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OZET

Amag: HSP90 (Ist Sok Proteini 90) bircok hiicresel proteinin stabilizasyonunu
saglamaktadir. Stresli durumlarda ekspresyonu artan HSP90 hiicresel proteinleri
degredasyondan korur. HSP90’nin ekspresyon profili normal ve malign hiicrelerde
farklilik gostermektedir. Kanserlerde HSP90 ekspresyonunun artigi kotii prognoz ve
tedaviye direngle iligkilendirilmektedir. HSP90 inhibitérleri radyoterapiye duyarlastiric
etkileri ile birlikte kanser tedavisinde umut vadetmektedir. HSP90 inhibitorii PU-H71’in
tek basina ve radyoterapi (RT) ile kombine kullanimin metastatik meme kanserindeki
etkileri bilinmemektedir.

Yontem: Fare metastatik meme kanseri (4T1) hiicre hatti ve onun beyine (4TBM),
karacigere (4TLM) ve kalbe (4THM) metastaz yapan alt tipleri ile metastatik olmayan
meme kanseri (67NR) hiicrelerinde PU-H71’in proliferasyona olan etkisi WST-1 ile
degerlendirildi. PU-H71’in kanser hiicrelerinin RT’ye duyarliliina etkisi koloni
olusturma deneyi1 ile belirlendi. Hiicre hatlar1 ve ex vivo Kkiiltiirler ile miks 16kosit
kiltlirlerinde HSP90 inhibitérii ve RT sonrasinda HSP90’nin hedef proteinlerindeki
degisimler ile anjiogenik ve inflamatuar mediatorlerin diizeylerine etkisi belirlendi.
4TBM hiicreleri enjekte edilen Balb-c cinsi farelerde PU-H71’in tek basina ve RT ile
kombine uygulamasinin tiimor biiylimesine ve akciger metastazlarina etkisi arastirildi.
Bulgular: HPS90 inhibitérii PU-H71 ve 17-AAG metastatik ve metastatik olmayan
meme kanseri hiicrelerinde biiylimeyi giiclii bir sekilde inhibe etti ve RT’nin terapotik
etkilerini arttirdi. PU-H71 ve RT kombine tedavisi ex vivo kiiltiirlerde IL-6 diizeylerini,
in vitro kosullarda ise SDF-1, MIP-2 ve VEGF diizeylerini arttirdi. PU-H71 tek basina
ERK1/2, p38 ve Akt aktivasyonunu inhibe etti ve HSP90’nin hedef proteinleri N-
kadherin ve HER2 ekspresyonunu azaltti. PU-H71 ve RT kombine tedavisi tlimor
bliylimesi ve akciger metastazlarin1 azaltti. Ayrica PU-H71 ve RT miks lokosit
kiltiirlerinde IL-17, TNF-a, IL-10 ve IFN-y diizeylerini arttirdi.

Sonu¢: Bu sonuclar PU-H71 ve RT kombine kullaniminin ortotopik metastatik meme
kanseri modelinde tiimor biiylimesi ve akciger metastazlarini azaltabilecegini gdsteren

ilk calismadir.

Anahtar Kelimeler: PU-H71, radyoterapi, HSP90, meme kanseri, metastaz



ABSTRACT

Objective: Heat shock protein 90 (HSP90) which is induced by cell stress, stabilizes
many cellular proteins and protects them from degradation. HSP90 has distinct
expression profiles in normal and malignant cells. Increased expression of HSP90 in
carcinomas is closely associated with a poor prognosis and resistance to therapy. HSP90
inhibitors are promising drugs for cancer treatment which are considered as new
radiosensitizing agents. The effects of PU-H71, on metastatic breast carcinoma alone
and in combination with radiotherapy (RT) are not known.

Method: Effect of PU-H71 in mouse metastatic breast carcinoma cells (4T1) and its
brain (4TBM), liver (4TLM), heart (4THM) metastatic subsets as well as non-metastatic
67NR cells were determined using WST-1 cell proliferation assay. Changes in radiation
sensitivity were determined by clonogenic assays. Changes in client proteins as well as
levels of angiogenic and inflammatory mediators following treatments with HSP90
inhibitor and RT were determined in cell lines, ex-vivo cultures and mixed leukocyte
cultures. Effect of PU-H71 and RT were investigated on tumor growth and lung
metastasis of 4TBM cells injected orthotopic in balb-c mice.

