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OZET

Amag: CXC kemokin reseptor 2 (CXCR?2), bir¢ok kanser hiicresinde eksprese edilir ve
aktivasyonu metastaz gelisiminden sorumlu tutulmaktadir. Bu nedenle CXCR2
antagonistlerinin  kanser tedavisinde kullanimi umut vadetmektedir., CXCR2
ligandlarindan MIP-2 ve KC nétrofil basta olmak iizere immiinsupresif hiicrelerin
infiltrasyonuna neden olarak anjiyogenez ve timdr progresyonunda rol oynamaktadir.
Yaymlanan ¢alismamizda CXCR2 antagonisti SB225002 ile anti-proliferatif etki
saglanmis ancak salinan MIP-2 miktarinda artis tespit edilmistir. Bu durum CXCR2’nin
MIP-2 i¢in otoreseptdr oldugunu ve kronik antagonist tedavisi ile direng gelisebilecegini
distindiirmistiir. Calismamizda da dirence neden olan olasi mekanizmalarin

arastirilmasi amaglanmistir.

Yontem: PI3KB ve a alttiplerine spesifik inhibitorlerin (TGX221, GSK2636771 ve
BYL719) ve PKCe aktivatoriiniin (FR236924) tek basina ve CXCR2 antagonisti ile
birlikte kullanimmin beyin (4TBM) ve kalp (4THM) metastatik meme kanseri
hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerine etkileri WST-1 yontemi ile belirlendi. MIP-2 ve KC
salmimlaridaki degisiklikler ELISA yontemi ile AKT, ERK ve P38 proteinlerin

fosforilasyonlarindaki etkiler western blot yontemi ile arastirildi.

Bulgular: PI3Ka inhibitorii konsantrasyona bagimli olarak tiimér hiicrelerinin
proliferasyonunu baskiladi ve CXCR2 antagonistine bagli MIP-2 ve KC artisin1 belirgin
sekilde azaltti. AKT fosforilasyonu P13Ka inhibisyonu ile tamamen baskilandi. PI3Kf3
inhibisyonunun belirgin etkisi gozlenmedi. PKCe aktivatorii 10uM'da proliferasyonu
baskiladig1 gibi SB225002'nin anti-proliferatif etkisini de arttirdi. PKCe aktivatorii, MIP-
2 ve KC salmimmindaki artist 4TBM'de kismen baskildi. Ayrica SB225002'nin pAKT ve

pP38 iizerindeki baskilayici etkisini PKCe aktivatorii kismen geri ¢evirdi.

Sonuc¢: Bu sonuglar metastatik meme kanserinde CXCR2 inhibisyonuna bagli MIP-2
artisinda PI3Ko/AKT yolagimin rol oynayabilecegini ve spesifik inhibitor ile birlikte

kullaniminin anti-imdrojenik etkiyi arttirabilecegini gosteren ilk ¢aligmadir.

Anahtar Kelimeler: CXCR2, MIP2, KC, PI3Ka, metastatik meme kanseri



ABSTRACT

Objective: CXC chemokines and its receptors play an important role in the development
of cancer. CXC chemokine receptor 2 (CXCR2) is expressed by many cancer cells and
its activation plays a role in metastasis. Therefore, CXCR2 antagonists in treatment of
cancer is promising. MIP-2 (CXCL2) and KC (CXCL1), two important ligands of
CXCR2 play a role in angiogenesis and tumor progression by causing infiltration of
immunosuppressive cells, especially neutrophils. In our previos study we found that,
CXCR2 antagonist SB225002 inhibits proliferation of breast cancer cells but also
increases MIP-2 was detected. This suggested that CXCR2 is an autoreceptor for its
ligands and that resistance can develop with chronic antagonist treatment. The aim of
this study was to investigate the possible mechanisms of increased chemokine secretion

which may lead resistance to treatment.

Method: The effects of PI3KB and o subtypes-specific inhibitors (TGX221,
GSK2636771 and BYL719) and PKCe activator (FR236924) alone and in combination
with the CXCR2 antagonist were determined on the proliferation of brain (4TBM) and
heart (4THM) metastatic breast cancer cells usintg the WST-1 method. Changes in MIP-
2 and KC secretions were determined by ELISA method. The effects on phosphorylation
of AKT, ERK and P38 proteins were investigated by western blot method.

Results: PI3Ka inhibitor showed strong antitumorogenic effect. It significantly reduced
the increase in MIP-2 and KC release due to CXCR2 antagonist. AKT phosphorylation
was completely suppressed by PI3Ka inhibition. No significant effect of PI3K[
inhibition was observed. The relatively high concentration of PKCe activator (10uM)
suppressed the proliferation of cancer cells and partially inhibited the increase in MIP-2
and KC release in 4TBM.

Conclusion: These results demonstrated for the first time that the PI3Ka / AKT pathway
may play a role in the possible resistance to the use of chronic CXCR2 antagonist in
metastatic breast cancer. Hence the combination of CXCR2 inhibitors with specific

PI3Ka inhibitor may increase the anti-tumorogenic effects of CXCR2 antagonists.

Key words: CXCR2, MIP2, KC, PI3Ka, metastatic breast cancer
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1. GIRIS

Metastaz ve terapi direnci, meme kanserine bagli 6liimlerin iki ana nedenidir. Bu yiizden
metastaz ve terapi direncinde rol oynayan mekanizmalarin belirlenmesi oldukca

Onemlidir.

Kemokinler, immiin hiicrelerin migrasyonundan sorumlu olan kemotaktik sitokinlerdir.
Yapilarina gore ¢ok ¢esitli tipleri vardir, bunlardan CXC kemokinler ve reseptorleri
kanser gelisimi ve metastazda onemli rol oynamaktadir. CXC kemokin reseptdr 2
(CXCR2)’nin, meme, pankreas, ovaryum ve melonama gibi metastatik indeksi yiiksek
birgok kanser hiicresi tarafindan eksprese edildigi ve aktivasyonunun metastaz
gelisimine neden oldugu bildirilmistir (Singh ve ark., 2007; Richmond ve ark., 2009; Hu
ve ark., 2013). Bu nedenle CXCR2 antagonistlerinin kanser tedavisinde kullanimi

giindemdedir.

CXCR2'nin o6nemli ligandlarindan MIP-2, (insandaki CXCL2'min fare homologu)
CXCR2 aktivasyonu ile nétrofil infiltrasyonuna neden olarak anjiyogenez ve tumor
progresyonunda rol oynamaktadir. CXCR2'nin diger dénemli bir ligand1 KC (insandaki
CXCL1l'in fare homologu)'nin tumorogenez, anjiyogenez, yara iyilesmesi ve
inflamasyonda onemli rol oynadigi saptanmistir. Bu kemokinlerin miirin metastatik
meme kanseri hiicre hatlarinda non-metastatik hiicre hatlarina kiyasla yiiksek seviyede

besiyerine salindig1 tespit edilmis ve metastazda da rol aldiklar1 ortaya konmustur.

Daha onceki caligmamizda CXCR2 antagonisti SB225002 ile 4TBM ve 4THM
hiicrelerinin ¢ogalmasinin baskilandig: fakat ayn1 zamanda CXCR2'y1 aktiflestiren MIP-
2 salinimmin arttigini tespit ettik. Bu durum CXCR2’nin MIP-2 ig¢in otoreseptor
oldugunu ve kronik antagonist tedavisi ile diren¢ gelisebilecegini diisiindiirmiistiir.
Calismanin devaminda MIP-2 saliminin, PAN-PI3K inhibitorii ile nerdeyse %50
diizeyinde baskilandigim1 gozlemledik (Erin ve ark., 2015). Ayn1 zamanda caligmada
MIP-2'nin artisinda PKC inhibisyonun rol oynayabilecegi bulundu.



Cesitli kanserlerde asir1 aktiflestigi bildirilen ve terapi direnci ile iliskilendirildigi i¢in
calismamizin bir bolimiinde PI3K alt tiplerine spesifik inhibitdrler ile direng
mekanizmasinda hangi PI3K alt tipinin rol oynadigimin belirlenmesi ve MIP-2 artisina
bagh direncin kirtlmasi amaglanmistir. Calismanin devaminda, PKC inhibisyonunun
MIP-2'deki artista rol oynayabileceginin Ongoriilmesi lizerine PKC epsilon spesifik
aktivator ile MIP-2 artisinin baskilanmasi ve SB225002 'nin anti-tiimorojenik etkilerinin

arttirilmasi hedeflenmistir.

Metastatik meme kanseri diinya genelinde kadinlarda kansere bagli 6liimlerin sebepleri
arasinda onde yer almaktadir. Lokalize kanserlerde etkin tedaviler uygulanabiliyor olsa
da metastatik kanserler i¢in heniiz etkin bir tedavi yontemi yoktur. Meme kanserine
bagli 6liimlerin sebebi de uzak metastazlara bagl yasamsal fonksiyonlarin bozulmasidir.
Meme kanseri genellikle kemige, karacigere, akcigere ve beyine metastaz yapmaktadir.
Bu nedenle ¢alismamizda farkli organlara metastaz yapmis fare metastatik meme kanseri
hiicre hatlarinda (4TBM ; beyine metastaz yapan hiicreler, 4THM; kalbe metastaz yapan
hiicreler) PI3K izoform spesifik inhibitorler (a; BYL719, B; TGX221 ve GSK2636771)
tek bagina ve CXCR2 antagonisti SB225002 ile birlikte etkileri in vitro kosullarda
arastirildi. Daha sonra PKC epsilon spesifik aktivatorii (FR236924) tek basina ve
SB225002 ile birlikte in vitro etkileri arastirildi. Oncelikle 4TBM ve 4THM hiicre
hatlarinda proliferasyon iizerine etkiler incelendi. Hiicre ¢ogalmasi iizerine etkili olan
konsantrasyonlarda MIP-2 (makrofaj inflamatuar protein-2) ve KC ( keratinosit kaynakli
kemokin) salimimlarindaki degisiklikler arastirildi. Daha sonra hiicre i¢i sinyal
yolaklarinda rol oynayan AKT/PKB, ERK1/2 ve P38 gibi 6nemli proteinlerin

fosforilasyonlari {izerine etkilerinin incelenmesi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kemokinler

Kemokinler veya kemotaktik sitokinler, inflamasyon alanlarima ve sekonder lenfoid
organlara 1okositlerin  kemotaksisinde ve aktivasyonunda rol oynayan Onemli
mediyatorlerdir (Driscoll, 1994). Organizmada gergeklesen bir¢ok biyolojik siiregte
etkin olan kemokinler immiin sistemdeki fonksiyonlarinin yanisira anjiyogenez,
embriyogenez, hematopoez, tiimér biiylimesi ve metastazinda da 6nemli rol oynarlar
(Baggiolini ve Loetscher 2000; Luster, 1998). Kemotaktik sitokinler fonksiyonlarina
gore ve ekpresyon motiflerine gore homeostatik ve inflamatuar kemokinler olmak {izere
2 smifa ayrilirlar. Homeostatik kemokinler, belirli hiicre tiplerinde ve dokularda yapisal
olarak salgilanirlar ve homeostazin gelismesinde ve korunmasinda hayati bir rol
oynarlar. inflamatuar kemokinler ise yapisal olarak eksprese edilmezler ancak IL-1,
TNF, lipopolisakkarit ve viral enfeksiyonlar gibi inflamatuar uyaranlar tarafindan

kontrol edilirler (Vandercappellen ve ark., 2008).

1977'de ilk kemokinin tanimindan bu yana 40" {izerinde ilgili molekiil tanimlanmistir.
Sitokin benzeri ve 10kosit kemoatraktan aktivitelerinden dolayr 'kemo-kin' olarak
adlandirilmigtir (Baggiolini ve ark., 1997; Luster, 1998). 8-12 kD molekiiler agirliginda,
multiple domainleri bulunan protein yapisinda kiiciik molekiillerdir. Ancak dimerler ya
da daha biiyiik oligomerler olusturabilirler. %20-70 oraninda aminoasit dizilimlerinde
benzerlik géstermektedirler (Oppenheim ve ark., 1991; Proudfoot ve ark., 2003; Rollins,
1997). Sistein aminoasitlerinin pozisyonlarina gore 4 alt gruba ayrilirlar (C, CC, CXC,
CX3C) (sekil 2.1). Giiniimiize kadar bunlardan 2 tanesi (CXC ve CC) ¢ok iyi
tanimlanmustir. Ik kemokin grubu CC () alt grubunda iki sistein amino asiti yan yana
bulunur ve 28 iiyeden olusur. Kemokinlerin en genis grubu olan CC ailesi,
monositler, makrofajlar, dendritik hiicreler, T hiicreleri, B hiicreleri, dogal o6ldiiriicii
(NK) hiicreleri, bazofiller, eozinofiller ve mast hiicreleri de dahil olmak {izere ¢ok fazla
l16kositik hiicre tipleri i¢in kemoatraktandir. CXC (a) kemokinler ise 2 sistein arasinda
farkli bir amino asitin bulunmasiyla karakterize edilirler ve tanimlanan 17 iiyesi vardir.
C (y) kemokin ailesi, NH2 terminalinde bir tane sistein kalintisina sahiptir ve sadece
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XCL/lenfotaktin ile temsil edilir. CX3C (8) kemokin ailesinde iki sistein arasinda 3
amino asit bulunur ve CX3CL1/ fraktalkin ya da norotaktin ile temsil edilirler (Rot ve
von Andrian, 2004; Thelen, 2001; VVandercappellen ve ark., 2008).

Kemokinler ve reseptorleri kronik inflamasyonun ana mediyatorleridir. Uzun siireli
inflamasyon ise karsinogeneze elverisli ortam kosullarini saglar. Salinan tiimor kaynakli
kemokinler, bu kemokin ligandlartyla iligkili reseptorleri yiizeyinde bulunduran
hiicreleri ortama ¢ekerler (Balkwill, 2004). Sonugta ortamda kemokin gradiyenti ile pro-
timoral veya anti-timoral aktiviteleri olan hiicreler birikerek tiimor gelisimini
destekleyici ya da baskilayici rol oynarlar. Kemokinler sadece tiimdre hiicrelerin
infiltrasyonunu saglamakla kalmaz ayni zamanda dogrudan timdr hiicrelerinin

transformasyonuna ve biiyiimesine de neden olurlar (Dhawan ve Richmond, 2002).

(C s (OOH C
e i
C
C kemokinler CC kemokinler

CXC kemokinler CX;C kemokinler
Peptid Disulfid Musin 11
zinciri baglari — benzeri qlegieis

domain . '

Sekil 2.1. Kemokin ailesi ve yapilari

2.1.1. CXC Kemokinler

CXC kemokinleri C-terminallerinde heparin baglayici bir alana sahiptir ve anjiyogenez
stirecini diizenlemede rol oynarlar (Belperio ve ark., 2000) Bu kemokin ailesini
digerlerinden aywran CXC motifinin yan1 sira, CXC kemokinlerin fonksiyonel
aktivitesini belirleyen ikinci bir yapisal motife sahip olmasidir. Cogu CXC
kemokinlerinin N-terminalinde, birincil yapilarinda ilk sistein amino asit kalintisindan
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(residue) once ii¢ amino asit dizilimi (Glu-Leu-Arg: ELR motifi) bulunur (Strieter ve
ark., 1995a, 1995b). CXCL8 gibi bu ELR motifi (ELR +) igeren iiyelerin hem giiclii
anjiyogenik faktorler, hem de nétrofil kemoatraktanlar da oldugu bulunmustur (Keeley
ve ark., 2008). Ote yandan, ELR motifi (ELR—) olmayan CXC kemokinler, CXCL4,
CXCL9 ve CXCL10 gibi giiglii anjiyojenik inhibitorlerdir (Arenberg et al. 1997, Strieter
et al. 1995b) (tablo 2.1). CXCL12, anjiyogenik bir ELR— CXC kemokin oldugu igin
bunun bir istisnasidir. ELR+ CXC kemokinleri CXCR1 ve CXCR2'ye baglanir ve ELR—
CXC kemokinler ise CXCR3-7'ye baglanir (Angiolillo ve ark., 1995; Luster ve ark.,
1995; Sgadari ve ark., 1997).

Bu kemokinlerin (ELR+ ve ELR-) inflamatuar dokudaki dengeleri, kronik
inflamasyonun organizasyonunda ve doku iyilesmesinde yeni kan damarlarinin
gelismesi ve inflamasyon alanina penetrasyonunda yani anjiyogenezde oldukga
onemlidir. Notrofillerin aktiflesmesinde rol oynayan CXC kemokin ailesinin tiim
tiyelerinde ELR motif yiiksek oranda korunmustur (Clark-Lewis ve ark., 1993; Strieter
ve ark., 1995a).

ELR+ kemokinlerin biiyiime ile iliskili onkogen alt grubu (GRO) ilk kez melanoma
hiicrelerinin kiiltiir stipernatantlarinda tanimlanmigtir (Richmond ve Thomas, 1988).
CXCL1/GRO-a, CXCL2/GRO-B ve CXCL3/GRO-y kemokinleri bu gruba girer ve
CXC kemokin reseptorii 2 (CXCR2) 'ye baglanarak biyolojik etkilerini gosterirler
(Addison ve ark., 2000; Jaffer ve Ma, 2016). Bu tez ¢alismasinin da arastirma konusu
olan CXCR2'min ligandlarindan MIP-2 (makrofaj inflamatuar protein 2), insandaki
CXCL2'nin, KC (keratinosit kaynakli kemokin) insandaki CXCL1'in murin
homologlaridir (Scapini ve ark., 2004). Bununla birlikte MIP-2 ve KC, timor
gelisiminde onemli rol oynadigi bilinen insandaki CXCL8 (IL-8)'in fonksiyonel
karsiligidir.



Tablo 2.1. CXC kemokinler (Jaffer ve Ma, 2016)

Kemokin Alternatif isimler Reseptor

ELR*
CXCL1 Biiyiime ile iliskili onkogen o (GRO-a) CXCR2
cxcL2 GRO-p CXCR2
CXCL3 GRO-y CXCR2
CXCL5 ENA-78 ( endotel notrofil aktiflestirici peptid-78) CXCR2
CXCL6 GCP-2 (Granulosit kemotaktik protein-2) CXCR1, CXCR2
CXCL7 NAP-2 (Notrofil aktiflestirici peptid-2) Bilinmiyor
CXCL8 IL-8 CXCR1, CXCR2
CXCL15 Lunkin Unknown
cxeur Dentritik hiicre ve monosit atraktan kemokin benzeri protein (DMC) CXCR8

ELR
CXCL4 Platelet faktor-4 (PF-4) CXCR3
CXCL9 IFNgama ile indiiklenen kemokin (MIG) CXCR3
CXxcCL10 IFNgama ile indiiklenen protein (IP)-10 CXCR3
CXCL11 IFNgama ile indiiklenen T hiicre kemotraktan (I-TAC) CXCR3. CXCR7
CXCL12 Stromal hiicre kaynakl faktér 1-o (SDF1-a) CXCR4, CXCR7
CXCL13 B hiicre atraktan kemokin (BCA)-1 CXCRS
CXCL14 Meme ve bobrekte eksprese edilen kemokin (BRAK) Bilinmiyor
CXCL16 Kii¢iik indiiklenebilir kemokin-16 CXCR6

2.1.2. Makrofaj Inflamatuar Protein 2 (MIP-2)

Makrofaj inflamatuar protein 2 (MIP-2) insandaki CXCL2'nin fare homologudur.
Notrofiller i¢in giiclii bir kemoatraktan olan bir CXC kemokindir. ilk olarak MIP-2,
lipopolisakkarit (LPS) ile uyarildiktan sonra fare makrofaj hiicre dizisi RAW 264.7
tarafindan salgilanan 6 kDa molekiiler agirliginda heparin baglayict protein olarak
tanmmlanmustir (Tekamp-Olson ve ark., 1990; Wolpe ve ark., 1989). Daha sonra ise
notrofil, fibroblast ve epitel hiicreleri gibi ¢esitli hiicrelerden de salgilandigi tespit
edilmistir (Driscoll ve ark., 1993; Ohtsuka ve ark., 2001). MIP-2 hematopoezin
diizenlenmesinde ve c¢esitli inflamatuar mediyatorlerin (IL-1, TNF-a ve histamin)
tiretiminin uyarilmasinda 6nemli rol oynar (Driscoll, 1994). Nétrofiller, enfekte dokulara
ilk gb¢ eden immiin hiicrelerdir. Immiin yanitin baslamasinda ilk adim olan nétrofillerin

kemotaksisi ve aktivasyonunda MIP-2 énemli rol oynar (Kobayashi, 2008).



