canliligina daha fazla etki ettigi ve
kanser yolaklarinda rol oynayan dnemli genlerin ekspresyonunda daha fazla azalma
oldugu gozlenmistir. Bu tez calismasindan elde edilen sonuclara goére, basta meme
kanseri olmak iizere, diger heterojen kanser tiirlerinde de kombine tedavi
uygulanmas1 ve iliskili birka¢ faktériin nanoparcaciklar araciligiyla hedef
alinmasinin, kanser tedavilerinde daha fazla basar1 getirecegini ve bunun sonucunda
insan sagligina biyiik katki saglamasi umut edilmektedir. Ayrica tek basina veya
monoklonal antikor yiiklii nanoparcaciklarla yiiklii olan SPION’ un hipetermi ve
manyetik alan olusturarak istenen bdlgeye hedefleme Ozelligi g6z Onilinde
bulunduruldugunda, hizla deg§isen bir manyetik alan kullanilarak kanser hiicreleri
tizerindeki oldiirticii etkisi ve nanopargaciklarin dagilimi ve hedeflenmesinin daha da

artirtlabilecegi diisiiniilmektedir.

48



7. KAYNAKLAR

Alteri R, Bandi P, Brinton L, Casares C, Cokkinides V (2011). Breast cancer facts
and figures 2011-2012. Atlanta: American Cancer Soiciety, Inc.

Arora WS (2012). Superparamagnetic iron oxide nanoparticles: magnetic
nanoplatforms as drug carriers. International Journal of Nanomedicine. (2012):7
3445-3471.

Bauer KR, Brown M, Cress RD, Parise CA, Caggiano V (2007). Descriptive
Analysis of Estrogen Receptor (ER)-Negative, Progesterone Receptor (PR)-
Negative, and HER2-Negative Invasive Breast Cancer, the So-called Triple-Negative
Phenotype. CANCER. Volume 109 / Number 9.

Bloom HJG ve Richardson WW (1957). Histological Grading and Prognosis in
Breast Cancer. Br J Cancer. 11(3):359-377.

Boguski MS, McCormick F (1993). Proteins regulating Ras and its relatives. Nature.
366(6456):643-654.

Booy EP, Henson ES, Gibson SB (2011). Epidermal growth factor regulates Mcl-1
expression through the MAPK-EIk-1 signalling pathway contributing to cell survival
in breast cancer. Oncogene 19;30(20):2367-78.

Bou-Assaly W ve Mukherji S (2010). Cetuximab (Erbitux). American Journal of
Neuroradiology. 31(4):626-627.

Callans LS, Naama H, Khandelwal M, Plotkin R, Jardines L (1995). Raf-1 protein
expression in human breast cancer cells. Annals of Surgical Oncology. 2(1):38-42.
Cassidy J, Bisset D, Obe RAS (2002). Oxford Handbook of Oncology. Oxford
University Press, New York.

Cappuzza F (2014). Guide to Targeted Therapies: EGFR mutations in NSCLC. The
Human Epidermal growth factor Receptor (HER) family: structure and function
icinde p.7. Springer International Publishing, Switzerland.

Chardin P, Camonis JH, Gale NW, van Aelst L, Schlessinger J, Wigler MH, Bar-SD
(1993). Human Sosl: a guanine nucleotide exchange factor for Ras that binds to
GRB2. Science. 260(5112):1338-1343.

Cho K, Wang X, Nie S, Chen Z, Shin DM (2008). Therapeutic Nanoparticles for
Drug Delivery in Cancer. Clin Cancer Res.14(5):1310-1316.

Citri A, Skaria KB, Yarden Y (2003). The deaf and the dumb: the biology of ErbB-2
and ErbB-3. Experimental Cell Research. 284(2003):54-65.