Results: HSP90 inhibitors, 17-AAG and PU-H71 potently inhibited growth of
metastatic and non-metastatic breast carcinoma cells and increased therapeutic effects of
RT. IL-6 levels increased under ex vivo conditions following PU-H71 and radiation co-
treatment. On the other hand co-treatment increased the levels of SDF-1, MIP-2 and
VEGF only under in vitro conditions. PU-H71 alone inhibited ERK1/2, p38, Akt
activation and reduced HSP90’s client proteins, N-cadherin and HER2. PU-H71 and RT
in combination reduced tumor growth and lung metastasis. PU-H71 and RT increased
levels of IL-17, TNF-q, IL-10 and IFN-y in mixed leukocyte cultures.

Conclusion: These results demonstrate for the first time that PU-H71 and RT in
combination may reduce tumor growth and lung metastasis especially in orthotopic

highly metastatic breast carcinoma model.

Key words: PU-H71, radiation therapy, HSP90, breast cancer, metastasis
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1. GIRIS

Is1 sok proteinleri hiicreyi dis ortamdan gelen cesitli streslere kars1 korumakla gorevli
protein ailesidir. Hiicrede stres olusturacak faktorlerden 1s1, besin yoksunlugu, oksidatif
stres gibi protein hasar1 olusturan durumlarda 1s1 sok proteinlerinin ekspresyonu
artmaktadir (Calderwood, 2013). Is1 sok proteinlerinin bir {iyesi olan HSP90’nin gorevi
proteinlerin ¢dkmesini Onlemek, yeni sentezlenen proteinlerin iiclinciil yapilarini
kazanmasini saglamak, proteinlerin dogru katlanmasini saglamak ve ribozomdan gorev
alacagi yerlere tasimaktir (Li ve Buchner, 2013). Dolayisiyla hiicrede farkli gorevlerde
bulunan 200’den fazla proteinin dogru katlanmasindan sorumludur. Stresli durumlarda
bu proteinlerin sentezi hizlanir ve fizyolojik kosullardakinin 2 ila 10 katina kadar

c¢ikabilir (Gooljarsingh ve ark., 2006).

Kanser hiicreleri metabolizmas: hizli, siirekli prolifere olan stresli hiicrelerdir. Kanser
hiicrelerinde HSP90 ekspresyonunun normalin iizerinde oldugunu gosteren ¢alismalar
mevcuttur (Ferrarini ve ark., 1992). Ayrica bazi HSP90 inhibitorlerinin kanser
hiicrelerine normal hiicrelerden daha fazla afinite gosterdigi de yapilan ¢alismalarda
bildirilmistir (Kamal ve ark., 2003; Moulick ve ark., 2011). Bu nedenle HSP90
inhibitorleri kanser tedavisinde yeni bir terapdtik yaklasim olarak goriilmekte ve umut
vadetmektedir. HSP90 inhibitorlerinin bazi kemoterapdtiklerle veya RT ile birlikte
kullanildiginda etkinligin artti1, timor hiicrelerinin RT’ye duyarliliginin arttigini
gdsteren bir¢ok in vitro ve in vivo ¢alisma vardir (Djuzenova ve ark., 2012; Schilling ve

ark., 2012; Yoshida ve ark., 2011).

PU-H71 yeni bir piirin bazli HSP90 inhibitériidiir. PU-H71’in normal hiicreleri
etkilemedigi konsantrasyonlarda kanser hiicrelerine karsi secici aktivitesi farkl
hiicrelerde gosterilmistir (Gallerne ve ark., 2013; Qu ve ark., 2014; Segawa ve ark.,
2014). PU-H71 preklinik c¢alismalarda giiclii anti-kanser Ozellik goOstermistir ve

giiniimiizde klinik ¢aligmalarda faz I agamasindadir.