Cesitli immiinregiilator ve inflamatuar etkiler gosteren MIP-2, biyolojik etkilerini
CXCR2 olarak adlandirilan G protein bagli hiicre yiizey reseptori ile etkileserek
gosterir. Major proinflamatuar bir sitokin IL-8 (CXCL8), MIP-2'nin insandaki
fonksiyonel karsihigidir ve MIP-2 ile benzer etkilere sahiptir. Monositler, eozinofiller ve
T lenfositler i¢in kemotaktik rol oynamaktadir. IL-8'in biyolojik etkileri ise hem CXCR1
hem de CXCR2 olarak adlandirilan G protein baglh reseptorler araciligi ile ortaya ¢ikar.
Literatiirde IL-8, anjiyogenez ve inflamasyonla iliskilendirilmektedir. IL-8, stromal
hiicreler ve tiimor hiicrelerinden salgilanir. Ayrica IL-8, inflamatuar mediyatorlerin de
ekspresyonunu tetikleyerek inflamasyonu siddetlendirir. Boylece tiimdriin biiyiimesi ve
gelisimi igin ihtiyact olan ortama hem otokrin hem de parakrin yolla katkida bulunur.
Dolayisiyla IL-8 karsinogeneze aracilik eder (De Larco ve ark., 2004; Todorovic-
Rakovic ve Milovanovic, 2013). MIP-2 ve ilgili kemokinler de CXCR2'nin aktivasyonu
yoluyla tiimor hiicresi transformasyonuna ve biiyliimesine dogrudan katkida bulunurlar
(Dhawan ve Richmond, 2002). Yakin zamanda yapilan c¢alismalar ile CXCL2'nin
metastatik meme tiimorlerinde (%19.9), primer meme tiimorlerine gore (%?7.5) ¢ok daha
fazla salgilandigi bilinmektedir (Acharyya ve ark., 2012). Bununla birlikte MIP-2,
CXCR2 aracili nétrofil kemotaksisi ile tiimor biiylimesi ve metastaz i¢in hayati olan

anjiyogenezi uyarir (Scapini ve ark., 2004).

Tiim bunlar g6z 6niinde bulunduruldugunda, metastatik kanserlerin tedavisinde CXCR2
antagonistleri ile tedavi umut vaadetmektedir. Klinik ¢aligmalar da gliniimiizde bu fikri

incelemeye devam ediyor (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02001974).

2.1.3. Keratinosit Kaynakhh Kemokin (KC)

CXCL1 (Keratinosit kaynakli kemokin, farede KC), nétrofilleri enfekte-hasarli ortama
cekerek ve aktiflestirerek konagin savunmasinda oOnemli rol oynar. CXCL1
glikozaminoglikanlara (GAG) ve CXCR2'e baglanarak aktivite gosterirler (Cummings
ve ark., 1999; Kolaczkowska ve Kubes, 2013; Sawant ve ark., 2016). Klinik ¢alismalar
ve hayvan modelleri, CXCL1'in, enfeksiyonla miicadelede nétrofilleri ortama ¢agirarak
ve aktive ederek konakg¢i immiin yanitinda ¢ift rol oynadigini gostermistir. Birincisi,
periferal notrofillerin enfeksiyon bolgesine yonlendirilmesinde bir yonlii isaret olarak

gorev yapar. Ikincisi, dokudaki mikrobiyal savunma icin proteazlarin ve reaktif oksijen



tirlerinin (ROS) salinmasini aktive eder (De Filippo ve ark., 2013; Jin ve ark., 2014).
CXCL1 MIP-2 gibi, insanda interlokin-8 (IL-8, CXCLS8)’in kemirgenlerde fonksiyonel
karsilig1 olan yani benzer etki gosteren diger bir kemokindir. CXCL1 ile CXCL2
arasindaki aminoasit sekanslart %90 oraninda benzerlik gostermektedir ve her ikisi de
proinflamatuar etkilidir. Cesitli inflamatuar hastaliklarda 6nemli rol oynamaktadir (Hol
ve ark., 2010; Semple ve ark., 2010).

Makrofajlar tiimoral bolgelerde konagin immiin sistemiyle iliskili en ¢ok bulunan
stromal hiicrelerdir ve farkli fenotipleri vardir. Ozellikle tiimérle iligikili makrofajlar
olarak bilinen M2'ler, timo6r biiylimesi, anjiyogenez ve adaptif immiinitenin
baskilanmasi yoniinde tiimor lehine rol oynarlar. CXCL1 salgilayan makrofajlar timor
hiicreleri ile birlikte uygulandiginda nud farelerde tiimér biiyiimesini belirgin olarak
arttirmigtir. Ayrica mesane {rotelyal kanser hiicrelerinde yiiksek miktarda CXCLI
ekspresyonu, hastalik progresyonu Ve ilag¢ direncine neden olmasimnin yani sira tiimore
invazyon yetenegi kazandirmaktadir (Miyake ve ark., 2016). Ayrica tiimoér kaynakli
CXCLI1, timorle iliskili notrofil infiltrasyonu ile cesitli kanserlerde tiimor biiylimesine

neden olmaktadir (Yuan ve ark., 2016).

CXCL1/2'nin meme tiimoriinlin biiylimesine ve akciger metastazina aracilik ettigi,
meme tliimorlerine miyeloid hiicreleri ¢ektigi, miyeloid hiicre kaynakli S110A8/9
aracilifiyla metastaz olusumunu tesvik ettigi ve S100A8/9 ile meme tiimoriinde
kemoterapi direncinin ortaya ¢iktigi bilinmektedir. Bunlarla birlikte CXCL1 sinyali
bloke edilerek kemoterapi etkinliginin arttirildig1 ortaya konmustur (Acharyya ve ark.,
2012). Dolayisiyla metastatik hastaliklarin  tedavisinde CXCL1 antagonistlerinin

kullanim1 umut vaadetmektedir.

2.1.4. Kemokin Reseptorleri

Kemokinler biyolojik etkilerini hiicre yiizey reseptorlerine baglanarak gosterirler.
Bilinen tiim kemokin reseptorleri G protein bagl 7 transmembran domainden olusurlar.
Bu reseptorler 350 amino asit uzunlugundadir ve diger 7 transmembran reseptdr aileleri
ile karsilastirildiginda nispeten kiiciiktiir. Tiim kemokin reseptorleri arasinda %20
benzerlik (homoloji) vardir. Hiicre disinda siilfatlanmis tirozin rezidiileri ve N-bagh
glikosilasyon alanlar1 igeren bir amino (N) terminalden olusurken, hiicre iginde
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fosforilasyon yoluyla reseptor aktivitesini diizenleyen serin ve treonin rezidiilerinin
bulundugu bir karboksi (C) terminalden olusurlar (Sekil 2.2). Transmembran bdlgesi o
sarmal yapidadir ve hiigre i¢i ve hiicre dis1 halkalar hidrofilik amino asitler igerir.
Ilk iki halka, bir disiilfid bag1 ile baglanan yiiksek 6l¢iide korunmus sistein kalintilaria
sahiptir (Murdoch ve Finn, 2000). Her bir reseptor 4 kemokin ailesinden sadece birinin
ligandlarina 6zgiidiir bu ylizden reseptorler de 4 gruba ayrilirlar. Bu gruplar igerisinde
cok cesitli biyolojik sonuglara neden olan ¢oklu reseptor/ligand kombinasyonlar1 vardir
(Vicari ve Caux, 2002; Zhu ve ark., 2012). Kemokin reseptorleri heterotrimerik G
proteinleri araciligiyla kemotaksiste rol alan PI3K, MAPK, RAS, fosfolipaz-Cp3 ve Rho
GTPaz gibi ¢ok ¢esitli hiicre i¢i sinyal iletim yollarin1 diizenler (Thelen ve Stein, 2008).

Kemokin reseptdrleri notrofiller, monositler, lenfositler, miyeloid progenitor hiicreler,
eozinofiller ve bazofiller olmak tlizere ¢ok ¢esitli hiicrelerde eksprese edilirler. Ancak
immiin hiicre alttipleri her ¢evrenin kosullarina gore (segici kemotaksi igin) kemokin
reseptorlerini farkli sekillerde eksprese ederler. Tiimoér mikrogevresinde de, kemokin
ligand sekresyonu saglikli dokulardakinden daha farklidir. Bu degisiklikler genellikle
cesitli malignitelerde kotii prognoza neden olan hiicrelerin ortama cagirilmasina yol
acar. Timor gelisimi ve metastaz olusumunu destekleyen bu hiicreler miyeloid kokenli
baskilayict hiicreler (MDSC'ler), tiimorle iligkili notrofiller (TAN), timdrle iligkili
makrofajlar (TAM) ve diizenleyici T hiicreleri (Treg) gibi pro-timérojenik bagisiklik
hiicreleridir. Bu hiicreler tiimor gelisimi esnasinda efektor lenfositleri baskilarlar,
anjiyogenezi tetiklerler ve timor progresyonu igin gerekli olan inflamasyon ortamini
saglarlar (Balkwill ve ark., 2005; Mantovani, 2009; Templeton ve ark., 2014; Varn ve
ark., 2017; Zhang S. ve ark., 2016b).



NH2

Hiicre digi

Hiicre igi
COOH

Sekil 2.2. Kemokin reseptoriiniin yapisi

2.1.5. CXC Kemokin Reseptor 2

CXCR2, insan promyelositik losemi HL60 hiicrelerinden 1991 yilinda ilk kez
klonlanmistir ve kemokin interlokin (IL)-8/CXCL8 ig¢in heptahelik G protein-bagl
reseptor (GPCR) olarak tanimlanmistir (Murphy ve Tiffany, 1991). Giiniimiizde gesitli
immiin hiicrelerle birlikte endotel hiicreleri ve fibroblastlar gibi immiin olmayan

hiicrelerde de eksprese edildigi bilinmektedir.

CXCR2 aktivasyonu, guanin niikleotid baglayic1 proteinlerin G; ailesi ile reseptor
baglanmasini uyarir (Hall ve ark., 1999; Wuyts ve ark. ,1997). Bu da intraseliiler inositol
fosfatlarin salinimini, hiicre i¢i kalsiyum artisini, ERK1/2" ye bagimli mekanizmalari
p38 MAPK ve PI3K aktivasyonunu uyarir. Boylece hiicre migrasyonu ve kemokin
gradienti ile iligkili olan hiicre i¢i proteinlerin fosforilasyonu tetiklenir. Aktive edildikten
sonra, CXCR2 fosforile olur ve reseptor desentiSizasyon (duyarsizlagtirma) ile
sonuglanan, arrestin/dinamin bagimli mekanizmalar araciligiyla hizli bir gekilde

internalize olur (Hall ve ark., 1999; Richardson ve ark.,. 1998).

CXCR2 birden fazla ligandla aktive olmaktadir. ELR+ biiyiime ile iligkili (GRO)
kemokinlerle (CXCL1-3) giiclii bir sekilde etkilesirler. Bunlardan baska epitel kaynakli
notrofil atraktan-78 (ENA-78, CXCL5), granulosit kemotaktik protein-2 (GCP-2,
CXCL6), notrofil aktiflestirici peptid-2 (NAP-2; CXCL7) ve 1L-8 (CXCLS) ile
aktiflesir (Murphy ve ark., 2000).
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CXCR2'nin primer immiin fonksiyonu nétrofil migrasyonunun diizenlenmesidir, kemik
iliginden inflamasyon bolgelerine bu hiicrelerin ¢ikisini kontrol eder (Cacalano ve ark.,
1994; Eash ve ark., 2010). CXCR2 nétrofillerden baska tiimor gelisiminde rol oynayan
miyeloid kokenli baskilayict hiicrelerin (MDSC) mgirasyonunu da diizenler (Highfill ve
ark., 2014). Ayrica CXCR2 endotel hiicre kemotaksisine aracilik eden primer
fonksiyonel kemokin reseptoriidiir (Addison ve ark., 2000; Salcedo ve ark., 2000) ve
inflamasyonun ana mediyatorleri ELR+ CXC kemokinlerle aktifleserek anjiyogeneze

neden oldugu bilinir.

2.1.6. CXCR2, MIP-2, KC ve Kanser

Tiimor biiylimesi ve yayilmasi, tiimor hiicrelerinin birbirleriyle ve tiimdr ortaminin
bilesenleri ile dinamik etkilesimlerin bir sonucudur. Neoplastik transformasyon,
biiylime, sagkalim, invazyon ve metastaz i¢in pro-anjiyojenik ortam gereklidir. Lokal
anjiyogenez, pro-anjiyogenik faktorler ile anjiogenez inhibitorlerinin ekspresyonundaki
dengesizlik sonucu olusur. CXC kemokin ailesinin {yeleri, anjiyogenezin
diizenlemesinde Onemli  rollere sahiptir. Tim ELR+ CXC kemokin ligandlar
CXCR2'ye baglanirlar ve anjiyojenik aktivite gosterirler. CXCL8 ve CXCL6 spesifik
olarak CXCR1'i de aktiflestiri. Hem CXCR1 hem de CXCR2 endotel hiicrelerde
eksprese edilmesine ragmen, CXCR2 endotel hiicre kemotaksisine aracilik eden primer

fonksiyonel kemokin reseptoriidiir (Addison ve ark., 2000; Salcedo ve ark., 2000).

Kemokin tretimi ve reseptor ekspresyon profilleri ortam kosullarina gore degisiklik
gosterir. Cogu kanserlerde kemokin ve reseptorleri normal dokulara gore cok daha fazla
tretilir. CXCR2 ve ligandlarinin ekspresyonu da cesitli kanserlerde artmistir. Ayrica
CXCR2'nin aktivasyonu metastatik fenotipin gelisiminden sorumlu tutulmaktadir (Hu ve
ark., 2013; Richmond ve ark., 2009; Singh ve ark., 2007). Ozellikle CXCR2 metastatik
indeksi yliksek olan meme, pankreas, over kanserleri ile melanomada ytiksek diizeyde
eksprese edilmektedir (Miller ve ark., 1998; Norgauer ve ark., 1996; Takamori ve ark.,
2000; Venkatakrishnan ve ark., 2000). CXCR2 ekspresyonunun malign meme kanseri
hiicre hatlarinda benign hiicre hatlarina gore daha fazla oldugu gosterilmistir (Freund ve
ark., 2003). Benzer sekilde estrojen reseptor (ER) negatif meme kanserinde CXCR2
1208C/T polimorfiziminin yliksek oldugu ve hastalifin seyrini etkiledigi bildirilmistir
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(Kamali-Sarvestani ve ark.,, 2007). CXCR2’nin mutasyonlara bagli yapisal
aktivasyonunun neoplastik degisimlere neden oldugu bilinmektedir (Burger ve ark.,
1999). CXCR2 fonksiyonu antikorlar ile bloke edilerek ya da PI3K veya ERK1/2 sinyali
inhibe edilerek CXCLS8 indiiklii endotel tiip olusumu ve endotel hiicre kemotaksisi
diizeltilmektedir (Heidemann ve ark., 2003). MIP-2, CXCR2 aktivasyonu yaparak
notrofil infiltrasyonuna ve anjiogeneze neden olmaktadir (Scapini ve ark., 2004). MIP-
2’nin CXCR2 ekspresyonunu arttirdig1 ve kolorektal kanserde hiicre ¢ogalmasina neden

oldugu gosterilmistir (Kollmar ve ark., 2007).

ELR+ kemokin-CXCR2 aks1 sadece anjiyogenez ile kanser hiicrelerinin metastatik
bolgelere yerlestirilmesinde degil, ayn1 zamanda timor mikro ortamina bir dizi farkli
hiicre tipinin de alinmasinda da onemli rol oynarlar. Bu hiicreler tiimorle iliskili
makrofajlar (TAM), tiimorle iliskili notrofiller (TAN) ve lenfositler, kanser ile iliskili
fibroblastlar (CAF'ler), mezenkimal kok hiicreler (MSC'ler), miyeloid kokenli
baskilayici hiicreler (MDSC) ve endotelyal hiicreler gibi infiltre hiicrelerdir. M2
makrofajlar, miyeloid kokenli baskilayict hiicreler, nétrofiller, tiimor c¢evresini
immiinsiipresif yaparak timor hiicrelerinin immiin sistemden kagmasina neden olurlar.
Degrade edici enzimler (MMP9, nétrofil kollojenaz) salgilayarak matriks yapisini
bozarlar ve tiimoér hiicrelerinin invazyon ve metastazini kolaylastirirlar. Ayrica
salgiladiklar1 biiytime faktorleri ile de timor gelisimini dogrudan desteklerler
(Mantovani ve ark., 2004; Opdenakker ve Van Damme, 2004).

Yapilan ¢alimalarda meme kanseri modelinde CXCR2 sinyalinin invazyon ve metastaza
neden olan Gr-1+CD11b+ MDSC'lerin tiimor mikrogevresinde toplanmasi igin gerekli
oldugu (Yang L. ve ark., 2008), meme kanseri hiicrelerinin metastatik kolonizasyonunda
nétrofillerin 6nemli rol oynadiklart gosterilmistir (Wculek ve Malanchi, 2015). Ovaryum
kanser hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada, transkripsiyon faktorii Snail'in asir
ekspresyonu CXCL1, CXCL2 ve CXCL5'1 upregiile ederek, tiimdr progresyonuna neden
olan myeloid kokenli baskilayici hiicrelerin (MDSC) toplanmasini tesvik etmistir. Ayni
caligmada transkripsiyon faktoriiniin silinmesi ya da antikor aracili CXCR2 hedeflemesi
ile tiimdr ortaminda MDSC'ler kaybolmus, T hiicre ve NK hiicrelerinin sayis1 artmigtir

(Taki ve ark., 2018).
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Benzer sekilde bagka bir ¢alismada pankreas adenokarsinoma modelinde CXCR2'nin

silinmesi ndtrofil infiltrasyonunu azaltmis ve efektor T hiicrelerinin oranini arttirmigtir

(Chao ve ark., 2016)

CXCLI1 ve CXCL2 ayrica kemoterapiye direngte de rol oynamaktadir. Kemoterapotik
ajanlar kanser hiicrelerini 6ldiirmelerine ragmen endotel ve stromal hiicrelerden salinan
TNF {iretiminin indiiklenmesi kanser hiicrelerinde CXCL1 ve CXCL2 ‘yi upregiile eder.
Bunun gibi kemoterapi ile indiiklenen bazi kemokinler kanser hiicrelerinin kemoterapiye
direncini etkileyerek sagkalimini arttirmaktadir (Palacios-Arreola ve ark., 2014).
CXCL1 ve CXCL2nin sekresyonu pro-timéorojenik myeloid hiicrelerinin
infiltrasyonunda artisa neden olur ve dahasi kemoterapi direnci ortaya ¢ikar (sekil 2.4)

(Acharyya ve ark., 2012).

2.1.7. CXCR2 Antagonistleri

CXC kemokin reseptor 2 (CXCR2)'nin asirt ekspresyonunun ve aktivasyonunun
Ozellikle metastatik fenotipin gelisimine neden oldugunun anlagilmasindan bu yana
CXCR2 antagonistlerinin kanser tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Cesitli
kanserlerin tedavisi igin preklinik ve Klinik calismalarda CXCR2 antagonistleri
(AZD5069, Danirixin, Reparixin, Navarixin, SB225002,) arastirilmaktadir.