Coussens L, Yang-Feng TL, Liao Y-C, Chen E, Gray A, McGrath J, Seeburg PH,
Libermann TA, Schlessinger, J, Francke U, Levinson A, Ullrich A (1985). Tyrosine
Kinase Receptor with Extensive Homology to EGF Receptor Shares Chromosomal
Location with neu Oncogene. Science. 230(4730):1132-1139

Delord JP, Allal C, Canal M, Mery E, Rochaix P, Hennebelle I, Pradines A, Chatelut
E, Bugat R, Guichard S, Canal P (2005). Selective inhibition of HER2 inhibits AKT
signal transduction and prolongs disease-free survival in a micrometastasis model of
ovarian carcinoma. Annals of Oncology. 16(12):1889-1897.

49


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2073885/

Dave SR ve Gao X.(2009) Monodisperse magnetic nanoparticles for biodetection,
imaging, and drug delivery: a versatile and evolving technology. WIRES
Nanomedicine and Nanobiotechnology. 1(6):583-609.

Farokhzad OC ve Langer R. (2006) Nanomedicine: Developing smarter therapeutic
and diagnostic modalities. Advanced Drug Delivery Reviews. 58(14): 1456-1459.
Ferlay J, Shin HR, Bray F, Forman D, Mathers C, Parkin DM (2008). Estimates of
worldwide burden of cancer in 2008: GLOBOCAN 2008. International Journal of
Cancer. 127(12):2893-2917.

Ferrari M (2005). Cancer Nanotechnology: Opportunities and Challenges. CANCER.
5(3):161-171.

Firdhouse JM, Lalitha P (2015). Apoptotic efficacy of biogenic silver nanoparticles
on human breast cancer MCF-7 cell lines. Prog Biomater. 4(2-4):113-121.

Gobbo OL, Sjaastad K, . Radomski MW, Volkov Y, Prina-Mello A (2015). Magnetic
Nanoparticles in Cancer Theranostics. Theranostics. 5(11): 1249-1263.

Habashy HO, Powe DG, Abdel-Fatah TM, Gee JMW, Nicholson RI, Green AR,
Rakha EA, Ellis 10 (2011). A review of the biological and clinical characteristics of
luminal-like oestrogen receptor-positive breast cancer. Histopathology 60(6):854-
863.

Hasan S (2015). A Review on Nanoparticles: Their Synthesis and Types. Research
Journal of Recent Sciences. Vol. 4(1SC-2014), 1-3.

Henson ES, Hu X, Gibson SB (2006). Herceptin Sensitizes ErbB2-Overexpressing
Cells toApoptosis by Reducing Antiapoptotic Mcl-1 Expression. Clin Cancer Res.
12(3): 845-853.

Herschkowitz JI, Simin K, Weigman VJ, Mikaelian I, Usary J, Hu Z, Rasmussen KE,
Jones LP, Assefnia S, Chandrasekharan S, Backlund MG, Yin Y, Khramtsov Al,
Bastein R, Quackenbush J, Glazer RI, Brown PH, Green JE, Kopelovich L, Furth
PA, Palazzo JP, Olopade OI, Bernard PS, Churchill GA, Dyke TV, Perou CM
(2007). Identification of conserved gene expression features between murine
mammary carcinoma models and human breast tumors. Genome Biology. 8(5):R76.
Hynes NE, Stern DF (1994). The biology of erbB-2/neu/HER2 and its role in cancer.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA). 1198(2-3):165-184.

Holbro T, Beerli RR, Maurer F, Koziczak M, Barbas 11l CF, Hynes NE (2002). The
ErbB2/ErbB3 heterodimer functions as an oncogenic unit: ErbB2 requires ErbB3 to
drive breast tumor cell proliferation. PNAS. 100(15):8933-8938.

Jhaveri K, Esteva FJ (2014). Pertuzumab in the Treatment of HER2+ Breast Cancer.
Journal of the National Comprehensive Cancer Network. 12(4):591-598.

Jiang BH, Rue E, Wang GL, Roe R, Semenza GL (1996). Dimerization, DNA
Binding, and Transactivation Properties of Hypoxia-inducible Factor 1. THE Journal
Of Biological Chenustry. 271(30):17771-17778.