Radyoterapi yaklagik 100 yildir kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Timor hiicresini
oldiirmede daha etkin olmak icin yeni yaklasim kemoterapoétik ajanlarla RT’y1 kombine
etmektir. Baz1 kemoterap6tik ajanlar RT ile birlikte kullanildiginda tiimor hiicrelerinin

RT’ye duyarliligimi arttirarak, RT’nin daha etkili olmasin1 saglamaktadir (Langlands ve
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ark., 2013). HSP90 inhibitdrlerinin de RT ile birlikte uygulandiginda RT nin etkinligini

arttirdigini gosteren in vitro ve in vivo ¢aligmalar bulunmaktadir.

Metastatik meme kanseri diinya genelinde kadinlarda kansere bagli 6liimlerin sebepleri
arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Lokalize kanserlerde etkin tedaviler
uygulanabiliyor olsa da metastatik kanserler i¢in heniiz etkin bir tedavi yontemi yoktur.
Kanser hastalar1 primer kanserden dolay degil, daha ¢ok metastatik lezyonlar nedeniyle

hayatin1 kaybetmektedir.

Bu nedenle ¢aligmamizda farkli organlara metastaz yapmis fare metastatik meme kanseri
hiicre hatlarinda HSP90 inhibitéorii PU-H71’in tek basmma ve RT ile kombine
uygulamasinin etkileri in vitro kosullarda arastirildi. Oncelikle HSP90 inhibitérii 17-
AAG ve PU-H71’in fare metastatik ve metastatik olmayan meme kanseri hiicre
hatlarinda proliferasyon tizerindeki etkisi incelendi. PU-H71’in kanser hiicrelerinin RT
duyarliligima etkisini belirlemek i¢in koloni olusturma deneyi yapildi. Daha sonra
HSPI0 inhibitérii PU-H71’1in tek basina ve RT ile birlikte hiicre i¢i sinyal yolaklarinda
rol oynayan Akt, ERK ve p38 gibi proteinlerin fosforilasyonlar1 iizerine etkilerinin
incelenmesi amaglandi. Ayrica HSP90 inhibitérlerinin immiinolojik etkileri de goz
ontline alinarak anjiyogenik faktorlerden VEGF (Vaskiiler Endotel Biiytime Faktori),
SDF (Stromal hiicre Kaynakli Faktor) ve MIP-2 (Makrofaj inflamatuar Protein 2) 'nin
salinimindaki degisiklikler de arastirildi. In vivo ¢alismalarda ise beyne metastaz yapan
fare meme kanseri hiicre hattt 4TBM ile olusturulan fare metastatik meme kanseri
modelinde PU-H71’in tek basina ve RT ile kombine uygulamasinin tiimor biiylime
hizina ve tiimor biiytikliigiine etkisi ile akciger metastazlarina etkisinin incelenmesi
amaglandi. PU-H71’in tek basina ve RT ile kombine uygulamasinin tiimér dokusundaki
HIF-1a ekspresyonuna etkisi de arastirildi. Ayrica dalak ve lenf nodlarindan miks
16kosit kiiltiirii olusturularak PU-H71’in tek basmma ve RT ile kombine tedavisinin
immiin hiicrelerde pro-inflamatuar sitokinlerden IL-6 (interlokin-6), IL-17 (Interldkin-
17), TNF-a (Timor Nekroz Faktor—Alfa) ile anti-tlimoral sitokinlerden IL-10

(Interldkin-10) ve IFN-y (Interferon- Gama)’nin salinimini nasil etkiledigi de incelendi.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Is1 Sok Proteinleri (Heat Shock Proteins, HSP)

Saperonlar, cogunlugunu 1s1 sok proteinlerinin olusturdugu biiyiik bir protein ailesinden
olugmaktadir. Is1 Sok Proteinleri (Heat Shock Protein, HSP) ilk kez 1962 yilinda
Ferruccio Ritossa tarafindan tanimlanmustir (Ritossa 1996). Drosophila melanogaster
(meyve sinegi) yiiksek 1stya (42-46°C) maruz kaldiginda tiretimi artan bir protein grubu
olarak ortaya cikmistir. Daha sonrasinda prokaryotlardan okaryotlara kadar tim
canlilarda varlig1 gosterilmistir ve tiim canlilarda korunmus bir proteindir. HSP gibi
molekiiler saperonlar protein degredasyon mekanizmalar1 (proteazomlar) ile birlikte
hiicresel homeostazi saglar (Voellmy ve Boellmann, 2007).