SB225002

SB225002 (N-(2-hydroxy-4-nitrophenyl)-N'-(2-bromophenyl)urea) giiclii, segici ve
kompetetif bir CXCR2 antagonistidir (sekil 2.3). CXCL8’e ve CXCL1’e bagl kalsiyum
mobilizasyonunu doza bagimli olarak inhibe etmektedir (IC50: 40 ve 20 nM sirasiyla).
Ik kez in vivo ve in vitro calismalarda IL-8 aracili nétrofil kemotaksisi ve inflamatuar
yanitin  Onlenmesinde etkili olan peptid olmayan CXCR2 antagonisti olarak
tamimlanmistir  (White ve ark., 1998). Fare kolit modelinde yapilan bir ¢alismada
SB225002'min 1mg/kg kadar diisiik dozlarda bile kolon dokusuna nétrofil infiltrasyonu

gibi ¢esitli inflamatuar parametreleri 6nleyebildigi gosterilmistir (Bento ve ark., 2008).

Inflamasyon iizerindeki etkilerinden baska SB225002, B-tubulin alt birimi iizerinde
vinblastin baglama bdlgesine iyi bir afiniteye sahiptir ve mikrotiibiil inhibisyonu ile

antitimor etki de gostermektedir (Goda ve ark., 2013). Akut lenfoblastik 16semide
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SB225002, G2-M fazinda hiicre dongiisiinii durdurarak hiicre 6liimiine neden olmustur
Ovaryum kanser hiicrelerinde de apoptozu indiiklemistir (de Vasconcellos ve ark.,2015;
Du ve ark., 2013). Prostat kanserinde yapilan bir ¢alismada ise AKT/mTOR inhibisyonu
ile prostat kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (Xu M. ve
ark.,2018b). Ratlarda yapilan bir ¢aligmada IL-8 aracili anjiyogenez, SB225002 ile
inhibe edilmistir (Qu ve ark., 2009). Sorafenib ile SB225002 kombinasyonunun
anjiyogenezi inhibe ederek ovaryum kanserinde gii¢lii antitimor etki sagladig

bildirilmistir (Devapatla ve ark., 2015).

OH
N \fo
HN
O,N
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Sekil 2.3. SB225002'nin kimyasal yapisi

2.1.8. CXCR2 Antagonistlerine Direng
Kanserlerde terapi direnci ve metastaz olusumu tedavilerin basarisini kisitlayict 6nemli
etkenlerdir ve ¢ogunlukla Gliimle sonuglanir. Bu yiizden terapi direncine neden olan

mekanizmalarin bilinmesi kanser tedavilerinin basarisinda oldukc¢a dnemlidir.

CXCR2 ve ligandlariin asirt ekspresyonu da metastaz olusumu ve terapi direnci ile
iligskilendirilmektedir. CXCR2 ekspresyonunun AKT1'in baskilanmasina ve COX2'nin
aktivasyonuna yol agarak meme kanseri hiicrelerinin metastazina ve kemoterapi
direncine yol agtig1 bilinmektedir (Xu H. ve ark., 2018a). 2005'te yapilan baska bir
calismada meme kanseri hiicreleri tizerinde CXCL1 ve CXCL2'nin (KC ve MIP-2)
ekspresyonu akcigere metastaz ve niiks ile iligkili bulunmustur (Minn ve ark., 2005a).
Calismanin devaminda ksenograft meme kanseri modelinde kemoterapotik doksurobisin
ile CXCR2 antagonistinin birlikte kullanimi tiimdr ve metastazi yalniz doksurobisin

kullanilan gruba gore 6nemli oranda azaltmigtir.
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Sekil 2.4. CXCL/CXCR?2 aksi ile kemoterapiye direncin bir mekanizmasi (Minn et al. 2005a).

Yapilan c¢aligmalarda CXCR2 antagonistlerinin 6nemli antitiimor etkileri olmasina
ragmen, bir siire kullanimda CXCR2 antagonistlerine karsi da direng gelisebilecegi
bildirilmistir. Daha &nce yayinlanan ¢alismamizda biz de CXCR2 antagonisti ile anti-
timorojenik etki saglandigini ancak ayni zamanda besiyerine salinan anjiyojenik
kemokinlerin (MIP2 ve KC (CXCR2'in ligandlar1)) arttigini tespit ettik. Bu durum
CXCR2’nin bu ligandlar icin otoreseptdr oldugunu ve kronik antagonist tedavisi ile
direng gelisebilecegini diislindiirmiistiir. Calismanin devaminda MIP-2 saliniminin,
PAN-PI3K inhibitorii LY294002 ile nerdeyse %50 diizeyinde baskilandigini
gozlemledik.

Bu projede spesifik PI3K inhibitorleri ile PI3K yolaginin MIP-2 iizerindeki etkisinin
hangi PI3K alt tiplerine bagli olarak ortaya ¢iktiginin aragtiritlmasi amaglanmigtir. Ayrica
onceki galismamizda, Protein Kinaz C inhibisyonu ile de kanser hiicrelerinden MIP-2
salmiminin arttigini tespit etmistik. CXCR2’nin PKC’yi aktive ettigi bilinmekte ve bu
sonuglar CXCR2 antagonistlerinin  PKC’yi inhibe ederck MIP-2 salinimini
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arttirabilecegini gostermektedir (Erin ve ark., 2015) (sekil 2.5). Bu yiizden bu tez

projesi kapsaminda PKC epsilon alt tipine spesifik aktivatoriin CXCR2 antagonistinin

neden oldugu MIP-2'deki artisa ve KC salinimi iizerine etkilerinin arastirilmasi

amagclanmustir.
MIP-2
A BlUyume faktorleri, oksidatif stres, sitokinler B SB225002 _\_ %
CXCR2
/ l \ G-protein
MEK-1 PLK
NEss2 s /L N\SB225002 -
58225002 % / Ly20400N— PKC
/. Wortmanni
UO126 88225% 7 l
Il pAKT '_
pERK ‘,’ \ l R0O318220
PP3BMAPK mTOR MIP-2
/ e
\/
MIP-2
sentezinde artis

Sekil 2.5. MIP-2 salimminda rol oynayan mekanizmalar (Erin ve ark., 2015).
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2.2. Fosfotidilinositol-3-kinaz (PI3K) Yolagi ve Kanser

Fosfotidilinositol-3-kinaz (PI3K) ailesi, reseptor tirozin kinazlar (RTK), G proteini
kenetli reseptorler (GPCR) ve GTP bagh adaptor proteinlere baglanabilen ve onlar
araciligi ile alman mesajlarin iletiminden sorumlu olan proteinlerdir. PI3K yolaginin
hiicre proliferasyonu, sagkalimi, hiicre biiylimesini, motilitesini ve metabolizmasini
kontrol eden ¢ok ¢esitli hedef proteinleri diizenledigi bilinmektedir (sekil 2.6) (Courtney
ve ark., 2010; Engelman, 2009; Vanhaesebroeck ve ark., 2012).

Yapisal  Ozellikleri, substrat  6zgilliiklerinin ~ farkli  olmast  ve  aktivasyon
mekanizmalarimin ve fonksiyonlarinin birbirinden farkli olmasi sebebiyle ii¢ sinifa
ayrilirlar. Simif 1 (la ve 1b), sinif 2 ve smif 3 olarak gruplanmistir. Proliferasyon, sag
kalim ve hiicre biiylimesi gibi olaylarda rolii en iyi arastirilan sinif 1 PI3K ailesi olup 1a
ve 1b olmak iizere 2 alt sinifa ayrilirlar. Calismalarda simif 1A PI3K kanserle yaygin
olarak iligkilendirilmistir (Liu ve ark., 2009; Samuels ve Waldman, 2010). Siuf 1A
PI3K'lar, katalitik alt birim p110 (o, B ve 0 sirastyla PIK3CA, PIK3CB ve PIK3CD
genleri tarafindan sirasiyla kodlanmaktadir) ve p85 regiilatdr alt birimden olusan
heterodimerik lipid kinazlardir (Vanhaesebroeck ve ark., 2012). pl110 alt {nite,
ekstraseliiler mitojenik uyarilar ile aktiflesir ve membran faktorii PI1(4,5)P2 "1 fosforile
ederek PI(3,4,5)P3'iin (fosfotidilinositol 3,4,5 trifosfat1) olusmasina aracilik eder. Olusan
lipid yapidaki sekonder mesajci serin/treonin protein kinaz AKT/protein kinaz B (PKB)
ve diger efektorleri aktiflestirerek birgok énemli hiicresel faaliyetlere aracilik eder (Luo
ve ark., 2003) . PI3K yolaginin negatif regiilatorii PTEN (fosfataz ve tensin homolugu)
PIP3"'1 defosforile ederek PIP2'min olusumunu uyarir yolakta rol oynayan Onemli
downstream molekiillerin aktivitesini dengeler (Chalhoub ve Baker 2009; Liu ve ark.,
2009) (sekil 2.6).

Insan kanserlerinde PI3K/AKT vyolagini diizenleyen genlerde birgok mutasyon
saptanmistir (Osaki ve ark., 2004; Weigelt ve Downward 2012; Wong K. K. ve ark.,
2010). Meme kanserinin gesitli alt tiplerinde de en yaygin genomik anomaliler arasinda
PI3K yolagindaki sapmalarin oldugu rapor edilmistir (Baselga, 2011; Vanhaesebroeck
ve ark., 2012). Ozellikle p110a'y1 kodlayan genin (PIK3CA) meme, prostat, kolon,

endometriyum ve bas-boyun gibi yaygin kanserlerde siklikla mutasyona ugradigi rapor
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edilmistir (Stemke-Hale ve ark., 2008; Thomas ve ark., 2007; Wong K. K. ve ark.,,
2010). PI3K/Akt yolagmin negatif regiilatorii olan tiimor baskilayici PTEN aktivitesinin
birgok kanser tipinde kayboldugu bilinmektedir (Mithal ve ark., 2014,; Vivanco ve
Sawyers, 2002). Reseptor tirozin kinazlarin asir1 ekspresyonu ile birlikte bu genomik
anomaliler pek c¢ok kanser tiiriinde, sinyal yolagi enzimlerinin ve downstream
molekiillerinin siirekli aktivasyonuna neden olur. Sonug¢ olarak kontrolsiiz hiicre
biiylimesi ve ¢ogalmasi ortaya c¢ikar. Bununla birlikte tiim6r progresyonunda ve
metastatik fenotipin gelisiminde oldukg¢a 6nemli olan anjiyogeneziste endotelyal hiicre
migrasyonu i¢in 6zellikle PI3K p110a alt tipinin gerekliligi bilinmektedir (Graupera ve
ark., 2008). Ayrica kanserde bu yolagin (6zellikle p110a) asir1 aktivasyonunun meme,
glioblastoma ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri gibi cesitli kanserlerde hormon
terapisi, radyoterapi, kemoterapi ve reseptdr tirozin kinaz inhibitorleri gibi
konvensiyonel tedavilere karsi dirence de yol actigini gosteren galigmalar mevcuttur
(Burris, 2013; Ebbesen ve ark., 2016; Wang ve ark., 2016; Zhang C. ve ark., 2016a). Bu
yiizden PI3K/AKT yolagi kanserin 6nemli terapotik hedeflerinden biridir (Massacesi ve
ark., 2016) .

mdmz2
BAD
mTOR ¥ FKHR
GSK3 MFwB
p53 Hilcre dénglsi \ l
l Glikoz metabolizmas Apoptozis

Hilcre déngiish Biylme
Translasyon

Apoptozis
DA tamiri

Sekil 2.6. PI3K/AKT yolunun islevleri (Blume-Jensen ve Hunter, 2001)
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2.2.1. PI3K Inhibitérleri

PI3K yolagimin birgok kanser tiiriinde proliferasyon, sagkalim, metastaz ve anjiyogenez
gibi mekanizmalar ile kanser gelisimi ve tedavi direnci ile iliskili oldugu ortaya
koyulmustur. Reseptor tirozin kinazlarin ekspresyonundaki artis, PI3K’1in katalitik ve
regiilator alt birimini kodlayan genlerin mutasyonlar1 veya amplifikasyonlari, PTEN’in
fonksiyonel kaybi, Akt ve mTOR ekspresyonundaki ve/veya aktivitesindeki artig, bu
sinyal yolaginin onkojenik aktivasyonuna yol acan degisikliklerdir. Pek ¢ok kanser
tiirlinde yolagin asir1 ¢alismasi bu yolagin bilesenlerine ait inhibitorlerin gelistirilmesini
saglamistir. Giintimiizde preklinik ve klinik ¢alismalarda 6zellikle kanser tedavisinde bu

konuda arastirmalar devam ediyor.

Ik ¢ikan PI3K inibitorleri tiim smif I izoformlarimi hedef alan ATP kompetetif
ajanlaridir. Bunlar Pan-PI3K inhibitorleri, dual pan PI3K ve mTOR inhibitorleridir.
Klinik 6ncesi c¢aligmalarda giiclii anti-tiimor etkinlik gostermesine ragmen, klinikteki
basaris1 daha geride kalmistir. Ciinkii spesifite eksikligi, feedback loop sinyalinin
siirdliriilmesi, genetik ve epigenetik degisikliklerin birlikte bulunmasi etkinliklerini
kisitlamaktadir. Ayrica pan-PI3K inhibitorlerinin tiim sinif 1 PI3K izoformlarini inhibe
etmesi bir¢cok yan etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur ve bu yiizden izoform
selektif inhibitdrler gelistirilmistir. izoform spesifik inhibitorler daha az toksik etki ve
daha fazla etkinlik ile klinikte 6n plandadir (Polivka ve Janku 2014; Zhao ve ark., 2017).
giiniimiizde PI3K$ inhibitorii Idelalisib kronik lenfositik 16semi ve indolent lenfomali
hastalarda basariya ulagsmistir ve bu hastalarin tedavisi icin FDA tarafindan
onaylanmaistir.

(www.fda.gov/newsevents/newsroom/pressannouncements/ucm406387.htm)

2.2.2. PI3Ka Inhibitérii BYL719

BYL719, PI3K pll10a i¢in selektif bir inhibitdrdiir ve ozellikle somatik PI3Ka
mutasyonlar1 ve PTEN kaybi ile karakterize olan kanserlere karsi potent oldugu
bildirilmistir (Wang ve ark., 2016; Zhang C. ve ark., 2016a) (sekil 2.7). Hiicre
dongiistiniin GO/G1 fazin1 bloke ederek hiicre proliferasyonunu yavaglatir. PI3K p110a
inhibitérii BYL719 meme kanseri, bas boyun, myeloma ve osteosarkoma gibi gesitli

kanser hiicre hatlarinda, c¢esitli c¢aligmalarda denenmis apoptozu indiikleyerek
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antiproliferatif etki gosterdigi belirlenmistir (Azab ve ark., 2014; Garrett ve ark., 2013;
Gobin ve ark., 2015; Keam ve ark., 2015). Asirt HER2 eksprese eden meme kanseri
hiicre modelinde anti-MEK ya da anti-HER2 ile birlikte etkili antitiimér tedavi i¢in PI3K
inhibisyonunun da gerekli oldugu Onerilmistir (Serra ve ark., 2011). Hem in vitro hem
in vivo c¢alismalar ile HER2+ PTEN- meme kanserinde BYL719 ile HER2 antikoru ile
tedaviye kars1 direncin geriye dondiigii gosterilmistir (Zhang C. ve ark., 2016a). Bununla
birlikte baska bir ¢alismada mantle hiicreli lenfomada BYL719 ile p110a inhibe edilerek

stromal hiicre aracili ibrutinib direnci asilmistir (Guan ve ark., 2018).

Ksenograft modellerde yapilan ¢alismalarda ; kiiciik hiicreli olmayan akciger
karsinomunun MEK inhibitorlerine karst duyarliligin arttirilmas: ve Akt/PKB aracili
direncin kirilmasi i¢in BYL719 ile birlikte kullanilmasi 6nerilmistir (Ku ve ark., 2015).
Iki farkli miirin preklinik osteosarkoma modelinde BYL719 ile Ki67+ hiicrelerin ve
timor vaskularizasyonun azalmasma bagli timdr progresyonunda ve tiimdr ektopik
kemik formasyonunda 6nemli oranda gerileme oldugu rapor edilmistir. Ayni ¢alismanin
devaminda kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapotik ifosfamide ile
PI3K inhibitériintin (BYL719) birlikte kullanimmin osteoklast ve osteoblast
farklilasmas1 tlizerine dual aktivite gosterdigi bildirilmis ve birlikte kullaniminin alti
cizilmistir (Gobin ve ark., 2015). PI3Ka mutant inhibitérii GDC0032 ile aromataz
eksprese eden meme kanseri modelinde letrozol gibi endokrin terapiye duyarliligin
artti@1 ortaya konmustur (Hoeflich ve ark., 2016). Giiniimiizde de ¢esitli kanserlerin
tedavisi icin klinikte faz 1 ve 2'de arastirllmaya devam ediyor Ayrica isoform spesifik
inhibitér BYL719, Pan PI3K inhibitorleri ile karsilastirildiginda, hayvan modellerinde
glukoz metabolizmasi agisindan daha giivenli bir profil ¢izmistir (Fritsch ve ark., 2014).
Ancak pll0o selektif inhibitorlerin 6nemli dezavantaji insiilin sinyali ve glukoz
metabolizmasina aracilik eden ana isoform oldugu i¢in yan etkilerinin ¢ok fazla
olmasidir. Glukoz homeostazisi iizerine p110a selektif inhibitorlerin etkisi goz oniinde

bulundurularak tedavi yaklasimlar1 gelistirilmelidir.
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Sekil 2.7. BYL719'un yapis1

2.2.3. PI3Kp inhibitorleri GSK2636771 ve TGX221

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar ile PI3K p1108 alt tipinin ovaryum meme kolon ve
mesane gibi kanser dokulart ve hiicre dizilerinde yiiksek oranda eksprese edildigi
bilinmektedir (Benistant ve ark., 2000). Ozellikle PI3K'in negatif regiilatdrii timor
stipresor protein PTEN'in kaybi ile karakterize olan kanserlerde p110f alt {inite asiri

aktiflesir ve bu yiizden terapotik hedeflerden biridir (Liu ve ark.,2009).

GSK2636771, PI3K pl10B spesifik inhibitordiir. PI3BKp eksprese eden ya da PTEN
kaybi ile karakterize olan tiimorlerde, tiimor biiylimesini inhibe eder. Giiniimiizde ¢esitli

kanserlerde klinikte faz 2 ¢alismalarinda arastirilmaya devam ediyor (sekil 2.8).

TGX221 de PI3K]P spesifik bir inhibitordiir (sekil 2.9). Preklinik calismalarda 6zellikle
prostat glioblastoma kanserlerinde tiimor gelisimini 6nemli oranda yavaslatmaktadir

(Chen ve ark., 2015; Yang X. ve ark., 2017).