Khodabandehloo H, Zahednasab H, Hafez AA (2016). Nanocarriers Usage for Drug
Delivery in Cancer Therapy. Iran J Cancer Prev. 2016 April; 9(2):e3966.

Klug WS, Cummings MR, Spencer CA, Palladino MA, Killian D (2018). Genetik
kavramlar. (11.Baski1). S. Siimer (Cev). Palme Yayinevi, Ankara.

Kodama RH (1999). Magnetic nanoparticles. Journal of Magnetism and Magnetic
Materials. 200(1-3):359-372.

50



Kanczuga-Koda L, Sulkowski S, Lenczewski A, Koda M, Wincewicz A, Baltaziak
M, Sulkowska M (2006). Increased expression of connexins 26 and 43 in lymph
node metastases of breast cancer. Journal of Clinical Pathology. 59:429-433.

Kievit FM ve Zhang M. (2009) Surface engineering of iron oxide nanoparticles for
targeted cancer therapy. Acc Chem Res. 44(10): 853-862.

Krawczyk P, Kowalski DM, Ramlau R, Warzocha EK, Winiarczyk K..., Krzakowski
M (2017). Comparison of the effectiveness of erlotinib, gefitinib, and afatinib for
treatment of non-small cell lung cancer in patients with common and rare EGFR
gene mutations. Oncology letters. 13(6):4433-4444.

Kumagai T, Davis JG, Horie T, O’Rourke DM, Greene MI (2001). The role of
distinct p185neu extracellular subdomains for dimerization with the epidermal
growth factor (EGF) receptor and EGF-mediated signaling. PNAS . 98(10):5526—
5531.

Kumar NM ve Gilula NB.(1996) The Gap Junction Review Communication
Channel. Cell. 84(3):381-388.

Levine AJ (1997). p53, the Cellular Gatekeeper for Growth and Division.Cell.
88(3):323-331.

Li X, Lu Y, Liang K, Pan T, Mendelsohn J, Fan Z (2008). Requirement of hypoxia-
inducible factor-1A downregulation in mediating the antitumor activity of the anti—
epidermal growth factor receptor monoclonal antibody cetuximab. Mol Cancer Ther
7(5):1207-17.

Lv Q, Meng Z, Yu Y, Jiang F, Guan D, Liang C, Zhou J, Lu A, Zhang G (2016).
Molecular Mechanisms and Translational Therapies for Human Epidermal Receptor
2 Positive Breast Cancer. International Journal of Molecular Sciences. 17(12):2095.

Margolis BL, Lax I, Kris R, Dombalagian M, Honegger AM, Howk R, Givol D,
Ullrich A, Schlessinger J (1989). All autophosphorylation sites of epidermal growth
factor (EGF) receptor and HER2/neu are located in their carboxyl-terminal tails.
Identification of a novel site in EGF receptor. Journal of Biological Chemistry.
264(18):10667—-10671.

Marotti JD, Abreu FB, Wells WA, Tsongalis GJ (2017). Triple-Negative Breast
Cancer Next-Generation Sequencing for Target Identification. The American Journal
of Pathology. 187(10):2133-2138.

Martinelli E, De Palma R, Orditura M, De Vita F, Ciardiello F (2009). Anti-
epidermal growth factor receptor monoclonal antibodies in cancer therapy. Clinical
and Experimental Immunology. 158(1): 1-9.

McCarthy JR ve Weissleder R. (2008) Multifunctional magnetic nanoparticles for
targeted imaging and therapy. Advanced Drug Delivery Reviews. 17;60(11):1241—
1251.

Moll UM, Petrenko O (2003). The MDM2-p53 Interaction. Molecular Cancer
Research.1(14):1001-1008.

Montemurro F, Aglietta M (2005). Incorporating Trastuzumab into the Neoadjuvant
Treatment of HER2-Overexpressing. Clinical Breast Cancer. 6(1):77-80.