HSP’lerin hiicrede stres olusturacak faktorlerden 1s1, besin yoksunlugu, oksidatif stres
gibi protein hasar1 olusturan durumlarda ekspresyonu artmaktadir (Calderwood 2013).
Cogu HSP molekiiler saperon olarak gorev yapmaktadir (Sekil 1). HSP’ler diger
saperonlar, kosaperonlar, ATPaz aktivite modiilatorleri ve ¢esitli aksesuar proteinler gibi
molekiillerle bir araya gelerek fonksiyon gosterir (Goetz ve ark., 2003). Molekiiler
agirliklarima gore siniflandirilirlar. Yiiksek molekiiler agirlikli HSP’ler ATP bagimhi
olarak fonksiyon gdosterirken kiigiik molekiiler agirlikli HSP’ler ATP’den bagimsizdir.
En ¢ok caligilan stresle indiiklenebilir HSP’ler HSP90, HSP70 ve HSP27 (Jego ve ark.,
2013).

2.1.1. HSP90

HSP90, 1s1 sok proteinleri ailesinin 90 kDa agirligindaki iiyesidir. Total hiicresel
proteinlerin %1-2’sini olusturur (McClellan ve ark., 2007). Tiim hiicreler i¢in gerekli bir
proteindir. ATP bagimli molekiiler bir saperondur. Normal fizyolojik kosullarda, bu
proteinlerin gorevi; proteinlerin ¢okmesini Onlemek, yeni sentezlenen proteinlerin
ticlinciil yapilarimi kazanmasini saglamak, yanlis katlanmigs ve ¢okmiis proteinleri
birbirinden ayirmak ve dogru katlanmasini saglayarak ribozomdan gorev alacag yerlere
tagimaktir. Stres kosullarinda bu proteinlerin sentezi hizlanir ve normalin 2 ila 10 katina
kadar cikabilir (Gooljarsingh ve ark., 2006). Bunun nedeni, hiicrelerin sag kalimin

arttirmak i¢in koruyucu mekanizmalar olusturmaktir.



HSP LOKALIZASYONU | ISLEVI

HSP100 Sitoplazma Strese karsi tolerans

HSP90 Sitoplazma, Hiicre dongtisu, proliferasyon sinyal
endoplazmik transdiiksiyonunda rol oynayan proteinlerin
reticulum (ER) tekrar katlanmasi ve stabilizasyonu

HSP70 Sitoplazma, Isi sok yanitinin otoregilasyonu, organeller
mitokondri, ER arasl transport, antiapoptotik aktivite

HSP60 Sitoplazma, Proteinlerin yeniden katlanmasi ve
mitokondri agregasyonun onlenmesi

HSP40 Sitoplazma HSP70 ile birlikte kosaperon aktivitesi

Kiglk HSP’ler | Sitoplazma Agregasyonlarin supresyonu, Isi inaktivasyonu

Sekil 1: HSP ailesi ( (You ve ark., 2008) ‘den uyarlanmustir.)

HSP90 diger molekiiler saperonlardan farkli olarak sinyal transdiiksiyonunda (6r: steroid
hormon reseptdrleri, sinyal iletimindeki kinazlar) goérevli bazi proteinlerin de
stabilizasyonunu saglar. Bu nedenle malign hiicrelerin biyolojik ve klinik
davraniglarinda rol oynamaktadir. Ayrica HSP90 biiyiimenin kontrolii, hiicre sag kalimi
ve gelisiminde gorevli c¢esitli sinyal molekiillerinin katlanmasi ve stabilitesini
kolaylagtirmaktadir (Dimopoulos ve ark., 2011). HSP90‘nin tanimlanmis 200°den fazla
hedef (client) proteini vardir (http://www.picard.ch/downloads/Hsp90interactors.pdf).
HSP90’nin stabilize ettigi ya da katlanmasin1 sagladigi bu proteinleri HSP90 nin hedef
proteinleri olarak tanimlayabiliriz. HSP90’nin hedef proteinleri arasinda protein
kinazlar, transkripsiyon faktorleri ve steroid hormon reseptorleri vardir (Li ve Buchner,

2013).