21



CF;

Sekil 2.8. GSK2636771'in yapisi

Lo
HN

Sekil 2.9. TGX221'in yapisi
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2.3. Protein Kinaz C (PKC)

Bir serin-treonin kinazlar ailesi olan protein kinaz C (PKC) izozimleri, hiicre
proliferasyonunda ve malin transformasyonda onemli diizenleyicileridir. 1970'lerde
tiimore aracilik eden forbol esterler i¢in bir hiicresel reseptor olarak tanimlanmistir
(Kikkawa ve ark., 1983). Memeli PKC'leri farkli kromozomlarda yer alan 9 farkli genin
tirtinleridir ve 10 farkl alt tipten olusurlar. Alttipler yapilarina ve fonksiyonlarina gore
klasik (o, B, v ) novel ( 8, €, n, 0) ve atipik olarak 3 grupta (cPKC, nPKC ve aPKC)
siniflandirilmistir. Sadece cPKC ve nPKC simiflariin iiyeleri diagilgliserol (DAG;
membran reseptorlerinin uyarilmasi ile gecici olarak {iiretilen lipid yapida bir ikincil
mesajci) tarafindan aktiflestirilir. DAG regiilator bolgede C1 domaine baglanarak forbol
esterlerin etkisini taklit eder. Sadece cPKC'ler kalsiyum duyarlidir, ¢iinkii kalsiyum
baglayici bir C2 alani vardir (nPKC'lerde C2 alani kalsiyuma duyarsizdir). aPKC'ler
cesitli diizenleyici Ozellikler gosterirler, DAG veya kalsiyumu baglayamazlar ve
aktivasyonlar1 ig¢in protein-protein etkilesimleri ve fosforilasyon gerekir. Tim bu
farkliliklardan dolayr PKC ailesi cesitli biyolojik fonksiyonlara aracilik eder. PKC
izozimlerinin  ekspresyon diizeyi neoplastik hastaliklarda ¢ok degiskendir.
Ekspresyondaki degisikliklerin hastalik progresyonu ile iliskisinin olup olmadigi da net
olarak bilinmemektedir (Garg ve ark., 2014). Ekspresyondan baska tiimoérlerde
PKCl'lerin asir1 aktivasyonu ya da diisiik aktivasyonu ile ilgili heniiz ¢ok az deneysel

calisma yapilmistir.

PKCa, bazi caligmalarda pro-tiimorojenik etki gosterirken, bazi c¢alismalarda cesitli
hiicre tiplerinde biiylimeyi inhibe etmektedir. Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde
(NSCLC) PKCa aktivasyonunun, hiicre biiylimesinde inhibisyona neden oldugu bildirilmistir.
NSCLC hastalarinda ise PKCa inhibitorii aprinocarsenin kemoterapotiklerle birlikte ya da
tek basina uygulamasinin belirgin bir etkisinin olmadigi ortaya konmustur. PKCB
izoformlarinin ise lenfoma, glioblastoma, meme, prostat gibi bir¢ok kanser tiiriiniin
ilerlemesinde rol oynadigi bilinir. PKC3, yaygin olarak pro-apoptotik ve anti-proliferatif
kinaz olarak karakterize edilmistir. Ayrica PKCS, kemoterapotik ajanlarin ve
radyoterapinin 6lim mediyatorii oldugu hem DNA hasar1 hem de reseptdr aracili hiicre
oliimiinde rol oynadigi bildirilmistir (Garg ve ark., 2014). Meme kanseri hiicrelerinin

invazyonunda ise PKCdé'nin etkileri ¢ift yonlii olarak ortaya konmustur. Migrasyon
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kapasitesi yiiksek olan BT-549 meme kanseri hiicrelerinde PKCd'nin asir1 ekspresyonu
migrasyonu azaltirken MCF-7 hiicrelerinde PKCd'min down-regiilasyonu MMP-9
sekresyonunu ve motiliteyi arttirict etki gostermistir. Baska bir ¢alismada MCF-7

hiicrelerinde migrasyonun uyarilmasi i¢in PKCd'nin gerekli oldugu bildirilmistir.

2.3.1. PKC Epsilon (PKCe)
PKCe ilk olarak, cDNA klonlamasiyla yeni PKC izotipleri arasinda tanimlanmistir ve
kalsiyumdan bagimsiz, bir phorbol ester/diagilgliserol duyarli serin/treonin kinaz olarak

karakterize edilmistir (Newton ve Messing, 2010).

Sistemik diizeyde PKCe aktivasyonunun bir¢ok hastalikta koruyucu etkileri gosterilirken
kontrolsiiz aktivasyonu kanser gelisimi ile iligskilendirilmektedir (Akita, 2002). PKCe
cesitli timor tiplerinde asir1 eksprese edilir ve hiicre ¢ogalmasi, sagkalimi, epitelyal
mezenkimal gecis (EMT), hiicreler arast matriksin yeniden diizenlenmesi ve terapi
direnci gibi durumlarda rol oynar (Gorin ve Pan, 2009). ilk énce sigan fibroblast
hiicrelerinde asir1  ekspresyonu hiicre kiiltiiriinde biiyiime oranindaki artis ile
iliskilendirilmistir. Daha sonra PKCe'nun ¢esitli tiimér hiicrelerinde TRAIL aracili (TNF
ile iligiki apoptozu indiikkleyen ligand) apoptozdan hiicreleri korudugu bulundu
(Gillespie ve ark., 2005; Shinohara ve ark., 2001; Sivaprasad ve ark., 2007). Ayrica
meme kanserinde PKCe'nun agresif ve invazif fenotipin ortaya ¢ikmasinda rol oynadigi
ortaya konmustur (Pan ve ark., 2005). PI3K/AKT ya da MAPK/ERK1/2 sinyal

yolaklart PKCe indiiklii transformasyonun aracilaridir (Sand ve ark., 2010).

2.3.2. PKCe Aktivatorii (FR236924)

FR236924, selektif PKCe aktivatoriidiir. Linoleik asit tirevidir (sekil 2.10).
In vitro c¢aliymalarda glutamaterjik terminaller iizerinde presinaptik a7 nikotinik
reseptorler ile glutamat salinimini uyardigi ve in vivo ¢alismalarda kognisyonu arttirdigi
gosterilmistir (Tanaka ve Nishizaki, 2003; Yamamoto ve ark., 2005). Heniiz kanser
tizerinde etkilerini gosteren bir calisma yoktur. Deneysel inflamatuar hastalik
modellerinde vagal sinir uyarimi ile proinflamatuar sitokinlerin {iretimininin azaldigi ve
inflamasyon siirecinin inhibe oldugu bilinmektedir. Vagal sinirin temel ndrotransmiteri
olan asetilkolin, a7 nikotinik asetilkolin reseptorii yoluyla immiin hiicre fonksiyonlarini
kontrol etmektedir. Farmakolojik olarak nikotinik agonistlerin inflamatuar sinyali ve
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proinflamatuar sitokinlerin {iretimini inhibe etmede asetilkolinden daha etkili oldugu

bilinmektedir (de Jonge ve Ulloa, 2007).

s H

Sekil 2.10. FR236924'in yapist
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2.4. Kanser

Kanser, bir hiicre ya da hiicre grubunun, organizmanin sahip oldugu kontrol
mekanizmalarimin etkisinden ¢ikip kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasidir. Organizmada bu
kontrol mekanizmalarmin dogru calismamasi durumunda normal hiicreler yapi ve
fonksiyon degistirerek tiimor karakteri kazanabilirler (Hanahan ve Weinberg, 2011). Bu
nedenle kanser, hiicrede meydana gelen genetik ve/veya epigenetik degisikliklerin
birikimi sonucu olusan bir hastalik olarak da tanimlanmaktadir (Ponder, 2001).

Yillardir devam eden ¢alismalar ile kanser tipine bagli olmaksizin, tiim malignant
hiicrelerde var olan ve kanser tedavisinde hedeflenen alti temel 6zellik tanimlandi
(Hanahan ve Weinberg, 2011) (sekil 2.11). Bu 6zellikler;

1-D1s kaynakl1 biiyiime sinyallerine ihtiyag duymama,

2-Biiylimeyi durdurucu sinyallere kars1 duyarsiz olma,

3-Programli hiicre 6liimiinden kagabilme,

4-Yaglanmaya direng gosterme ve sinirsiz ¢ogalma potansiyeline sahip olma,
5-Yeni kan damarlar1 olusturabilme,

6-Farkli dokular istila edebilme ve go¢ edebilme (metastaz)
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invazyon ve metastaz

yapabilme

Apoptozdan Biiyiime
kacabilme inhibitorlerine
duyarsizhik
Anjiyogenezi Kendi kendine
tetikleme bityiime sinyalleri

iiretme

Sinirsiz |

replikasyon

Sekil 2.11. Kanser tedavisinde hedeflenen malin hiicrelerin temel 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg,
2000)

2.4.1. Metastaz

Metastaz, bir kanser hiicresinin kdken aldig1 bolgeden ayrilarak farkli doku ve organlara
tasinip orada kontrolsiiz bir sekilde biiyimesidir. Lokal invazyon, intravazyon,
hematojenik ve lenfojenik yayilma, ekstravazyon ve kolonizasyon gibi birbirileri ile
iliskili cok basamakli olaylar zinciri ile gergeklesir (sekil 2.12) . ilk olarak, biiyiimekte
olan timor kitlesi ihtiyact olan besin ve oksijen kaynagini saglayabilmek icin besin
kaynaklarina dogru ilerlemek zorundadir. Belirli bir biiyiiklige ulasan timéor kitlesi,
birtakim anjiyogenik faktorleri sentezleyerek yeni damarlarin olusumunu uyarirlar ve
sonra komsu hiicrelerle olan baglarini koparip primer tiimér dokusundan ayrilirlar.
Timor hiicreleri daha sonra ekstraseliiler matrikse gecerek burada ilerlerler ve cevre
dokulara ulagirlar ya da dolasim sistemine ge¢ip uzak dokular isgal ederler. Bu sayede

yagsamlarini ve ¢ogalmalarini siirdiiriirler (Steeg, 2006).

Kanser oliimlerinin biiyiik bir kismi tedaviye diren¢ gosteren metastazlardan dolay1
olmaktadir. Tiimo6r mikrogevresi ile iligkili birgok faktor ve kanser hiicrelerinin biyolojik

cesitliligi metastaz tedavisinde ciddi bir engel olusturmaktadir (Weigelt ve ark., 2005).
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Tiimor mikrogevresinde tiimor dahil ¢ok ¢esitli hiicreler tarafindan salinan kemokinlerin
ve reseptorlerinin rollerinin anlagilmasi metastatik siirecin aydinlatilmasia ve etkili
tedavi yontemlerinin gelistirilmesine olanak saglayabilir. Giinlimiize kadar yapilan
calismalarla kemokinlerin timoér mikrogevresi ve metastatik siiregteki etkilerini
aciklayan birka¢ basamak ortaya konmustur. Bunlar 6zetle; ELR+ CXC kemokinler
notrofil infiltrasyonuna neden olarak  ve endotel hicrelerini ortama ¢ekerek
anjiyogenezi uyarirlar. Bdylece tiimér gelisimi igin ihtiyaci olan ortam insa edilir. Ote
yandan timor mikrogevresindeki kanserle iligkili fibroblastlar (CAF), endotelyal
hiicreler ve lokositler de ayrica kemokin kaynaklaridir ve parakrin olarak timor
gelisimini desteklerler. Cesitli kemokinler hiicre i¢i sinyaller araciligi ile timor
hiicrelerinin proliferasyonunu uyarirlar. Tiimor ¢evresinde olusan inflamatuar kemokin
ag1 (IL-8) makrofajlar ve myeloid kokenli baskilayici hiicreleri ortama toplayarak
sitotoksik immiinitenin baskilanmasina neden olur. Ayrica bu hiicrelerin salgiladigi
degrade edici enzimler de hiicreler arasi matriksin yapisini bozar ve metastaza elverisli

cevre tetiklenir (sekil 2.13).

Primer timor

Proliferasyon

Mikrometastaz

Makrometastaz

Sekil 2.12. Metastaz agsamalar1 (Saxena ve Christofori, 2013)
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2.4.2. Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlarda kanser 6liimlerinin 6nde gelen nedenidir (Jemal ve ark., 2011).

Diinya ¢apinda akciger kanserinden sonra en sik goriilen ikinci kanserdir. Amerika’da

her y1l 220.000’den fazla kadin meme kanseri teshisi almakta ve 40.000°den fazla kadin

ise meme kanserinden hayatini kaybetmektedir.

Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu’nun 2016’da yayinladig: Tiirkiye Kanser

Istatistikleri bilgilerine gore de Tiirkiye’de meme kanseri kadinlarda en sik goriilen

kanser tiiriidiir. Ulkemizde meme kanseri tanisi alan kadinlarin %45’inin 50- 69 yas

arasinda oldugu, %40’ min ise 25-49 yas araliginda yer aldigir goriilmektedir. Meme

kanseri evreleri incelendiginde veri tabaninda yer alan invaziv vakalarin %10’u ileri

evrededir. Meme kanseri genellikle lenf nodu, kemik ve akciger basta olmak tizere

karaciger ve beyin gibi organlara metastaz yapmaktadir (Minn ve ark., 2005b).

Metastaz ' P

® Timor hiicre

Doku migrasyonu

e, SRS ooty Gt

Kan damari — /

Doku

Lokosit migrasyonu

=
[~4
<
Primer timor
- —
" Anjiyostatik kemokinler CXCL4,9-11,13,14,16 ﬂ[ﬂl c€xc ® Tamér hiicresi
“ GPCR
[ ] Anjiyogenik kemokinler CXCL1-3, 5-8, 12, 15, 17 @ Makrofaj ‘ T lenfosit
P AL .
£ @ Endotel hiicresi /_"'_\._7.77* - Fibroblast % . Dentritik Nétrofil
T— / hiicre

Sekil 2.13. Tiimér gelisiminde kemokinler ve reseptorleri (Jaffer ve Ma, 2016)
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii

3.1.1. Calismada Kullanilan Hiicre Hatlarimin Cogaltilmasi ve Takibi

Calismada fare meme kanseri hiicre hatt1 4T1’in farkli organlara metastaz yapmis alt
tipleri kullanilmistir. 4T1 hiicreleri, Balb-c farelerde kendiliginden olusan oldukga
agresif metastatik meme kanseri hiicre hattidir. 4THM hiicreleri, 4T1 tiimor hiicreleri
enjekte edilen farelerin kalp metastazlarindan elde edilmis hiicrelerdir. 4TBM ise 4THM
hiicreleriyle olusturulan tiimér modelinde beyine metastaz yapan hiicrelerdir.

Hiicre kiiltiir ¢aligmalar1 steril laminar hava akimli ¢alisma kabininde yapildi. Sivi
nitrojende saklanan hiicreler, 37°C su banyosunda ¢6ziildii ve 10 mm’lik hiicre kiiltiir

petrilerine ekildi.

Metastatik meme kanseri hiicreleri 4THM ve 4TBM'nin, normal metabolik aktivitelerini
stirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan ortamda; DMEM/F12 (Dulbecco’s modified Eagle’s
minimal essential medium) besiyerine % 5 fetal sigir serumu (fbs), 1 mM sodyum
piruvat, 0.02 mM non-essential amino asit ve 40 mg/ml gentamisin eklenerek gogaltild.
Hiicreler 37°C sicaklikta, %5 CO, ve nem igeren ortamda inkiibasyoana birakildi. Hiicre
hatlar1 canlilik, ¢ogalma ve kontaminasyon agisindan inverted mikroskopta giinliik
olarak takip edildi. Petrilerde %80’in iizerinde hiicre yogunlugu gbzlendiginde hiicreler

pasajlanarak ¢ogaltildi.

3.1.2. Hiicrelerin Sayimi

Metastatik meme kanseri hiicre hatlar1 (4TBM ve 4THM) petri zeminine tutunma
ozelligi gosterdigi icin sayim i¢in Oncelikle petri zemininden ayrilmalar1 saglandi. Bu
islem igin, hiicrelerin iginde bulundugu petrilerdeki besiyerleri ¢ekilip atildi. Uzerine 1
ml Tripsin-EDTA eklenerek 1-2 dK icerisinde zeminden ayrilinca, 1:3 oraninda besiyeri
eklenerek, 15 ml’lik steril santrifiij tlplerine aktarildi. Tripsin-EDTA'll besiyeriyi
uzaklagtirmak i¢cin 700 rpm’de 3 dk. santrifiijlenen hiicrelerin slipernatantlar1 atilarak
dibe ¢oken hiicre peleti 5 ml besiyeri i¢cinde tekrar homojenize edildi. Sayim i¢in bu
slispansiyondan besiyeri ile 1:10 oraninda seyreltilerek yeni bir hiicre siispansiyonu elde

edildi. Hemasitometre (Thoma lami) ile sayim yapildi. Belirlenen hiicre sayisini elde
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etmek i¢in Seyreltme miktar1 hesaplanarak, belirlenen oranlarda hiicre siispansiyonu
elde edildi ve 200 pl'de 500 ve 4000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu

petrilere ekim yapildu.

3.1.3. Hiicre Canhilik Testi (WST-1 Testi)

Ajanlarin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkilerini belirlemek igin WST-1 kiti (Cell
Proliferation Reagent WST-1, Abcam) kullanildi. WST-1 soliisyonu %5 FBS igeren
besiyeri ile 1:10 oraninda karistirilarak hazirlandi. Kuyucuklardan supernatantlar ¢ekildi
ve her bir kuyucuga 100 pl %10 WST-1 igeren besiyeri eklendi. Daha sonra 96
kuyucuklu hiicre kiiltiir petrileri 37 °C’de ve % 5 CO; igeren inkiibatorde 3 saat inkiibe
edildi. 3 saat sonunda 440 nm dalga boyu araliginda spektrofotometrede 6l¢iim yapildi.
Bu islem 4000 hiicreli tedavi gruplarina 48 saat sonra, 500 hiicreli tedavi gruplarina 72
saat sonra uygulandi. KCjunior (BIO-TEK) programi kullanilarak hiicre sayilari ¢ikan
degerlere gore hesaplandi. Excel programinda her grubun ortalama, standart sapma ve

standart hata degerleri hesaplandi ve grafikleri olusturuldu.

3.1.4. Hiicre sayisim1 Belirlemek icin Standart Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiir petrisinden besiyeri uzaklastirilarak 1 ml Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklendi,
Hiicrelerin tamaminin petri yiizeyinden ayrilmasi saglandi ve Tripsin-EDTA’nin etkisini
notralize etmek icin taze besiyeri eklendi. Thoma laminda hiicreler sayildiktan sonra ilk
standart 120.000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu petriye ekildi. Her bir kuyucukta bir
oncekinin yarisi kadar hiicre olacak sekilde hiicreler seyreltilerek ekildi. Hiicreler 24 saat
inkiibasyona birakildi. 24 saatin sonunda her bir kuyucuga %5 FBS’li besiyeri ile
hazirlanan %10’luk  WST-1 100ul eklendi. 3 saat inkiibasyon sonrasinda
spektrofotometrede 440 nm dalga boyunda okuma yapildi. Elde edilen degerler
KCjunior programi kullanilarak hesaplandi. Kullanilan her bir hiicre hatti i¢in bu islem

yapildi.
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3.2. Kullanilan Ajanlarin Stok Soliisyonlarmnin ve Tedavi Konsatrasyonlarinin
Hazirlanmasi

SB225002 (Cayman,182498-32-4) 10 mg, 568 ul dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢oziildii.
Deneylerde kullanilmak tizere 50 mM’lik stok soliisyonlar halinde hazirlandi. 20 pl’lik
alikotlar halinde - 20°C ‘de saklandi.

BYL719 (MedChem, HY-15244-2) 10 mg 2,267 ml DMSO i¢inde ¢oziildii. Deneylerde
kullanilmak iizere 10 mM’lik stok soliisyonlar halinde hazirlandi. 50 ul’lik alikotlar
halinde - 20°C ‘de saklandi.

GSK2636771 (Adoog, A11784-10), 10 mg, 2,309 ml DMSO iginde ¢6ziildii. Deneylerde
kullanilmak tizere 10 mM’lik stok soliisyonlar halinde steril kosullarda (laminar flow)
hazirland1 ve 50 pl’lik alikotlar halinde - 20°C ‘de sakland.

TGX221 (Tocris, 5832) 10 mg, 2,74 ml DMSO i¢inde ¢6ziildii. Deneylerde kullanilmak
tizere 10 mM’lik stok soliisyonlar halinde steril kosullarda hazirlandi ve 50 ul’lik
alikotlar halinde - 20°C ‘de saklanda.

FR236924 (Tocris, 3091) 10 mg, 3,24 ml ¢oziildii. Deneylerde kullanilmak {izere 10
mM’lik stok soliisyonlar halinde steril kosullarda hazirlandi ve 50 pl’lik alikotlar halinde
- 20°C “de sakland.