Mossman T (1983). Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assays. Journal Immunol Methods.
16;65(1-2):55-63.

51



Morris EJ ve Dyson NJ.(2001) Retinoblastoma Protein Partners. Advances in Cancer
Research. 82:1-54.

Muthuswami M, Ramesh V, Banerjee S, Thangaraj SV, Periasamy J, Rao DB,
Barnabas GD, Raghavan S, Ganesan K (2013). Breast Tumors with Elevated
Expression of 1q Candidate Genes Confer Poor Clinical Outcome and Sensitivity to
Ras/PI3K Inhibition. PLOS ONE . 8(10):e77553.

Nagata Y, Lan KH, Zhou X, Tan M, Esteva FJ, Sahin AA, Klos KS, Li P, Monia BP,
Nguyen T, Hortobagyi GN, Hung MC, Yu D (2004). PTEN activation contributes to
tumor inhibition by trastuzumab, and loss of PTEN predicts trastuzumab resistance
in patients. Cancer cell. 6(2):117-127.

Ozmen V, Anderson BO (2008). The Challenge of Breast Cancer in Low- and
Middle-income Countries — Implementing the Breast Health Global Initiative
Guidelines. Asia-Pacific Oncology & Haematology 1(1):31-4.

Ozmen V (2014). Breast Cancer in Turkey: Clinical and Histopathological
Characteristics (Analysis of 13.240 Patients). J Breast Health. 10:98-105.

Park HJ, Jang MH, Kim EJ, Kim HJ, Lee HJ, Kim YJ, Kim JH, Kang E, Kim SW,
Kim 1A, Park SY (2014). High EGFR gene copy number predicts poor outcome in
triple-negative breast cancer. Modern Pathology. 27(9):1212-1222.

Perou CM, Serlie T, Eisen MB, van de Rijn M, Jeffreyk SS, Rees CA, Pollack JR,
Ross DT, Johnsen H, Akslen LA, Fluge O, Pergamenschikov A, Williams C, Zhu
SX, Lenning PE, Berresen-Dale AL, Brown PO, Botstein D (2000). Molecular
portraits of human breast tumours. Nature. 406(6797):747-752.

Poller JM, Zaloga J, Schreiber E, Unterweger H, Janko C, Radon P, Eberbeck D,
Trahms L, Alexiou C, Friedrich RP (2017). Selection of potential iron oxide
nanoparticles for breast cancer treatment based on in vitro cytotoxicity and cellular
uptake. International Journal of Nanomedicine. 12: 3207-3220.

Pore N, Jiang Z, Shu HK, Bernhard E, . Kao GD, Maity A (2006). Aktl Activation
Can Augment Hypoxia-Inducible Factor-1A Expression by Increasing Protein
Translation through a Mammalian Target of Rapamycin—Independent Pathway. Mol
Cancer. 4(7).

Prat A, Parker JS, Karginova O, Fan C, Livasy C, Herschkowitz JI, He X, Perou CM
(2010). Phenotypic and molecular characterization of the claudin-low intrinsic
subtype of breast cancer. Breast Cancer Research. 12(5):R68.

Riesco A, Santos-Buitrago B, De Las Rivas j, Knapp M, Santos-Garcia G, Talcott C
(2017). Epidermal Growth Factor Signaling towards Proliferation: Modeling and
Logic Inference Using Forward and Backward Search. BioMed Research
International.2017(1):11.

Roberts PJ ve Der CJ (2007). Targeting the Raf-MEK-ERK mitogen-activated
protein kinase cascade for the treatment of cancer. Oncogene . 26(22):3291-3310.
Rusnak DW, Lackey K, Affleck K, Wood ER, Alligood KJ, Rhodes N, Keith BR,
Murray DM, Glennon K, Knight WB, Mullin RJ, Gilmer TM (2001). The Effects of
the Novel, Reversible Epidermal Growth Factor Receptor/ErbB-2 Tyrosine Kinase
Inhibitor, GW2016, on the Growth of Human Normal and Tumor-derived Cell Lines
in Vitro and in Vivo. Molecular Cancer Therapeutics. 1(2): 85-94.