HSP90 her yerde bulunan fleksibl dimerik yapida bir proteindir (da Silva ve Ramos,
2012). HSP90‘mn her bir dimeri ii¢ ana bolgeden olugmaktadir. Birincisi amino (N)-
terminal domain; ATP bu boélgeye baglanir, ATPaz aktivitesiyle hidrolize edici cep
buradadir. Bu bolge HSP90’nin hedef proteinlerinin katlanmasini diizenler. Ikincisi orta
domain; hedef proteinlerin tanimlanmasi/baglanmasindan sorumludur. Ugiincii karboksi

(C)- terminal domain; HSP90 dimerizasyonunu diizenler. HSP90 nin aktivitesi igin ATP



gereklidir. HSP90’a ATP baglanmasiyla HSP90 konformasyonel degisime ugrayarak
kapanir ve daha kompakt bir hal alir (Sekil 2). Kosaperon olarak isimlendirilen genis bir
kofaktor grubu ile birlikte ¢alisir. Kasaperonlar HSP9O ile ikili ya da ii¢lii kompleksler
olusturarak hedef proteinlerin olgunlagmasini kolaylastirirlar (Li ve Buchner, 2013).
Daha sonra ATP hidrolize ugrar ve HSP90 acik konuma gelir, hedef protein ortama

salinir.

Apo-Hsp90 ADP Bound-Hsp90

C-terminal

ATP Bound-Hsp90

Hsp70 Hsp90-N. HOP

ot Hsp90

SBDu o |
) TPr2e
DP1 &€
= TPR2A
Hsp90-C

Sekil 2: HSP90’nin agik, ATP, ADP bagl hali ve kompleks hali (Trendowski 2015)

HSP90‘nin farkli izoformlar1 hiicrenin farkli bolgelerinde bulunur. HSP90a ve HSP90
genellikle sitoplazmada bulunurken az miktarda nukleusta bulunabilir. gp96 (Grp94
(glikozla iliskili protein 94), ERp99 veya endoplasmin) endoplazmik retikulumda,
TRAP1 (Timoér nekroz faktor reseptor iligkili protein 1) ise mitokondride bulunur.
HSP90a stres ile indiiklenen hiicre koruyucu ve hiicre dongiisiinii diizenleyici fonksiyon
gosterirken HSP90P ise temel olarak erken embriyolojik gelisim, sinyal transdiiksiyonu

ve uzun donem hiicre adaptasyonunda gorev alan siirekli olarak eksprese edilen alt
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tipidir (Sreedhar ve ark., 2004). Ayrica HSP90 nin kanser hiicrelerinde ekspresyonunun
arttig1 ve tlimoriin invazyonunu arttirdigin1 gésteren caligsmalar vardir (Wang X ve ark.,
2009).

HSP90 substratlari, N-terminal ATPaz domaini tarafindan diizenlenir. HSP90 ve hedef
proteinleri arasindaki birlesme/ ayrilma dongiisiinii kontrol etmek icin ATPaz domaini
ATP’yi hidrolize eder (Jackson 2013; Li ve Buchner, 2013). Bu ATPaz aktivitesi, ATP
baglanma durumuna gére HSP90’nin farkli konformasyonlarini {iretir ve niikleotidin
hidroliz olup olmayacagina karar verir. HSP90 nin aktivitesi daha ¢ok ko-saperonlar
tarafindan diizenlenir, ADP- ve ATP- baglanma durumu arasindaki degisime yardimci
olur ve hedef proteine spesifik komplekslerin olusumunu diizenler. Ozellikle HSP90’nin
bir kosaperonu olan HSP70, HOP araciligiyla ile (HSP organize edici protein olarak
isimlendirilen bir kdprii protein) hedef proteinlerin transferini kolaylastirir (Chen ve
Smith 1998). HSP90’nin hedef proteinlerinin dogru katlanmasini, aktivasyonu ya da
degredasyonunu ko-saperon proteinler ve post-translasyonel modifikasyonlarin derecesi
belirler (Li ve Buchner, 2013; Walton-Diaz ve ark., 2013).