4TBM ve 4THM hiicre hatlar1 her kuyucukta 500 ve 4000 hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu petrilere ekildikten sonra etiivde 24 sa inkubasyona birakildi. 24 saat sonra
tedaviye baslangi¢ anindaki hiicre sayisini belirleyebilmek i¢in 96 kuyucuklu petrinin bir
sirasindaki kuyucuklara 100 pl %10 WST-1 koyuldu. 3 saat inkiibe edildikten sonra
spektrofotometrede 420-600 nm dalga boyunda okuma yapildi ve bu grup time zero (T0)
olarak adlandirildi. Her bir hiicre dizisi kulanacagimiz ajanlarin belirledigimiz
konsantrasyonlar1 (PI3K inhibitérleri BYL719, TGX221 ve GSK2636771 i¢in 0,01-
10uM, PKC aktivatorii FR236924 i¢in 0,01-10 uM, SB225002 igin 1 uM) (SP 10-0,001
ile muamele edildi Tedaviler 500 hiicreli gruplar i¢in %5 ve 4000 hiicreli gruplar i¢in

%0,2 FBS igeren besiyeri ortaminda kuyucuk basina 200 pl hacminde uygulandi.
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3.3. ELISA
Metastaz olusumunda 6nemli roliiniin oldugu bilinen CXCR2 ligandlarindan makrofaj
inflamatuar protein-2 (MIP-2) ve KC sekresyonu iizerine ajanlarin etkisini arastirmak

icin Elisa yontemi kullanildi.

3.3.1. Orneklerin Hazirlanmasi

4TBM ve 4THM hiicre hatlar1 96 kuyucuklu petrilere 500 ve 4000 hiicre/kuyucuk
olacak sekilde %5 FBS igeren ortamda ekildi, 24 saat sonra tedaviler 500 hiicre i¢in % 5
ve 4000 hiicre i¢cin % 0,2 FBS igeren besiyeri ortaminda uygulandi. Tedavi
baslangicindaki hiicre sayisini belirlemek i¢in bir siraya %10 WST-1 kiti koyuldu. 48 ve
72 saat sonra sirastyla 4000 ve 500 hiicreli tedavilerin supernatantlar1 toplandi ve bu
supernatantlar MIP-2 ve KC diizeyleri ELISA yontemi ile belirlemek {izere -80°C
dolaba kaldirildi. Es zamanl olarak tedavi sonundaki hiicre sayisindaki degisiklikler
WST-1 Kkiti ile belirlendi. ELISA sonuglart hiicre sayilarina eslenerek grafikler

olusturuldu.

3.3.2. Fosfat Tampon Soliisyonu (Phosphate buffer saline, Pbs)
8 g NaCl (Sigma), 0,2 g KCI (Sigma), 1,44 ¢ NaH2PO4 (Sigma), ve 0,24 g KH2PO4
(Sigma) tartilarak, 800 ml distile su i¢inde ¢oziildii. pH 7.4’ e ayarlandi ve toplam hacim

distile su ile 1 litreye tamamlandi. Soliisyon otoklavda steril edilerek kullanilda.

3.3.3. ELISA Yoéntem Protokolleri

Fare MIP-2 ELISA (Antigenix America, RMF431CK)

Soliisyonlarin hazirlanmasi

Capture Ab: Kit i¢indeki 50ug capture antikor igine 500ul ddH,O eklendi (0,1 pg/ml).
Alikotlandi, -20°C’de sakland1. (1ml PBS + 1pl capture Ab)

Tracer Ab: Kit i¢indeki 25ug tracer antikor i¢ine 500ul ddH>O eklendi. Alikotlandi,
-20°C’de sakland1. (1ml diluent + 1ul tracer Ab)

Standart: Kit igindeki standart i¢ine 50ul ddH,O eklendi (ana stok, 20000 ng/ml). 100
kez sulandirilip ara stok (200 ng/ml) yapildi (5ul ana stok+500ul ddH,0).

1. standart : 2000 pg/ml ile baslar.
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Sekil 3.1. Fare MIP-2 ELISA standart hazirlama yontemi

Diluent: PBS i¢inde %0,2 Tween20 + %5 FBS

Bloklama soliisyonu: PBS i¢inde %5 FBS

Yikama soliisyonu: PBS i¢inde %0,05 Tween20

HRP: Diluent ile 1:1000 oraninda hazirlanda.

Substrat: TMB A ve B 1:1 oraninda karistirildi ve 1siktan korundu.

Durdurma soliisyonu: 2N H,SO4

Protokoliin uygulanmasi

Yukarida belirtildigi sekilde (0,625 pg/ml) Capture antikor hazirlanip her bir kuyucuga

100 pl olacak sekilde dagitildi, 96 kuyucuklu high binding petrinin iizeri kapatildi.

- Gece boyu oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

- Bloklama soliisyonu her bir kuyucuga 300ul dagitildi.

- 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 2 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

- Standart ve 6rnekler 100ul olacak sekilde kuyucuklara yiiklendi.

- 2 saat oda 1sisinda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

- 0,3 pg/ml oraninda hazirlanan detection (tracer)100 pl her bir kuyucuga dagitildi.

- 2 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.
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- 4 kez yikama soliisyonu ile yikandi.

- HRP 100 pl yiiklendi.

- 30 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama soliisyonu ile yikandi.

- Substrat 100 pl her bir kuyucuga dagitildi.

- 30 dk renk degisimine gore karanlikta oda 1sisinda bekletildi.
- 100 pl reaksiyonu durdurma soliisyonu eklendi.

- 450-650 nm dalga boyunda okuma yapildi.

- Degerler KCjunior programinda hesaplandi.

Fare KC ELISA (Antigenix America, RMF428CK)

Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Coating buffer: Pbs

Capture Ab: Kit icindeki 50ug capture Ab igine 1000ul %1 BSA PBS eklenir.

Alikotlanir, - 80 dolapta saklanir. 1:750 oraninda hazirlanir.

Tracer Ab: Kit i¢indeki 25ug tracer direk alikotlanip -80dolapta saklanir. 1:1500
oraninda diluent ile hazirlanir.

Standart: Kit i¢indeki standart i¢ine 50ul %1BSA PBS eklenir. 5ul ana stok+500ul
%]1BSA PBS ile ara stok hazirlanip 100kez sulandirilarak kullanilir.

1. standart : 4000 pg/ml ile baslar

3 ulara 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul 150yl
e AN\ A/ A
297ul 150pl 150pl 150pl 150pl 150pl 150 ul 150pl
diluent diluent diluent diluent diluent diluent diluent diluent

Sekil 3.2. Fare KC ELISA standart hazirlama yontemi

Diluent: %5 FBS in PBS
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Blocking buffer: %5 FBS in PBS

Wash Buffer: %0,05 Tween20 in PBS

HRP: 1:15000 oraninda diliient ile hazirlanir.

Substrat: TMB A ve B 1:1 oraninda karistirilir. Isiktan korunur.
Stabilizer (5X): 4 ml ddH20 + 1 ml stabilizer

Protokoliin uygulanmasi

Yukarida belirtildigi sekilde capture antikor hazirlanip her bir kuyucuga 100 pl olacak
sekilde dagitildi, 96 kuyucuklu high binding petrinin {izeri kapatildi.

- Gece boyu oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 3 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

- Bloklama soliisyonu her bir kuyucuga 300ul dagitildu.

- 2 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 2 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

- Standart ve 6rnekler 100ul olacak sekilde kuyucuklara yiiklendi.
- 2 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 3 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

- 0,3 pg/ml oraninda hazirlanan detection (tracer)100 pl her bir kuyucuga dagitildi.
- 2 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 3 kez yikama soliisyonu ile yikandi.

- HRP 100 pl yiiklendi.

- 30 dk oda 1s1s1nda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama soliisyonu ile yikandi.

- Substrat 100 pl her bir kuyucuga dagitildu.

- 30 dk renk degisimine gore karanlikta oda 1sisinda bekletildi.

- 100 pl reaksiyonu durdurma soliisyonu eklendi.
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- 450 nm dalga boyunda okuma yapildu.

- Degerler KCjunior programinda hesaplandi.

3.4. Western Blot

Hiicre proliferasyonu ve kemokin salimi iizerine etkisini gordiigiimiiz ajanlarin, hiicre i¢i
sinyal yolaklarinda rol oynayan Onemli proteinlerden ERKZ1/2, P38 ve Akt’nin
fosforilasyonuna etkilerini  belirlemek ve semikantitatif olarak protein seviyelerini

karsilastirmak i¢in western blot yontemi uygulandi.

3.4.1. Hiicre Lizatinin Hazirlanmasi

Triton-X Lizis Tamponu

100mM Sodyum Floriir (NaF-Sigma S7920), 5S0mM HEPES (Sigma H3375), 150mM
Sodyum Kloriir (NaCl- Merck1.06404.1000), %10 Gliserol (Sigma G2025), %]1,2
Triton-X100 (Merck 1.08603.1000), ImM Magnezyum Kloriir (MgCl,-Sigma M8266),
1mM EGTA (Amresco 0732), 1ImM Sodyum-o-vanadat (Sigma S6508) ve 1x proteaz
inhibitor kokteyli (Roche). Solusyon pH: 7,4 (pH metre:Hanna Instruments pH 211)° e

ayarlandi.

Uygulama

4THM ve 4TBM hiicreleri kuyucuk basina 300.000 hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu
petrilere %5 fbs igeren besiyeri ortaminda ekildi. 24 sa. inkubasyonun ardindan,
belirlenen tedaviler (PI3Ka inhibitorii BYL719 10 pM, PKCe aktivatoric FR236924 25
uM, tek basima ve CXCR2 antagonisti SB225002 (1 uM, 10 uM) ile birlikte % 0,2 fbs
iceren besiyeri ortamda uygulandi. Tedaviden 40 saat sonra besiyeri uzaklastirilarak
hiicreler soguk 1xPBS ile yikandiktan sonra 6 kuyucuklu petrinin her bir kuyucuguna
250 pl Triton-X Lizis tamponu eklendi. Hiicreler pipetajla kaldirildi ve steril 1,5 ml’lik
deney tiipiine toplandi. Buz i¢inde 30 dk tutulan 6rnekler 1 dk. vortekslendikten sonra
10.000 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatant lizat olarak steril bir 1,5 ml'lik deney
tiipiine transfer edildi. Ornekler kullanilana kadar -80 °C’de saklandi.
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Orneklerdeki Protein Miktarmin Belirlenmesi

Her bir lizatin esit miktarda protein igermesi igin protein miktar tayini yapilmistir.

50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 ul 50 ul 50 ul
stok
([ 0y [y [y [
50 ul 50 pl 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
ddH,O ddH,0 ddH;0 ddH;0 ddH,0 ddH,O ddH,O

Sekil 3.3. Protein assay standart hazirlama yontemi
-Stok Standart 2,66mg/ml

-5X  protein assay boyasi (Bio-Rad Protein assay Dye Reagent Contrate Cat.No.500-
0006) ddH,0 eklenerek 1X’e dilue edilir.

-Orneklerden 5ul alinarak 95ul ddH,O ile dilue edilir. 1,5 ml'lik deney tiipiinde
hazirlanan bu diliisyonlardan 5ul ve 10 pl alinarak 96 kuyucuklu petriye koyulur ve 1X
Dye ile 170 pl’ ye tamamlanir.

-96 kuyucuklu petrinin bir sirasina ise 40 pl Standartlar yiiklenir ve 170 pul’ ye 1X Dye

ile tamamlanir.

-Yarim saat karanlikta oda 1s1sinda bekletilir.

-Spektrofotometre cihazinda 595 nm’de okunur.

-Orneklerdeki protein miktarlart KCjunior programi kullamilarak hesaplandi. Cikan

protein miktarlaria gore 6rneklerden ne kadar kullanilacagi hesaplandi.

3.4.2. Western Blot Protokolii

Western Blot yonteminde kullandigimiz soliisyonlar:
Resolving Buffer:

1,5 M TrisBase pH: 8.8

1 It.’si i¢in 181,64 gr Trisbase tartilir ve distile suda ¢oziiliir.
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Stacking Buffer:
0,5 M TrisBase pH:6,8

1 It sii¢in 60,5 gr trisbase tartilir ve distile suda ¢6ziiliir.

10x Running Buffer:
15 gr. TrisBase + 94 gr. Glisin + 50 ml %10 SDS karigimi 1’1t ye distile su ile

tamamlanir. Sollisyon pH ayari gerektirmemektedir.

4. 10x TBS:

Tris base 24.2 gr + NaCl 80gr + 800 ml ddH20 ¢ozdiirtiliir. pH : 7.6’ya ayarlanir. 11t’ye
kadar ddH20 koyulur.

1x TBST; 1 It 1x TBS’ye 1ml Tween 20 eklenerek elde edilir.

5. 2x SDS Loading Dye:
20ml ddH20 + 20ml stacking buffer +20ml %10 SDS + 40ml gliserol +6 mg bromofenol
blue karistirilir ve her birinde 950ul olacak sekilde ependorflara boliiniir -80’e kaldirilir,

kullanilacagi zaman 50ul B-merkaptoetanol eklenir.

6. %10 APS:
Taze hazirlanmalidir. 0,1 gr APS 1 ml ddH20°da ¢oziiliir.

7. Transfer Buffer:
3,75gr glisin + 7,25gr TrisBase 1 It distile suda ¢oziiliir. Karistma 250 ml methanol
eklenir. Soliisyont+4'de saklanmalidir. Kullandigimiz transfer tanki icin 2.5 It

hazirlanmalidir.
8. Akrilamid/Bisakrilamid:
29:08 oraninda karistirilarak hazirlanir.

9. Commasive Blue :
200ml asetik asit + 1800ml H20 + 0,5 gr comassie blue + 1 sa karigtirilir filtreden

gegirilir.
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Tablo 3.1. Poliakrilamid jelin hazirlanmasi

Jelin Hazirlanmasi

Resolving %7 %10 %12 %15 | Stacking s5ml’ lik 10ml’lik
Su 10ml 77ml | 7ml | 47ml |[su | 3ml [ 6ml
Resolving Buffer 5ml 5ml 5ml | 5ml Stacking Buffer 1.25ml 2,5ml“~
Acr(29:08) 4.7ml 7ml 8ml | 10ml | Acr(29:08) 0,625ml | 1,25ml
%10SDS 0.2ml 0.2ml | 0.2ml | 0.2ml | %10SDS 50ul 100p |
%10 APS 0.2ml 02ml | 02ml | 0.2ml | %10 APS soul | 100pl
Temed 20pl 20pl 20ul | 20pl | Temed sul 10pl
Toplam 20ml. | 20ml 20ml | 20ml ]

Resolving jelin diiz olmasi igin tzerine %1'lik SDS hazirlanir.

Biiylik jel Dokiiltyorsa

Resolving %7 %10 %12 %15 Stacking 5ml’ lik 10ml’lik
Su 15ml 11,55ml | 10,5ml | 7.05ml | Su 3ml eml
Resolving Buffer 7,5ml 7,5ml 7,5ml 7,5ml | Stacking Buffer 1.25ml 2,5ml
Acr(29:08) 7,05ml | 10,5ml | 12ml | 15ml | Acr(29:08) | 0,625ml | 1,25ml
%10SDS 0.3ml 0.3ml 0.3ml 0.3ml | %10SDS 50ul 100pl
%10 APS 0.3ml 0.3ml 0.3ml 0.3ml | %10 APS 50ul 100wl
Temed 304 30ul zopl | sop |[Temed . s | op
Toplam 30ml 30ml F'v30ml " 36mi | g e :

Orneklerin hazirlanmasi

Orneklerden belirlenen miktarda alindi, drnek miktarmin yarist kadar 2x SDS-B-
merkaptoetanol (loading dye) eklendi. Vorteksle karistirildiktan sonra 95°C’de 4 dk
kaynatildiktan sonra kisa bir santrifiij yapildi ve ornekleri jele yiikleme basamagina

gecildi.

Orneklerin Jele Yiiklenmesi
%10 poliakrilamid jel hazirlandi ve jelin ilk kuyusuna 8 pl, eger bos kaliyorsa son
kuyusuna orneklerin diizgiin yiirlimesi ve bantlarin kaymamasi i¢in 20 ul loading dye

yiiklendi. Tlk asamada 120V akim verildi 6rnekler iist jeli gecince akim ornekler jelin
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sonuna kadar 150 V'da yiiriitiildii ve bdylece proteinler elektroforez yontemi ile

ayristirtlmig oldu.

Transfer Asamasi

Jel kullanilacag1 kisimlardan kesildi ve transfer buffer i¢inde 1-2 dak birakildi. Sandvig
hazirlanirken, siingerler ve whatman kagitlari transfer bufferda islatildi. PVDF membran
methanolde 1dk islatildi. Ve sirasiyla; Siyah yiizey -stinger- whatman kagidi (2 kat) —Jel
—Membran-whatman kagidi (2 kat) -siinger-beyaz yiizey seklinde sandvig hazirlandi.
Tabakalar arasinda hava kabarcigi kalmamasi i¢in her asamada cam tiip tabakalarin
tizerinde gezdirildi. Sandvi¢ kapatildi ve sandvigin siyah ylizeyi tankin siyah tarafina
gelecek sekilde cihaza yerlestirildi. Transfer buffer eklendi ve tankin kapagi kirmizi
kutup kirmiziya siyah kutup siyaha gelecek sekilde kapatildi. Buz igerisinde gece boyu
40 V'da transfer islemi gerceklestirildi. Transfer sonucunda sandvig¢ siyah tarafindan
acildi. Kurutma kagidiyla beraber jel membran {izerinden alindi. Membranin transfer
yapilan kismi isaretlendi (membranin jele bakan yiizeyi). Membran methanolde 1 dk

kadar fikse edildi (membran kesinlikle kurutulmamalidir).

Transfer kontrol islemi icin membran pons ile (3 dk), jel ise commasive boyasi1 (10 dk)
ile boyand1 ve protein bantlar1 goriiniir hale geldi. Boyalar solunmamalidir, bu yiizden
bu islem kapakli kaplarda yapilir. Boyama islemi sonrasinda membran 1x TBS-T ile , jel

ise destain ile yikandi.

Bloklama
TBS-tween20’de %5 siit tozu hazirlandi. Bloklama soliisyonu olarak kullanildi.

Membran bu soliisyonda oda 1sisinda 2 saat ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.

Blotlama (Antikorlar ile isaretleme)

Bloklama basamagindan sonra isaretleme basamagina gecildi. ilk &nce antikorlarin
hazirlanacagi ¢ozelti %1 BSA igeren TBS-T hazirlandi. Antikorla isaretleme islemi i¢in
isaretlenecek kisimlarindan kesilen membran pAkt i¢in 1/1000 diliisyonda gece boyu,
pP38icin 1/1500 ve pErk1/2 i¢in 1/2000 diliisyonunda 2 saat primer antikor ile inkiibe
edildi (pAkt ; Cell Signaling, 4060, Serd73, p-ERK1/2 ; p-p44/42, Cell Signaling, 9106,
Thr202/Tyr204, p-p38 MAPK Cell Signaling, 4511, Thr180/Tyr182). 1x Ths-Tween20
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ile yitkama isleminden sonra (4x10 dak) 1/3000 sekonder antikor (pAKT ve pP38 i¢in
antirabbit Sc-2004 , pERK1/2 igin antimouse Sc-2005) ile 2sa oda 1sisinda inkube edildi
ve daha Once yapilan yikama islemi tekrarlanarak isaretleme basamagi tamamlandi.
Proteinlerin esit oranda yiiklendigini ve transfer edildigini gostermek i¢in Gapdh
housekeeping protein olarak kullanildi (1:100000 x 2sa, Meridian Life Science,
H86504M).  Son  olarak  goriintiileme  islemi  i¢in  membranlar, ECL
(Electrochemiluminescence) (Biorad, 170,5061) ile oda 1sisinda 4 dk. inkube edildi ve

kaset i¢ine yerlestirildi.

Goriintiileme

Eski bir film lizerine membran, jele bakan yiizeyi yukarida olacak sekilde yerlestirildi.
Membran kasetteki seffaf dosya arasina alindi, karanlik ortamda membrandaki 1s1ma
film iizerine aktarildi ve yikama banyosu yapilarak membrandaki bantlar film tizerinde

goriiniir hale getirildi (Kodak, Al0241 0322).