52



Saini KS, Azim HA Jr, Metzger-Filho O, Loi S, Sotiriou C, de Azambuja E, Piccart
M (2001). Beyond trastuzumab: New treatment options for HER2-positive breast
cancer. The Breast. 20(3):20-27.

Sanvicens N ve Marco MP.(2008) Multifunctional nanoparticles — properties and
prospects for their use in human medicine. 26(8):425-433.

Slamon DJ, Clark GM, Wong SG, Levin WJ, Ullrich LA, Mcguir WL (1987).
Human Breast Cancer: Correlation of Relapse and Survival with Amplification of the
HER-2Ineu Oncogene. Science. 235(4785):177-82.

Slamon D ve Pegram M (2001). Rationale for Trastuzumab (Herceptin) in Adjuvant
Breast Cancer Trials. Seminars in Oncology.28(1):13-19.

Sorlie T, Perou CM, Tibshirani R, Aas T, Geisler S, Johnsen H, Hastie T, Eisen MB,
Rijn M, Jeffrey SS, Thorsen T, Quist H, Matese JC, Brown PO, Botstein D, Lonning
PE, Dale A (2001). Gene expression patterns of breast carcinomas distinguish tumor
subclasses with clinical implications. PNAS. 98(19):10869-10874.

Stephens, FO ve Aigner, KR (2009). Basics of Oncology. (1.Bask1). Springer-Verlag
Berlin Heidelberg, New York.

Subik K, Lee JF, Baxter L, Strzepek, Costello D, Crowley P, Xing L, Hung MC,
Bonfiglio T, Hicks DG, Tang P (2010). The Expression Patterns of ER, PR, HER2,
CK5/6, EGFR, Ki-67 and AR by Immunohistochemical Analysis in Breast Cancer
Cell Lines. Breast Cancer: Basic and Clinical Research 2010:4 35-41.

Stockert JC, Blazquez-Castro A, Cafiete M, Horobin RW, Villanueva A (2012).
MTT assay for cell viability: Intracellular localization of the formazan product is in
lipid droplets. Acta Histochemica. 114(8):785-796.

Sun C, Lee JSH, Zhang M (2008). Magnetic Nanoparticles in MR Imaging and Drug
Delivery. Advanced Drug Delivery Reviews. 17;60(11):1252-1265.

Teleki I, Szasz AM, Maros ME, Gyorffy B, Kulka J, Meggyeshazi N, Kiszner G,
Balla P, Samu A, Krenacs T (2014). Correlations of Differentially Expressed Gap
Junction Connexins Cx26, Cx30, Cx32, Cx43 and Cx46 with Breast Cancer
Progression and Prognosis. PLOS ONE. 9(11): e11254.

Thiagarajan PS, Sinyuk M, Turaga SM, Mulkearns-Hubert EE, Hale JS, Rao V,
Demelash A, Saygin C, China A, Alban TJ, Hitomi M, Torre-Healy LA, Alvarado
AG, Jarrar A, Wiechert A, Adorno-Cruz V, Fox PL, Calhoun BC, Guan JL, Liu H,
Reizes O, Lathia JD (2018). Cx26 drives self-renewal in triple-negative breast cancer
via interaction with NANOG and focal adhesion kinase NATURE
COMMUNICATIONS. (2018)9:578.

Tkaczuk KHR, Kesmodel SB, Feigenberg SJ (2017). Handbook of Breast Cancer
and Related Breast Disease. Demos Medical Publishing, New York.

Twomey JD, Brahme NN, Zhang B (2017). Drug-biomarker co-development in
oncology — 20 years and counting. Drug Resistance Updates. 30:48-62.

Valabrega G, Montemurro F, Aglietta M (2007). Trastuzumab: mechanism of action,
resistance and future perspectives in HER2 overexpressing breast cancer. Annals of
Oncology. 18(6): 977-984.