3.5. Genel istatiksel Analizler
Deney gruplarina gore Student's t-testi, ANOVA ve takibinde Dunnett karsilastirma
testi, non-parametrik Mann—-Whitney testi ve Welch t-testi kullanildi. P<0,05 anlamli

kabul edildi. Analizler GraphPad InStat 3 software kulanilarak yapildi.

3.6. Calismalarda kullamilan sarf malzemeler, kimyasallar, Kitler ve cihazlar

Bu calismada, tiim geregler Akdeniz Universitesi, Saglik Bilimleri Arastirma ve
Uygulama Merkezi Aragtirma laboratuarinda saglandi ve tiim deneyler bu arastirma
laboratuarinda yiiriitiildii. Caligmada kullanilan kimyasallarin tamami molekiiler biyoloji

calismalari i¢in uygundur.
3.6.1. Calismada kullanilan sarf malzemeler

e Hiicre kiiltiir petrisi, 100 mm (Corning)

e 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir petrisi (Corning)
e 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir petrisi (Corning)
e Santrifiij tiipleri (15 ml ve 50 ml) (BD)

e Hiicre dondurma tiipleri (TRP)
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o Steril serolojik pipet (BD)

e Pipet uglart (10 ul, 100 pl, 200 ul, 1000 ul) (Thermo scientific)

e 15ml'lik deney tiipii (Axygen)

e PVDF-Plus, Transfer Membrani, (0.45 puM, 30cmx3m), (Milipore Kat No,
ISEQ00010)

e Enjektor

e Thoma lam1 (Marienfeld- C964730)

3.6.2. Calismada kullanilan kimyasallar

Tris Base : Applichem Cat No: 77-86-1

e Glisin : Sigma Cat No: 85H07821

e Metanol : Merck: 106007 Tween20 : Cayman Cat No : 400035
e Temed : Applichem Cat No : 110-18-9

e Akrilamid : Biorad Cat No : 161-0156

e Amonyum Persiilfat: Applichem Cat No : 7727-54-0

e Sodyum Dodesilsiilfat : Sigma Cat No : 114H0311

e Merkaptoetanol (%98, 100 ml): Sigma Cat No: M3148

e Bromofenol Mavisi (25 gr): Sigma Cat No: B0126

e Bovine Serum Albumin (100 gr): Sigma Kat No: A7906

e ECL Clarity Western Blotting Substrate 500 ml: BIO-RAD Kat No : 170-5061
e Marker (Protein Ladder (100 pl): Thermo scientific Kat. No : 26619
e Primer Antikor Rabbit pAKT (Cell signaling, 4060L)

e Primer Antikor Rabbit pERK, (Cell signaling, 9106L)

e Primer Antikor Rabbit pP38, (Cell signaling, 4511L)

e Sekonder Antikor Anti-Rabbit, (Santacruz, sc-2004)

e Sekonder Antikor Anti-Mouse, (Santacruz, sc-2005)

e Primer Antikor GAPDH, (Meridian, H86504M)

e Cell Proliferation Reagent WST-1, (Abcam, ab155902 )

e Fare MIP-2 ELISA, (Antigenix America, RMF431CK)

e Fare KC ELISA, (Antigenix America, RMF428CK)
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e FBS (Fetal Dana Serumu), (Gibco, 10270106)
e Tween 20, (Applichem,)

e Gentamisin, (nzytech MB16601)

e Sodyum kloriir (Carlo Erba)

e Proteaz inhibitor kokteyli (Roche diagnostic)

e Siit Tozu (yagsiz) (Pimnar)

e Dimetil siilfoksit(DMSO) (Ambresco)

e Bradford Dye reagent 1X (Biorad-ABD)

e B-Merkaptoetanol (Merck)

e Gliserol (Biotech)

e Tripsin % 0.05 (1X) (Thermo scientific)

e Etanol (Merck)

e Methanol (Merck)

e DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Biochrom, F4815)
e Non-essential amino asid (Biochrom - K 0293)
e Tyrpsin-EDTA (%0.25) (Sigma-T4049)

e Sodium piriivat 100 mM (Santa Cruz)

e 2-Betamerkaptoetanol 1000X (Merck, 8.05740.0250 250)
e BYL719 (MedChem, HY-15244-2)

e GSK2636771 (Adooq, A11784-10)

e TGX221 (Tocris, 5832)

e FR236924 (Tocris, 3091)

e SB225002 (Cayman,182498-32-4 )

3.6.3. Kullanilan aletler ve gerecler
e Inverted mikroskop (Olympos)
e Class Il Lamin Air (Esco)
e CO; inkiibatorii ( %5 CO,) (Thermo)
e Buzdolabi (+4 ve -20) (Beko)
e Santrifiij (Eppendorf)



Mikro santrifiij (Eppendorf)

Derin dondurucu (-80 °C) (Thermo)
S1v1 azot tanki

Vorteks (Velp)

Su banyosu (Memmert)

Otoklav (Niive)

Transfer cihazi (Amersham)
Sogutmali mikrosantrifiij (Thermo)
Elektroforez gii¢ kaynagi (Amersham)
Spektrofotometre (Thermo)

Hassas Terazi (Denver instrument)
Isitmali Manyetik Karistirict (Ika RH Basic)
Distile su cihazi (GFL)

Buz makinas1 (Ugur)

Jel yiirlitme tank1 (Biorad)

Ceker ocak

pH metre

otomatik pipetler

Laboratuar tipi derin dondurucu(-80) (Termo)
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4. BULGULAR

4.1. PI3Ka inhibitérii BYL719'un Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisi

PI3K pl110a alt tipine spesifik inhibitor BYL719'un 0,01-10uM konsantrasyonlari ile
metastatik meme kanseri 4TBM ve 4THM hiicre dizileri muamele edildi ve
proliferasyonlar1 lizerine olasi etkiler arastirildi. Yontemde anlatildigi gibi %5 FBS
iceren besiyeri ortaminda uygulanan tedavinin etkileri 72 saat sonra, %0,2 FBS igeren

ortamdaki tedavinin etkileri 48 saat sonra belirlendi.

Sonug olarak sekil 4.1'de gorildiigii gibi PI3Ko inhibitorii hem serumlu hem de
serumsuz ortamda konsantrasyon bagimli olarak her iki hiicrenin proliferasyonunu

yavaslattr. Ozellikle 1 ve 10 pM konsantrasyonun proliferasyonu belirgin olarak inhibe

ettigi belirlendi.
A 4TBM %5 B 4TBM %0,2
14000 - 30000
12000 - 25000 |
% 10000 - = *
% " * 2 20000 -
g  so00 g *
o o 15000 -
g oo 5
T 4000 T 10000 -
2000 5000 - '
u 1 - D 1
To K 10 1 0,1 0,01 T0 K 10 1 01 0,01
BYL719 (uM) BYL719 (uM)
c ATHM %5 b 4THM %0,2
’
16000 40000 -
14000 4 35000
12000 - 30000 - *
5 10000 G 25000
s s *
& =000 - & 20000 -
g 6000 2 15000
2 000 - 2 10000
2000 5000 - .
0 0
0 K 10 1 01 0,01 T0 K 10 1 01 0,01
BYL719 (M) BYL719 (uM)

Sekil 4.1. BYL719'un farkli konsantrasyonlarda, fare metastatik meme kanseri hiicre hatlart 4TBM ve
4THM 'nin proliferasyonlar1 lizerine etkilerini gosteren grafikler. A) 4TBM hiicre proliferasyonu iizerine
serumlu ortamdaki tedavilerin etkileri. B) 4TBM serumsuz ortam tedavilerinin etkileri. C) 4THM hiicre
proliferasyonu iizerine serumlu ortamdaki tedavilerin etkileri. D) 4THM serumsuz ortam tedavilerinin
etkileri. TO: Tedavi esnasindaki (baglangictaki) hiicre sayisini gostermektedir. (*p<0.05). Deneyler en az 4
tekrarli yapilmustir.
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4.2. PI3Ko. Inhibitérii BYL719'un MIP-2 Salimi Uzerine Etkisi

PI3Ka spesifik inhibitér BYL719'un 4TBM ve 4THM hiicrelerinin proliferasyonunu
belirgin sekilde inhibe ettigi konsantrasyonlarda (10 ve 1uM) MIP-2 salimindaki etkiler
de arastirildi. Yontemde anlatildigr gibi MIP-2 6l¢tiimi %5 FBS'lu grupta tedavinin 72.
saatinde toplanan besiyerlerinden, %0,2 FBS'lu grupta tedavinin 48. saatinde toplanan

besiyerlerinden ELISA yontemi ile yapildi.

Sonug olarak sekil 4.2'de goriildigii gibi PI3Ko inhibitori hem serumlu hem de
serumsuz ortamda her iki hiicrede MIP-2 salimm azaltt:. Ozellikle serumlu ortamda
4TBM hiicre dizisinin MIP-2 salimindaki azalma, 4THM ile kiyaslandiginda daha
belirgin diizeyde oOl¢iildii.

A B
4TBM %5 4TBM %0,2
250 - 500 -
200 400 -
E -
~ 150 - E 300 - *
2 * * E
& 100 | 200 -
g 2
S mm W -
0 0
K 10 1 K 10 1
BYL719 (uM) BYL719 (pM)
c D
[
4THM %5 4THM %0,2
250 600 -
* 500 -
200 - . *
- I
3 E
-E 150 E 00 |
1 ~
z 100 2 aw
2 s 2 100 -
0 0
K 10 1 K 10 1
BYL719 (uM) BYL719 (uM)

Sekil 4.2. PI3Ka inhibit6riiniin (10 ve 1uM konsantrasyonda) 4TBM ve 4THM hiicre hatlarinin MIP-2
salimu lizerine etkilerini gosteren grafikler. 4TBM ve 4THM'de %5 FBS igeren ortamda MIP-2 salimi
tizerine etkiler sirasiyla panel A ve C'de, %0,2 FBS igeren ortamda MIP-2 salimu {izerine etkiler panel B
ve D'de gosterilmektedir. (*p<0.05). Deneyler 4 tekrarli yapilmistir. Sonuglar 100.000 hiicreye
oranlanarak grafige uyarlanmistir.
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4.3. PI3Ka Inhibitérii BYL719'un KC Salimm Uzerine Etkisi

PI3Ka spesifik inhibitér BYL719'un 4TBM ve 4THM hiicrelerinin proliferasyonunu
belirgin sekilde inhibe ettigi konsantrasyonlarda (10 ve 1uM) KC salimindaki etkiler de
arastirildi. Yontemde anlatildigi gibi KC sekresyonundaki olas1 degisiklikler %5 FBS'lu
grupta tedavinin 72. saatinde toplanan besiyerlerinden, %0,2 FBS'lu grupta tedavinin
48. saatinde toplanan besiyerlerinden ELISA yontemi ile belirlendi.

Sonug olarak sekil 4.3'te goriildiigi gibi PI3Ka inhibitorii 10uM'da hem serumlu (%5)
hem de serumsuz (%0,2) ortamda her iki hiicrede KC salimini azaltti. Ozellikle %5
FBS'lu ortamdaki etkiler her iki hiicre dizisinde de benzer iken, KC salimindaki azalma
%0,2 FBS'lu ortamda 4TBM hiicre dizisinde daha belirgin gozlendi.
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Sekil 4.3. PI3Ka inhibitdriiniin (10 ve 1uM konsantrasyonda) 4TBM ve 4THM hiicre hatlarinin KC
salimi iizerine etkilerini gosteren grafikler. 4TBM ve 4THM'de %5 FBS igeren ortamda KC salimu {izerine
etkiler sirasiyla panel A ve C'de, %0,2 FBS igeren ortamda KC salimi iizerine etkiler panel B ve D'de
gosterilmektedir. (*p<0.05). Deneyler 4 tekrarli yapilmistir. Sonuglar 100.000 hiicreye oranlanarak grafige
uyarlanmigtir, KC salimindaki azalma proliferasyondaki inhibisyondan bagimsiz olarak grafiklenmistir.
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4.4, PI3Kp Inhibitérii GSK2636771'in Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisi

PI3KP inhibitérii GSK2636771'in 0,01-10uM konsantrasyonlar1 ile metastatik meme
kanseri 4TBM ve 4THM hiicre dizileri muamele edildi ve proliferasyon {izerine olasi
etkileri arastirildi. Yontemde anlatildignr gibi %5 FBS igeren besiyeri ortaminda
uygulanan tedavinin etkileri 72 saat sonra, %0,2 FBS igeren ortamdaki tedavinin etkileri

48 saat sonra belirlendi.

Sonug olarak sekil 4.4'te goriildiigii gibi PI3Kp inhibitorii hiicrelerin proliferasyonunu

etkilememektedir.
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Sekil 4.4. GSK2636771'in farkli konsantrasyonlarda, fare metastatik meme kanseri hiicre hatlar1 4TBM ve
4THM 'nin proliferasyonlar1 tizerine etkilerini gosteren grafikler. A) 4TBM hiicre proliferasyonu iizerine
serumlu ortamdaki tedavilerin etkileri. B) 4TBM serumsuz ortam tedavilerinin etkileri. C) 4THM hiicre
proliferasyonu iizerine serumlu ortamdaki tedavilerin etkileri. D) 4THM serumsuz ortam tedavilerinin
etkileri. TO: Tedavi esnasindaki (baslangigtaki) hiicre sayisin1 gostermektedir. Deneyler en az 4 tekrarli
yapilmigtir.
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4.5. PI3KB Inhibitorii GSK2636771'in MIP-2 Salim1 Uzerine Etkisi

PI3Kp inhibitorii GSK2636771'in 1 ve 10 uM konsantrasyonlarda 4TBM ve 4THM
hiicrelerinin MIP-2 salimi {izerine etkileri arastirildi. Yontemde anlatildigi gibi MIP-2
6lgtimii %5 FBS'lu grupta tedavinin 72. saatinde toplanan besiyerlerinden, %0,2 FBS'lu
grupta tedavinin 48. saatinde toplanan besiyerlerinden ELISA yo6ntemi ile yapildi.

Sonug olarak sekil 4.5'te goriildiigii gibi PI3K inhibitorii GSK2636771, MIP-2 salimini

proliferasyon da oldugu belirgin olarak etkilememektedir.
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Sekil 4.5. PI3Kf inhibitorii GSK2636771 (10 ve 1uM konsantrasyonda) 4TBM ve 4THM hiicre
hatlarinin MIP-2 salimu iizerine etkilerini gosteren grafikler. 4TBM ve 4THM'de %5 FBS igeren ortamda
MIP-2 salimi iizerine etkiler sirasiyla panel A ve C'de, %0,2 FBS igeren ortamda MIP-2 salimi {izerine
etkiler panel B ve D'de gosterilmektedir. (*p<0.05). Deneyler 4 tekrarli yapilmistir. Sonuglar 100.000
hiicreye oranlanarak grafige uyarlanmistir.
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4.6. PI3Kp Inhibitorii GSK2636771'in KC Salimi Uzerine Etkisi

PI3Kp inhibitori GSK2636771'in 10 ve 1uM konsantrasyonlarda 4TBM ve 4THM
hiicrelerinin KC salimi iizerine etkileri arastirildi. Yontemde anlatildigr gibi MIP-2
Olgtimii %5 FBS'lu grupta tedavinin 72. saatinde toplanan besiyerlerinden, %0,2 FBS'lu
grupta tedavinin 48. saatinde toplanan besiyerlerinden ELISA yo6ntemi ile yapildi.

Sonug olarak sekil 4.6'da goriildiigii gibi PI3Kp inhibitérit GSK2636771'in KC salimini
belirgin olarak etkilememektedir. Ancak yiiksek konsantrasyonda diisiik serum

varliginda 4THM hiicrelerinde belirgin diizeyde arttirmaktadir.
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Sekil 4.6. PI3Kf inhibitorii GSK2636771 (10 ve 1uM konsantrasyonda) 4TBM ve 4THM hiicre
hatlarinin KC salimi iizerine etkilerini gosteren grafikler. 4TBM ve 4THM'de %5 FBS igeren ortamda KC
salimi lizerine etkiler sirasiyla panel A ve B'de, %0,2 FBS iceren ortamda KC salimu iizerine etkiler panel

C ve D'de gosterilmektedir. (*p<0.05). Deneyler 4 tekrarli yapilmistir. Sonuglar 100.000 hiicreye
oranlanarak grafige uyarlanmistir.
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4.7. PI3Kp Inhibitérii TGX221'in Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisi
PI3Kp inhibitori TGX221'in 0,01-10uM konsantrasyonlari ile metastatik meme kanseri

4TBM ve 4THM hiicre dizileri muamele edildi ve proliferasyon iizerine olasi etkileri

arastirlldi. Yontemde anlatildigi gibi %5 FBS igeren besiyeri ortaminda uygulanan

tedavinin etkileri 72 saat sonra, %0,2 FBS igeren ortamdaki tedavinin etkileri 48 saat

sonra belirlendi.

Sonu¢ olarak sekil 4.7'de gorildigi gibi PI3KB inhibitorii TGX221 hiicrelerin

proliferasyonunu degistirmemektedir.
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Sekil 4.7. TGX2211'in farkli konsantrasyonlarda, fare metastatik meme kanseri hiicre hatlart 4TBM ve
4THM 'nin proliferasyonlar iizerine etkilerini gosteren grafikler. A) 4TBM hiicre proliferasyonu iizerine
serumlu ortamdaki tedavilerin etkileri. B) 4TBM serumsuz ortam tedavilerinin etkileri. C) 4THM hiicre
proliferasyonu {izerine serumlu ortamdaki tedavilerin etkileri. D) 4THM serumsuz ortam tedavilerinin
etkileri. TO: Tedavi esnasindaki (baslangigtaki) hiicre sayisin1 gostermektedir. Deneyler en az 4 tekrarl
yapilmigtir.
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4.8. PI3Kp Inhibitérii TGX221'in MIP-2 Salimi Uzerine EtKkisi

PI3Kp inhibitérii TGX221'in 10 ve 1uM konsantrasyonlarda 4TBM ve 4THM
hiicrelerinin MIP-2 salimi {izerine etkileri arastirildi. Yontemde anlatildigi gibi MIP-2
Olgtimii %5 FBS'lu grupta tedavinin 72. saatinde toplanan besiyerlerinden, %0,2 FBS'lu
grupta tedavinin 48. saatinde toplanan besiyerlerinden ELISA yo6ntemi ile yapildi.

Sonug olarak sekil 4.8'de goriildiigii gibi PI3KP inhibitori TGX221, MIP-2 salimin

proliferasyon da oldugu belirgin olarak etkilememektedir.
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Sekil 4.8. PI3Kp inhibitori TGX221'in 10 ve 1uM konsantrasyonda 4TBM ve 4THM hiicre hatlarinin
MIP-2 salimu iizerine etkilerini gosteren grafikler. 4TBM ve 4THM'de %5 FBS igeren ortamda MIP-2
salimi lizerine etkiler sirasiyla panel A ve C'de, %0,2 FBS igeren ortamda MIP-2 salimi {izerine etkiler
panel B ve D'de gosterilmektedir. (*p<0.05). Deneyler 4 tekrarli yapilmistir. Sonuglar 100.000 hiicreye
oranlanarak grafige uyarlanmistir.
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4.9. PI3Kp Inhibitérii TGX221'in Salim Uzerine Etkileri

PI3KB inhibitori TGX221'in 10 ve 1uM konsantrasyonlarda 4TBM ve 4THM
hiicrelerinin KC salimi iizerine etkileri arastirildi. Yontemde anlatildigr gibi MIP-2
Olciimii %5 FBS'lu grupta tedavinin 72. saatinde toplanan besiyerlerinden, %0,2 FBS'lu
grupta tedavinin 48. saatinde toplanan besiyerlerinden ELISA yontemi ile yapildu.

Sonug olarak sekil 4.9'da goriildiigii gibi PI3Kp inhibitorii TGX221'in KC salimim

yiiksek konsantrasyonda diislik serum varliginda her iki hiicre dizisinde belirgin diizeyde

azaltmaktadir.
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Sekil 4.9. PI3Kp inhibitorii TGX221'in 10 ve 1uM konsantrasyonda 4TBM ve 4THM hiicre hatlarinin
KC salimi iizerine etkilerini gosteren grafikler. 4TBM ve 4THM'de %35 FBS iceren ortamda KC salimi
iizerine etkiler sirasiyla panel A ve C'de, %0,2 FBS igeren ortamda KC salimi {izerine etkiler panel B ve
D'de gosterilmektedir. (*p<0.05). Deneyler 4 tekrarli yapilmistir. Sonuglar 100.000 hiicreye oranlanarak
grafige uyarlanmustir.
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4.10. PI3Ka Inhibitérii BYL719'un CXCR2 Antagonisti ile Birlikte Hiicre
Proliferasyonu Uzerine Etkisi

PI3K o inhibitorii olarak secilen BYL719, B inhibitorlerinden farkli olarak Sekil 1'de
gorildiigi gibi 4TBM ve 4THM hiicrelerinde konsantrasyon bagimli hiicre
proliferasyonunu yavaslatti. Benzer sekilde BYL719 6zellikle 4TBM hiicrelerinde MIP-
2 salimin1 belirgin diizeyde azaltti. KC salimi iizerinde de azaltici etkisi gozlendi (Sekil
2 ve 3). PI3K inhibitorleri arasinda pl110a alt tipine spesifik olan inhibitor BYL719
belirgin sekilde daha etkili oldugu i¢in CXCR2 antagonisti ile birlikte kullaniminin olas1
etkileri arastirtlmistir. Sonu¢ olarak, SB225002, 4TBM ve 4THM hiicre hatlarinin
proliferasyonunu belirgin olarak azaltmaktadir. 10 uM BYL719 ile 6zellikle 4TBM
hiicre hattinda her iki ortamda (%5 ve %0,2 FBS'li) SB225002'nin proliferasyon
tizerindeki inhibe edici etkisi daha da artmaktadir (sekil 4.10).
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Sekil 4.10. PI3Ka inhibitérii BYL719' un CXCR2 antagonisti SB225002 ile birlikte hiicre proliferasyonu
iizerine etkilerini gosteren grafikler. 4TBM ve 4THM'de %5 FBS igeren ortamda proliferasyon iizerine
etkiler sirasiyla panel A ve C'de, %0,2 FBS iceren ortamda proliferasyon iizerine etkiler panel B ve D'de
gosterilmektedir. (*p<0.05). Deneyler en az 4 tekrarlt yapilmigtir.
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4.11. PI3Ka Inhibitérii BYL719'un CXCR2 Antagonisti ile Birlikte MIP-2 Salim
Uzerine Etkisi

Metastatik meme kanseri hiicrelerinde, CXCR2 antagonisti SB225002 ile tedavinin,
anjiyojenik bir kemokin olan MIP-2'nin sekresyonunu arttirdigi ve bu durumunda kronik
antagonist tedavisinde direng gelisimine yol agabilecegi onceki ¢alismamizda tespit
edilmisti (Erin et al. 2015). Calismamizin devami niteliginde, hiicre proliferasyonu,
MIP-2 ve KC salimi {izerine tek basimna oOnemli etkilerini gordiigiimiiz PI3Ka
inhibitoriiniin CXCR2 inhibisyonuna bagli MIP-2 artisin1 geri gevirip ¢eviremeyecegi
arastirildi. Bunun i¢in SB225002 (1 uM), BYL719 (0,1-10 uM) ile birlikte uygulandi.
Sonug olarak, SB225002'nin MIP-2 salimim arttirict etkisi 10 pM BYL719 ile beyine
metastaz yapan hiicrelerde belirgin olarak geri donmektedir. 4THM hiicre hattinda %5
FBS varliginda etki kismen gozlenirken %0,2 FBS'lu ortamda belirgin bir etki
gozlenmemektedir ( sekil 4.11).
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Sekil 4.11. PI3Ka inhibitorii BYL719' un CXCR2 antagonisti SB225002 ile birlikte MIP-2 salim1 iizerine
etkilerini gosteren grafikler. 4TBM ve 4THM'de %5 FBS iceren ortamda MIP-2 {izerine etkiler sirasiyla
panel A ve C'de, %0,2 FBS igeren ortamda MIP-2 {izerine etkiler panel B ve D'de gdsterilmektedir.
(*p<0.05). Deneyler en az 4 tekrarli yapilmustir.
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4.12. PI3Ko Inhibitérii BYL719'un CXCR2 Antagonisti ile Birlikte KC Salim
Uzerine Etkisi

Hiicre proliferasyonu, MIP-2 ve KC salimi iizerine tek basina onemli etkilerini
gordiiglimiiz PI3Ka ihibitoriiniin, CXCR2 inhibisyonuna bagli KC salimindaki artisi
geri gevirip ¢eviremeyecegi arastirildi. Sonug¢ olarak sekil 4.12'de gorildiigii gibi
serumlu ortamda SB225002'nin KC salimint arttirict etkisi, 10uM BYL719 ile beyin ve
kalp metastatik meme kanseri hiicrelerde belirgin olarak geri donmektedir. %0,2 FBS'lu

ortamda her iki hiicre hattinda da belirgin bir etki gézlenmemektedir.
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Sekil 4.12. PI3Ka inhibitorii BYL719' un CXCR2 antagonisti SB225002 ile birlikte KC salimi iizerine
etkilerini gosteren grafikler. 4TBM ve 4THM'de %5 FBS iceren ortamda KC salimi iizerine etkiler
sirastyla panel A ve C'de, %0,2 FBS iceren ortamda KC salimi iizerine etkiler panel B ve D'de
gosterilmektedir. (*p<0.05). Deneyler en az 4 tekrarl yapilmistir.

Bu sonuglar PI3K inhibitorleri arasinda BYL719’un CXCR2 antagonisti ile birlikte
kullanimimin 6zellikle beyine metastaz yapmis meme kanseri hiicreleri {izerinde etkin

anti-tiimoral yanit olugturabilecegini gostermektedir.
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4.13. Hiicre Ici Sinyal Proteinleri Uzerine SB225002 ve BYL719'un Etkileri

4TBM ve 4THM hiicre dizilerinde 6nemli antitiimor etkileri belirlenen BYL719'un ve
SB225002'nin sinyal yolaklarinda rol oynayan proteinlerin fosforilasyonlari tizerine
olast etkileri arastirildi. Bunun i¢in ¢alismamizda, proliferasyon, MIP-2 ve KC salimi
tizerine etkili goriilen konsantrasyonlar yiiksek sayida hiicrelere (300.000) uygulandi ve
40 saat sonra lizatlar elde edildi. Elde edilen lizatlarda Akt/PKB, ERK1/2 ve P38

fosforilasyonlarindaki degisiklikler western blot yontemi ile belirlendi.

4.13.1. PI3Ke inhibitori BYL719 ve CXCR2 antagonisti SB225002'nin tek ve
birlikte kullaniminmin AKT fosforilasyonu iizerine etkileri

4TBM ve 4THM hiicre dizilerinde SB225002 (1 ve 10 uM) ve BYL719'un (10 uM)
hiicre proliferasyonunda 6nemli rol oynayan AKT fosforilasyonu iizerine etkisi
belirlendi. Buna gore BYL719 1 ve 10 pM'da her iki hiicre dizisinde Akt
fosforilasyonunu inhibe etmektedir ve etki SB225002 ile birlikte geriye donmemistir.
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Sekil 4.13. Akt/PKB fosforilasyonu iizerine, SB225002 (1 ve 10 uM) ve BYL719'un (1 vel0 pM) tek

basina ve birlikte etkileri. Olasi etki %0,2 FBS varliginda uygulanan tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre
lizatlarinda western blot tayini ile gosterilmistir. Gapdh kontrol amaciyla kullanilmistir ( house keeping).

(SB; SB225002, BYL; BYL719)
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4.13.2. PI3Ka Inhibitorii BYL719 ve CXCR2 Antagonisti SB225002'nin Tek ve
Birlikte Kullamminin ERK1/2 Fosforilasyonu Uzerine Etkileri

4TBM ve 4THM hiicre dizilerinde SB225002 (1 ve 10 uM) ve BYL719'un (10 uM)
hiicre proliferasyonunda 6nemli rol oynayan pERK1/2'nin ekspresyonlari iizerine etkiler
belirlendi. Sonug olarak, SB225002 10 uM'da ERK1/2 fosforilasyonunu her iki hiicre
dizisinde de tamamen inhibe ederken; BYL719'un tek basina etki etmedigi ve birlikte
kullanildiginda SB225002'nin inhibe edici etkisinin devam ettigi belirlendi (sekil 4.14).
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Sekil 4.14. ERK1/2 fosforilasyonu tizerine, SB225002 (1 ve 10uM) ve BYL719'un (10uM) tek basina ve
birlikte etkileri. Olas1 etki %0,2 FBS varliginda uygulanan tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre
lizatlarinda western blot tayini ile gosterilmistir. BYL; BYL719, SB; SB225002. Gapdh kontrol amaciyla
kullanilmustir (house keeping).

59



4.13.3. PI3Ka Inhibitorii BYL719 ve CXCR2 Antagonisti SB225002'nin Tek ve
Birlikte Kullamiminin P38 Fosforilasyonu Uzerine Etkileri

4TBM ve 4THM hiicre dizilerinde SB225002 (1 ve 10uM) ve BYL719'un (10uM) hiicre
proliferasyonu ve sitokin/kemokin saliminda ©6nemli rol oynadigir bilinen pP38
ekspresyonlari {izerine etkiler belirlendi. Sonug¢ olarak, 10uM SB225002 ile P38
fosforilasyonu her iki hiicre dizisinde de belirgin sekilde inhibe olurken; BYL719'un etki
etmedigi ancak SB225002 ile birlikte kullanildiginda inhibisyonun azaldig: tespit edildi
(sekil 4.15).

4TBM 4THM

BYL  BYLI0uM  BYL-10pM BYL BYL-10pM  BYL-10pM
luM louM 100M SB-1pM  SB-10pM ivM 10uM 10pM SB-IpM SB-10pM

pP38

Gapdh- _

Sekil 4.15. P38 fosforilasyonu tizerine, SB225002 (1 ve 10uM) ve BYL719'un (10uM) tek basina ve
birlikte etkileri. Olast etki %0,2 FBS varliginda uygulanan tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre
lizatlarinda western blot tayini ile gosterilmistir. BYL; BYL719, SB; SB225002. Gapdh kontrol amaciyla
kullanilmustir (house keeping).
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4.14. PKC¢ Aktivatorii FR236924 ve CXCR2 Antagonisti SB225002'nin  Tek ve
Birlikte Kullaniminin Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkileri

FR236924 tek basina ve CXCR2 antagonisti ile birlikte 4TBM ve 4THM hiicrelerine
uygulandi. Sekil 16’da goriildiigii gibi FR236924 otokrin faktorlere bagli hiicre
¢ogalmasimni 10uM konsantrasyonda belirgin derecede her iki hiicre hattinda da
baskilamaktadir. Ayrica bu grupta CXCR2 antagonisti SB225002’nin antiproliferatif
etkisini geriye ¢evirmedigi gibi daha da arttirmaktadir. %5 FBS varliginda ise 10 uM'da

hiicre proliferasyonunu 6nemli diizeyde etkilemedigi belirlenmistir (sekil 4.16).
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Sekil 4.16. PKCE aktivatorii FR236924 hiicre ¢ogalmasi iizerine tek bagina ve SB225002 (1 ve 10 uM) ile
birlikte etkileri. 4TBM ve 4THM'de %5 FBS igeren ortamda proliferasyon lizerine etkiler sirasiyla panel
A ve C'de, %0,2 FBS iceren ortamda proliferasyon iizerine etkiler panel B ve D'de gdsterilmektedir.
(*p<0.05). Deneyler en az 4 tekrarh yapilmistir. FR; FR236924, SB; SB225002.
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4.15. PKC¢ Aktivatorii FR236924 ve CXCR2 Antagonisti SB225002'nin  Tek ve
Birlikte Kullanimimin MIP-2 Salini Uzerine Etkileri

FR236924 hipotezde planlandigr gbi CXCR2 inhibisyonuna bagli kemokin salimindaki
artis1 engelleyip engellemedigi arastirildi. Sekil 17'de goriildigi gibi 0,1-10 uM
konsantrasyonlarinda FR236924, her iki hiicre dizisinde CXCR2 inhibisyonuna bagli
MIP-2 deki artis1 kismen engellemektedir (sekil 4.17).
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Sekil 4.17. PKCE aktivatorii FR236924 tek bagina ve SB225002 (1 ve 10 uM) ile birlikte MIP-2 salimina
etkileri. (SB; SB225002, FR; FR236924) 4TBM hiicre dizisinin MIP-2 salimindaki etkileri gdsteren
grafikler panel A, 4THM hiicre dizisinin MIP-2 salimindaki etkileri gosteren grafikler panel B. Sonuglar
100.000 hiicreye oranlanarak hesaplanmistir. Sonuglar 100.000 hiicreye oranlanarak hesaplanmustir.
(*p<0.05). Deneyler 4 tekrarli yapilmistir. FR; FR236924 SB; SB225002.
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4.16. PKCg¢ aktivatoriic FR236924 ve CXCR2 Antagonisti SB225002'nin  Tek ve

Birlikte Kullanmminin KC Salim Uzerine Etkileri

MIP-2 salimi ile benzer etkiler KC saliminda da gozlendi. Sonug olarak, sekil 4.18'de
gortldiigi gibi 0,1-10 uM konsantrasyonlarinda FR236924, o6zellikle 4TBM hiicre
dizisinde CXCR2 inhibisyonuna bagli KC' deki artis1 kismen baskilamaktadir. 4TBM

ile kiyaslandiginda etki 4THM'de daha azdir sadece yiiksek konsantrasyonda kismen

gorilmektedir.
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Sekil 4.18. PKCE aktivatorii FR236924 tek basina ve SB225002 (1 ve 10 uM) ile birlikte KC salimina
etkileri. (SB; SB225002, FR; FR236924) 4TBM hiicre dizisinin KC salimindaki etkileri gosteren grafikler
panel A, 4THM hiicre dizisinin KC salimindaki etkileri gosteren grafikler panel B. Sonuglar 100.000
hiicreye oranlanarak hesaplanmistir. (*p<0.05). Deneyler 4 tekrarli yapilmistir.(FR; FR236924 SB;
SB225002)
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4.17. Hiicre I¢i Sinyal Proteinleri Uzerine SB225002 ve FR236924'iin Etkileri
4.17.1. PKC¢ Aktivatorii FR236924 ve CXCR2 Antagonisti SB225002'nin  Tek ve
Birlikte Kullamiminin Akt Fosforilasyonu Uzerine Etkileri

4TBM ve 4THM hiicre dizilerinde SB225002 (10 uM) ve FR236924'in (10 ve 25 uM)
hiicre proliferasyonunda 6nemli rol oynayan pAKT' nin ekspresyonlari iizerine olasi
etkileri arastirildi. Sonug olarak, SB225002, 10 uM'da AKT fosforilasyonunu 4TBM
hiicre dizisinde baskilarken; FR236924'in etki etmedigi ancak 25uM'da SB225002'nin
inhibe edici etkisini kismen azalttigi belirlendi. 4THM'de ise belirgin bir etki
gozlenmedi (sekil 4.19).

4TBM 4THM

FR FR SB FR-10uM  FR-25pM K FR FR SB FR-10uM  FR-25pM
10uM 25uM  10pM  SB-10puM SB-10uM 10uM  25puM  10pM  SB-10uM  SB-10uM

Sekil 4.19. SB225002 (10 uM) ve FR236924'tin (10 ve 25 uM), AKT fosforilasyonu iizerine tek bagina ve
birlikte etkileri. Olasi etki %0,2 FBS ortaminda 40 saatlik tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre

lizatlarindan western blot tayini ile gosterilmistir. FR; FR236924, SB; SB225002. Gapdh kontrol amaciyla
kullanilmustir (house keeping).

pAkt

Gapdh




4.17.2. PKC¢ Aktivatorii FR236924 ve CXCR2 Antagonisti SB225002'nin  Tek ve
Birlikte Kullamminin ERK1/2 Fosforilasyonu Uzerine Etkileri

4TBM ve 4THM hiicre dizilerinde SB225002 (10 uM) ve FR236924'in (10 ve 25 uM)
hiicre proliferasyonunda 6nemli rol oynayan pERK1/2'nin ekspresyonlari iizerine olasi
etkileri arastirildi. Sonug olarak, SB225002, 10 uM'da ERK1/2 fosforilasyonunu her iki
hiicre dizisinde de tamamen inhibe ederken; FR236924'ln etki etmedigi ve

SB225002'nin de etkisini degistirmedigi belirlendi (sekil 4.20).

4TBM 4THM
FR FR SB FR-10pM  FR-25uM K FR FR SB FR-10pM  FR-25uM
10pM  25pM  10pM SB-10pM  SB-10pM 10pM  25pM  10pM  SB-10pM  SB-10pM
™ -
o _

Sekil 4.20. SB225002 (10 pM) ve FR236924'in (10 ve 25 uM), ERK1/2 fosforilasyonu iizerine tek bagina
ve birlikte etkileri. Olas1 etki %0,2 FBS ortaminda 40 saatlik tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre

lizatlarindan western blot tayini ile gosterilmistir. FR; FR236924, SB; SB225002. Gapdh kontrol amacryla
kullanilmustir (house keeping).
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4.17.3. PKC¢ Aktivatorii FR236924 ve CXCR2 Antagonisti SB225002'nin  Tek ve
Birlikte Kullamiminin P38 Fosforilasyonu Uzerine Etkileri

4TBM ve 4THM hiicre dizilerinde SB225002 (10 uM) ve FR236924"in (10 ve 25 uM)
hiicre proliferasyonunda ve kemokin saliminda Onemli rol oynayan pP38'in
ekspresyonlari tizerine olasi etkileri arastirildi. Sonug olarak, 10uM SB225002 ile P38
fosforilasyonu her iki hiicre dizisinde de belirgin sekilde inhibe olurken; FR236924'in
etki etmedigi ancak birlikte kullanildiginda SB225002'nin etkisini 4THM'de kismen geri
cevirdigi tespit edildi (sekil 4.21).

4TBM 4THM
FR FR-100M  FR-25uM FR FR SB FR-10pM FR-25pM
1ouM 25uM 10uM SB-10pM  SB-10puM K 10pM  25puM 10pM SB-10pM  SB-10puM
ppas-
Gapdh_

Sekil 4.21. SB225002 (10 uM) ve FR236924'in (10 ve 25 uM), P38 fosforilasyonu iizerine tek basina ve
birlikte etkileri. Olasi etki %0,2 FBS ortaminda 40 saatlik tedaviler sonrasinda elde edilen hiicre
lizatlarindan western blot tayini ile gosterilmistir. FR; FR236924, SB; SB225002. Gapdh kontrol amaciyla
kullanilmustir (house keeping).
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5. TARTISMA

Kadinlarda meme kanserine bagli 6liimlerin en 6nemli sebebi uzak metastazlara bagh
hayati fonksiyonlarin bozulmasidir ve ne yazikki metastazi onleyebilecek ya da tedavi
edebilecek bir yontem heniiz bulunamamistir. Meme kanseri siklikla kemik, karaciger,
akciger ve beyine metastaz yapmaktadir. Etkili tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi
icin metastaz yapan hiicrelerin 6zellikleri, timor mikrogevresi ve metastatik siiregte rol

oynayan mekanizmalarin iyi tanimlanmasi gerekmektedir.