Viale G (2012). The current state of breast cancer classification. Annals of Oncology
23 (Supplement 10): x207-x210.

53



Vinken M, Vanhaecke T, Papeleu P, Snykers S, Henkens T, Rogiers V (2006).
Connexins and their channels in cell growth and cell death. Cellular Signalling. 18
(05):592-600.

Yang J, Qin G, Luo M, Chen J, Zhang Q, Li L, Pan L, Qin S (2015). Reciprocal
positive regulation between Cx26 and PI3K/Akt pathway confers acquired gefitinib
resistance in NSCLC cells via GJIC-independent induction of EMT. : Cell Death and
Disease. 6(7):e1829.

Yarden Y ve Sliwkowski MX (2001). Untangling the ErbB signalling network.
Nature. 2(2):127-137.

Zhong H, Chiles K, Feldser D, Laughner E, Hanrahan C, Georgescu MM, Simons
JW, Semenza GL (2000). Modulation of Hypoxia-inducible Factor 1a Expression by
the Epidermal Growth Factor/Phosphatidylinositol 3-Kinase/PTEN/AKT/FRAP
Pathway in Human Prostate Cancer Cells: Implications for Tumor Angiogenesis and
Therapeutics. CANCER RESEARCH. 60: 1541-1545.

Zwick E, Bange J, Ullrich A (2002). Receptor tyrosine kinases as targets for
anticancer drugs. TRENDS in Molecular Medicine. 8(1):1471-4914.

Wahajuddin ve Arora S. (2012) Superparamagnetic iron oxide nanoparticles: magnetic
nanoplatforms as drug carriers. International Journal of Nanomedicine. 2012(7):3445-3471.
Wang EC ve Wang ZW.(2014) Nanoparticles and Their Applications in Cell and
Molecular Biology. Integr Biol (Camb). 6(1):9-26.

Williams J, Lansdown R, Sweitzer R, Romanowski M, LaBella R, Ramaswami R,
Ungera E (2003). Nanoparticle drug delivery system for intravenous delivery of
topoisomerase inhibitors. Journal of Control Release. 91(2003):167-72.

Winters S, Martin C, Murphy D, Shokar NK (2017). Chapter One - Breast Cancer
Epidemiology, Prevention, and Screening. Published by Elsevier Inc, United States.
Wu L, Levine AJ (1997). Differential Regulation of the p21/WAF-1 and mdm2
Genes after High-Dose UV Irradiation: p53-Dependent and p53-Independent
Regulation of the mdm2 Gene. Molecular Medicine.3(7):441-451.

Internet

American  Cancer Society (2017). Erisim Tarihi: 03 Nisan 2018,
https://www.cancer.org/content/dam/CRC/PDF/Public/8577.00.pdf.

54



8. OZGECMIS

Gizem SUMER

Atatiirk Mahallesi, Sedef Caddesi Ata 4-2B No:25
Atasehir/ISTANBUL

Telefon: 0 (216) 455 57 89
Cep: 0 (536) 765 76 58
E-posta: gzmsmr@hotmail.com

Kisisel Bilgiler

Dogum Yeri: Konak/IZMIR
Medeni Hali: Bekar
Ehliyet: 30.11.2010(B)

Egitim

2005-2009 Yeni Levent Lisesi

2009-2014 Hali¢ Universitesi

2015-2018 Hali¢ Universitesi (Yiiksek Lisans)

Teknik Bilgiler

PCR ve RT-PCR Optimizasyon ve Uygulamalari
Spektrofotometrik Olgiimler

MS Office

Hiicre kiiltiirii caligmalari.

staj
Istanbul — Giilhane Askeri Tip Akademisi, GATA, Haydarpasa Egitim ve Arastirma
Hastanesi, Molekiiler Patoloji Laboratuvari

Yabanci Dil

Ingilizce (Orta seviye)
Korece (Temel seviye)

55