CXCR2, meme, pankreas, ve melanoma gibi metastatik indeksi yiiksek olan kanser
hiicreleri tizerinde eksprese edilir ve aktivasyonu metastatik gelisimle iligkilendirilmistir
(Miller ve ark., 1998; Norgauer ve ark., 1996; Takamori ve ark., 2000). CXCR2
ligandlarindan MIP-2, CXCR2 aracili sinyal yollar1 ile dogrudan tiimor hiicre
biiylimesine ve transformasyonuna neden olurken, notrofil infiltrasyonu ile anjiyogenezi
indiiklemektedir. Ayrica metastatik meme tiimérlerinde, primer tiimor dokularina gore 2
kattan daha fazla MIP-2 amplifiye edilmistir. Dolayisiyla CXCR2 ve MIP-2 meme
kanseri dahil cesitli kanserlerin progresyonu ile pozitif korelasyon gostermektedir. Bu
yiizden metastatik kanserlerin tedavisinde CXCR2 antagonistlerinin kullanimi 6n plana
cikmaktadir. Yapilan caligmalarda CXCR2 antagonistleri ile belirgin sekilde anti-
timorojenik etki saglanmistir. Biz de 6nceki ¢alismamizda metastatik meme kanseri
hiicrelerinde CXCR2 antagonisti (SB225002) ile giiglii antitiimorojenik etki saglandigini
ancak MIP-2 saliniminin arttigini tespit ettik ve bu durumun dirence neden olabilecegini
distindiik (Erin ve ark., 2015). Bu nedenle MIP-2 artisina yol agan mekanizmalarin
tespit edilmesi antagonistlerin etkinliginin arttirilmasi ve gelisecek olasi direncin Oniine
gecilmesi i¢in olduk¢a onemlidir. Bu konuda bildigimiz kadariyla yapilan bir ¢alisma

yoktur.

Bu ¢alismada da CXCR2 antagonisti SB225002’nin olas1 anti-tiimdral etkilerine
gelisebilecek diren¢ mekanizmalari meme kanserinde sik goriilen metastaz modelleri
tizerinde ayrintili olarak in-vitro deneylerde ilk kez arastirilmustir.

Onceki calismamizda kanserde genellikle aktiflesen ve gesitli tedavilere direncte rol

oynadigi bilinen sinyal yolaklarindan PI3K'!n inhibisyonu (Pan-PI3K inhibitorii
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LY294002) ile yaklasik %50 oraninda MIP-2 artisinda azalma tespit edilmisti (Erin ve
ark., 2015). Ancak Pan-PI3K inhibitérlerinin, tiim izoformlar1 hedef aldig: igin birgok
yan etkiye yol ac¢tigi bilinmektedir (Thorpe ve ark., 2015). Bu yiizden bu ¢alismada
MIP-2'deki azalmanin hangi PI3K alttipi ile ortaya ¢iktigini anlamak i¢in ve daha az yan
etkiye neden oldugu i¢in izoform spesifik inhibitorler (o ; BYL719 ve B; GSK2636771,
TGX221) kullanilmistir. Hiicre ¢ogalmasi, MIP-2 ve KC salimimlarindaki degisiklikler
belirlenmistir. Ayrica proliferasyon ve kemokin saliniminda rol oynayan hiicre igi sinyal
yolaklar1 proteinlerinden pAKT, pERK1/2 ve pP38 ekspresyonu iizerine etkiler

belirlenmistir.

Bulgularimiza gore PI3Kp alttipinin hiicre proliferasyonu ve kemokin sekresyonu
tizerinde belirgin bir etkisi goriilmemistir. Ancak PI3Ko spesifik inhibitor BYL719
konsantrasyon bagimli olarak 4TBM ve 4THM hiicrelerinin proliferasyonunu yavaslatti
ve MIP-2 sekresyonunu belirgin diizeyde azaltti. Benzer etkiler CXCR2'nin diger 6nemli
ligand1 KC saliniminda da gézlendi. Dolayisiyla kullandigimiz agresif metastatik hiicre
dizileri (4TBM ve 4THM) pl110o inhibitoriine duyarlidir. 2-aminotiyazol tiirevi olan
BYL719'un (alpelisib) etki mekanizmasi henliz tam olarak anlagsilmamistir.
Sonuglarimizla uyumlu olarak klinik 6ncesi ¢alismalarda da, nazofaringal, bas-boyun,
kolorektal ve osteosarkom hiicreleri gibi birgok kanser hiicresinde BYL719 anti-tiimoral
aktivite gostermistir. Ozellikle PIK3CA mutant hiicrelerin BYL719'a daha duyarh
oldugu ortaya konmustur (Fernandes ve ark., 2016; Fritsch ve ark., 2014; Nolting ve
ark., 2017; Wong C. H. ve ark., 2015). Ayrica BYL719 meme kanseri dahil birgok
kanser tirti i¢in klinik degerlendirme asamasindadir (NCTO01791478). Bizim
kullandigimiz meme kanseri modelinde bildigimiz kadariyla bu konuda yapilan bir

¢alisma yoktur.

Calismamizda ayrica pl10a inhibisyonu ile CXCR2 antagonisti SB225002'nin birlikte
uygulamasinin etkileri de arastirildi. Buna gére BYL719, SB225002'nin antiproliferatif
etkisini daha da arttirmistir ve MIP-2 ve KC salinmmindaki artis1 da belirgin olarak
baskilamistir. 4TBM'deki etkiler 4THM ile kiyaslandiginda daha belirgindir bu da

hiicrelerin heterojenitesine bagli olabilir.
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MAPK yolagi, hiicre proliferasyonu ve sitokinlere yanitta 6énemli rol oynamaktadir ve
cesitli kanserlerde 6nemli etkilere sahiptir (Burotto ve ark., 2014; Koul ve ark., 2013;
Munoz ve ark., 2016; Zhang W. ve Liu, 2002). Ayrica PIBK/AKT yolagiyla etkilestigi
bilinmektedir (Zhang W. ve Liu, 2002). MAPK yolagmin 6nemli proteinlerinden
ERK1/2'nin PI3K inhibisyonuna karst dirence neden oldugu yakin zamanda bas boyun
timorlerinde gosterilmistir (Ruicci ve ark., 2018). Ayrica 2 farkli ndroendokrin timor
hiicre dizisinde (NET) BYL719, yalniz yiiksek konsantrasyonda (20 ve 40 uM, 24 sa.
tedavi) ERK1/2 fosforilasyonunu kismen inhibe etmistir, bagska bir NET hiicre dizinde
ise etkilememistir (Nolting ve ark., 2017). Bizim sonuglarimizda da 10uM BYL719
ERK1/2 fosforilasyonunu 40sa. tedavi ile degistirmedi. Ote yandan CXCR2 antagonisti,
PERK1/2'yi belirgin sekilde inhibe etmistir ve sonucumuz literatiirle benzerdir (Ning ve
ark., 2012). Ayrica 10uM SB225002'nin pERK1/2 iizerindeki inhibe edici etkisi
BYL719 ile degismedi.

SB225002 pP38'i de belirgin olarak baskilamistir ve bildigimiz kadariyla literatiirde bu
konuda bilgi bulunmamaktadir. ilging olarak pP38 iizerine tek basma bir etkisini
gormedigimiz BYL719, 10uM SB225002'nin inhibe edici etkisini kismen azaltmistir
ancak kemokin (MIP-2 ve KC) sekresyonunu arttiracak kadar bir etki sz konusu
degildir.

PI3K yolaginin ana mediyatorii olan AKT'nin ¢esitli kanserlerde siklikla aktiflestigi,
proliferasyon ve sitokin salinimi dahil ¢ok cesitli hiicresel fonksiyonlarda rol oynadigi
bilinmektedir. Calismamizda fare metastatik meme kanseri hiicrelerinde BYL719 ve
SB225002'nin tek basina ve birlikte uygulamasinin AKT fosforilasyonu {izerine
etkilerini  degerlendirdik. SB225002 10uM'da, AKT fosforilasyonunu, 4TBM'de
azaltirken 4THM'de degistirmemistir. Kolon ve prostat kanserlerinde yapilan galismada
CXCR2 antagonisti, (SCH-527123 ve SB225002) ile AKT fosforilasyonunun
azalmasina bagl anti-tiimoral etkiler bildirilmistir (Ning ve ark., 2012; Xu M. ve ark.,
2018Db) Kritik olarak 6nceki ¢caligmamizda biz de SB225002 (1 ve 10 uM) ile 24sa tedavi
sonrasinda AKT fosforilasyonunun her iki hiicre dizisinde baskilandigin1 gozlemlemistik
(Erin ve ark., 2015). Ancak bu ¢alismanin bulgularina gore uzun siireli tedavide (40sa)
AKT iizerindeki inhibisyon 4THM'de tamamen 4TBM'de ise kismen geri dondii.
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Dabhast literatiirle uyumlu olarak 1 ve 10 uM BYL719 ile AKT fosforilasyonu tamamen
baskilanmistir (Nolting ve ark., 2017) ve bu etki SB225002 ile geri donmemistir.
Sonuglarimiz fare metastatik meme kanseri hiicrelerinde CXCR2 inhibisyonu ile MIP-2
artisina ve bu etkinin BYL719 ile azalmasma AKT fosforilasyonunun aracilik ettigini

distindiirmektedir.

Dolayisiyla ¢aligmamizda CXCR2 antagonisti SB225002'nin antiproliferatif etkileri
PI3Ka inhibisyonu ile daha da artmistir ve birlikte kullaniminin olas1 direnci dnlemesi
hakkinda fikir vermektedir. Daha ileri arastirmalar ile Ozellikle in vivo agresif meme
timorii modelinde bu kombinasyonun aragtirilmast daha iyi bir degerlendirme

saglayacaktir.

Onceki sonuglarimizda PKC inhibitérii (RO318220) hiicre proliferasyonunu baskilamis
ancak MIP-2'yi arttirmistir. Bundan yola ¢ikarak yaptigimiz g¢alismalarda PKC
aktivatoriiniin (Bryostatin-1) MIP-2 sekresyonunu azalttigi tespit edildi. a7 nikotinik
asetilkolin reseptoriiniin immiin hiicre fonksiyonlarinda 6nemli oldugu ve nikotinik
agonistlerin, inflamatuar sinyali ve proinflamatuar sitokinlerin {iretimini inhibe etmede
asatilkolinden daha etkili oldugu bilinmektedir (de Jonge ve Ulloa, 2007). Dolayisiyla
bu calismada a7 nikotinik reseptorlerinin aktivitesini arttirdigi buna bagli olarak anti-
inflamatuar etki gosterebilecegi ongoriildiigli icin epsilon alt tipine spesifik aktivator
FR236924 se¢ildi ve PKCe aktivasyonun pro-inflamatuar bir kemokin olan MIP-2

azalmasindaki etkileri arastirildi.

Bulgularimiza gore fare metastatik meme kanseri hiicrelerinde, PKCe aktivatori
FR236924 6zellikle otokrin faktorlere bagli hiicre ¢ogalmasii 10 uM konsantrasyonda
belirgin derecede hem 4TBM hem de 4THM'de baskiladi. Ayrica bu grupta CXCR2
antagonisti SB225002’nin antiproliferatif etkisini geriye ¢evirmedigi gibi daha da
arttirdt. CXCR2 inhibisyonuna bagli MIP-2 ve KC salimimindaki artisi FR236924
4TBM'de kismen baskilarken 4THM'de 6zellikle KC artisindaki inhibisyon kisith kald.
Literatiirde, yakin zamanda sentezlenen ve linoleik asit tiirevi olan FR236924 ile kanser

modelleri izerinde bildigimiz kadartyla yapilan bir ¢calisma yoktur.
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Proliferasyon ve sitokin salimi gibi gesitli hiicresel fonksiyonlarda 6nemli etkileri olan
sinyal proteinlerinden pAKT, pERK ve pP38'in ekspresyonlarindaki degisiklikler
belirlendi. Sonuglarimiza gore fare metastatik meme kanseri hiicrelerinde, FR236924, 10
ve 25 uM konsantrasyonlarda pAKT, pERK1/2 ve pP38 ekspresyonlarin1 degistirmedi.
llging olarak FR236924, 4TBM'de SB225002'nin pAKT iizerindeki inhibe edici etkisini
kismen geri ¢evirmistir. Ayrica SB225002'nin pP38 iizerindeki inhibe edici etkisini de
ATHM'de azaltmistir, 4TBM'de degistirmemistir. Bu, 4THM'de KC salinimu {izerindeki
etkilerin kisitl kalmasinin nedeni olabilir. Bu konuda ileri ¢aligmalar daha detayl bilgi

saglayacaktir.

Her ne kadar literatiirde birden fazla derlemede CXCR2 antagonistlerinin kanser
tedavisinde kullanilabileceklerine dair bilgiler bulunsa da, uzun siireli kullanimda ortaya
MIP-2 artisina bagl olasi direncin mekanizmalarina yonelik bir calisma bildigimiz
kadariyla yoktur. Calismamiz CXCR2 antagonistinin, PI3Ko inibisyonu ve PKCg
aktivasyonu ile anti-timoral etkilerini arttirict  kombine tedavi yaklagimlarinin
arastirlldigt ilk calismadir. Ancak hangi kosullarda, hangi siire ve konsantrasyonlarda

kullanilacaginin belirlenmesi i¢in daha ileri ¢aligmalara gereksinim bulunmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

1. PI3Ka inhibitérii BYL719 konsantrasyon bagimli olarak 4TBM ve 4THM
metastatik meme kanseri hiicrelerinde proliferasyonu azaltmistir. Ozellikle 1 ve 10 pM

konsantrasyonu proliferasyonu belirgin olarak inhibe etmistir.

2. PI3Ka inhibitdrii BYL719 hem yiiksek serumlu hem de diisiik serumlu ortamda
4TBM ve 4THM'de MIP-2 salimini azaltmistir. Ozellikle serumlu ortamda 4TBM hiicre
dizisinin MIP-2 salimindaki azalma, 4THM ile kiyaslandiginda daha belirgindir.

3. PI3Ka inhibitorii BYL719 hem yiiksek serumlu hem de diisiik serumlu ortamda
4TBM ve 4THM'de KC salimini azaltmustir. Ozellikle %5 FBS'lu ortamdaki etkiler her
iki hiicre dizisinde de benzer iken, KC salimindaki azalma %0,2 FBS'lu ortamda 4TBM

hiicre dizisinde daha belirgin gbzlenmistir.

4. PI3Kp inhibitorii GSK2636771 fare metastatik meme kanseri 4TBM ve 4THM

hiicrelerinin proliferasyonunu degistirmemistir.

5. PI3Kp inhibitérii GSK2636771 metastatik meme kanseri 4TBM ve 4THM

hiicrelerinin MIP-2 salimini etkilememistir.

6. PI3Kp inhibitorii GSK2636771 KC salimimi 4TBM'de etkilememistir ancak 4THM
hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonda diisiik serum varliginda belirgin diizeyde

arttirmistir.

7. PIBKP inhibitorii TGX221 fare metastatik meme kanseri 4TBM ve 4THM

hiicrelerinin proliferasyonunu degistirmemistir.

8. PI3KP inhibitérii TGX221 fare metastatik meme kanseri 4TBM ve 4THM

hiicrelerinin MIP-2 salimini etkilememistir.

9. PI3KP inhibitorii TGX221, KC salimmi yiiksek konsantrasyonda diisiik serum
varliginda hem 4TBM hem de 4THM'de belirgin diizeyde azaltmistir.
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10. CXCR2 antagonisti SB225002 1uM'da, fare metastatik meme kanseri hiicre hatlar
4TBM ve 4THM'nin proliferasyonunu belirgin olarak azaltmistir.

11. BYL719 ile SB225002 birlikte uygulandiginda o6zellikle 4TBM hiicre hattinda
SB225002'nin proliferasyon {izerindeki inhibe edici etkisi daha da artmistir. 4THM'de

ise ayni1 etki yalnizca yiiksek serumlu ortamda goriilmiistiir.
12. SB225002 1 uM'da 4TBM ve 4THM'nin MIP-2 salimin1 arttirmigtir.
13. SB225002 1 uM'da 4TBM ve 4THM'nin KC salimin arttirmistir.

14. Fare metastatik meme kanseri hiicre dizileri 4TBM ve 4THM'de SB225002'nin MIP-
2'yi arttiricr etkisi, 10 uyM  BYL719 ile 4TBM'de belirgin olarak azalmistir. 4THM
hiicre hattinda ise %35 FBS varliginda etki kismen gozlenirken %0,2 FBS'lu ortamda

belirgin bir etki gézlenmemistir

15. Fare metastatik meme kanseri hiicre dizileri 4TBM ve 4THM'de SB225002'nin
KC'yi arttirict etkisi 10 uM  BYL719 ile yiiksek serumlu ortamda belirgin olarak
azalmistir. Dislik serumlu ortamda her iki hiicre hattinda da belirgin bir etki

gozlenmemistir.

16. BYL719, 4TBM ve 4THM'de AKT fosforilasyonunu inhibe etmistir ve bu etki
SB225002 ile birlikte uygulandiginda geriye donmemistir. SB225002, 4TBM'de AKT
fosforilasyonunu 10uM'da azaltmistir 4THM'de degistirmemistir.

17. SB225002 10 uM'da ERK1/2 fosforilasyonunu 4TBM ve 4THM'de tamamen inhibe
etmistir; BYL719 etki etmemistir ve SB225002'in etkisini degistirmemistir.

18. 10uM SB225002 ile P38 fosforilasyonu hem 4TBM hem de 4THM'de belirgin
sekilde inhibe olmustur; BYL719 tek basina etki etmemistir ancak SB225002'nin

etkisini kismen geri ¢evirmistir.

19. FR236924 10uM Kkonsantrasyonda diisiilk serumlu ortamda hem 4TBM hem de
4THM'nin proliferasyonunu belirgin sekilde baskilamistir. Ayrica SB225002’nin
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antiproliferatif etkisini geriye ¢evirmedigi gibi daha da arttirmigtir. %5 FBS ortaminda

ise 10 uM'da hiicre proliferasyonunu 6nemli diizeyde etkilememistir.

20. FR236924 0,1-10 uM Kkonsantrasyonlarda, her iki hiicre dizisinde CXCR2
inhibisyonuna bagli MIP-2 deki artis1 kismen engellemistir.

21. FR236924 0,1-10 uM konsantrasyonlarda, 6zellikle 4TBM hiicre dizisinde CXCR2
inhibisyonuna bagli KC deki artisi kismen baskilamigtir. 4THM'de ise sadece yiiksek

konsantrasyonda kismen azalma goriilmiistiir.

22. SB225002, 10 pM'da AKT fosforilasyonunu 4TBM hiicre dizisinde baskilamistir.
FR236924 etkilememistir ancak 25uM'da SB225002'nin inhibe edici etkisini kismen

azaltmistir. 4THM'de ise belirgin bir etki gézlenmemistir.

23. FR236924, ERK1/2 fosforilasyonunu 4TBM ve 4THM hiicrelerinde etkilemedigi
gibi  SB225002'nin  ERK1/2 fosforilasyonu {izerindeki inhibe edici etkisini

degistirmemistir.

24. FR236924, P38 fosforilasyonu 4TBM ve 4THM hiicrelerinde etkilememistir. Ancak
SB225002'nin P38 fosforilasyonu iizerindeki inhibe edici etkisini 4THM'de kismen geri

cevirmistir.

CXCR2 antagonistleri ve PI3Ka inhibitorlerinin tek bagina kullanimlarina dair
literatiirde bizim caligmamizda oldugu gibi umut vadeden sonuglar vardir. Ancak
CXCR2 antagonisti SB225002 ile PI13Ka inibitorii BYL719'un birlikte kullanimina dair
bildigimiz kadartyla bir ¢alisma yoktur. Ayrica FR236924 ile PKCg aktivasyonunun
agresif fare metastatik meme kanseri hiicreleri iizerinde etkileri daha Once
aragtirtlmamistir. Sonuglarimizin daha detayli degerlendirilebilmesi i¢in yapilacak daha

fazla caligmaya gereksinim duyulmaktadir.
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