HSP90 sinyal transdiiksiyonu, intraselliiler transport ve protein degredasyonu gibi
onemli bir¢ok fizyolojik siirecte rol oynadigindan kanser tedavisi i¢in ilgi ¢ekici bir
hedef olusturmaktadir (Li ve Buchner, 2013). HSP90 onkojenik proteinleri koruyan bir
molekiiler saperon olma o6zelliginin yani sira normal ve malign hiicrelerde farkli
ekspresyon profilleri gdstermektedir. HSP90 ekspresyonu tiimor hiicrelerinde normal
hiicrelere gore 2-10 kat daha fazladir (Ferrarini ve ark., 1992). Bu nedenle de kanser
tedavisinde onemli bir hedef olarak goriilmektedir. Ayrica malign dokularda oncelikli
olarak hasar olusturmasi HSP90 inhibitorlerinin kanser tedavisinde kullanilmasinda

rasyonel bir strateji saglamaktadir (Trendowski 2015).

2.1.2. HSP70

HSP70, HSP90 gibi molekiiler bir saperondur. HSP90’nin inhibisyonuna kompansatuar
bir mekanizma olarak ekspresyonun artigtyla yanit verir. Apoptozun diizenlenmesi gibi
bircok fiziksel fonksiyondan sorumlu bir proteindir. Apoptozla iliskili proteinlerin

proteazom aracili degredasyonunda HSP90’a benzer bir rol oynamaktadir.



HSP70 de HSP90 gibi karsinogenezde onemli rol oynamaktadir. Bu etkisi, ¢ogu
onkoproteinin stabilizasyonundan HSP90:HOP:HSP70 kompleksinin sorumlu olmasina
bagli olabilir. HSP90’nin inhibisyonu gii¢lii bir antitiimér aktiviteye neden olmasina
karsin bu etki 1s1 sok yamitinin temel diizenleyicisi HSF-1 (Is1 Sok Faktor -1) ’in
aktivasyonuyla ve dolayistyla HSP70’in etkileriyle engellenebilir. HSF-1, HSP90 inhibe
oldugunda aktive olur. HSF-1’in aktivasyonu bir geri besleme mekanizmasiyla
HSP70’in diizeylerini arttirir. Dolayistyla HSP70’in anti-apoptotik etkileri HSP90
inhibitorleriyle baskilanir (Mahalingam ve ark., 2009).

2.2. HSPI0 inhibitorleri

HSP90 inhibitérlerinin birgogu HSP90 nin N-terminalindeki ATP baglanma bolgesine
baglanir, saperon dongiislinii durdurur ve proteinlerin katlanmalarini 6nleyerek hiicre
Oliimiine sebep olur (Petrikaite ve Matulis, 2011). HSP90 inhibitérleri bu etkisini ATP
baglanma bdlgesi i¢in ATP ile (kompetitif) yarisarak yapar (Sekil 3). HSP90 inhibitorii
17-AAG, HSP90 kompleks formundayken ATP baglanma bolgesine ATP ve ADP dahil
diger ligandlardan daha yiiksek afinite gosterir. Kompleks olusturmadigi durumlarda ise
bu bolgenin HSP90 inhibitoriine afinitesi diisiiktiir (Kamal ve ark., 2003). Dolayisiyla
HSP90 hem normal hem de neoplastik hiicrelerde eksprese edilmesine karsin normal ve
stresli ortamlarda belirgin bir aktivasyon farki oldugundan potansiyel terapétik bir hedef
olarak goriilmektedir. Dolayisiyla HSP90 bircok hiicrede yiiksek oranda eksprese
edilmesine karsin, HSP90 inhibitorleri normal hiicrelere kiyasla kanser hiicrelerini daha
selektif olarak oldirir (Kamal ve ark., 2003).

Moulick ve ark. yaptiklar1 caligmalar sonucunda kanser hiicrelerinde iki tip HSP90
varligindan s6z etmiglerdir. Housekeeping HSP90 olarak isimlendirdikleri HSP9O tipinin
normal hiicrelerde de bulunan HSP90’a ¢ok benzedigini ve kiiciik molekiil
inhibitorlerine (yeni nesil HSP90 inhibitorleri) diisiik afinite gosterdiklerini
bildirmiglerdir. Epigenetik olarak housekeeping HSP90’dan farkli olan onkojenik
HSP90 olarak isimlendirdikleri alt tipin ise kii¢iik molekiil inhibitorleri olarak bilinen
HSP90 inhibitdrlerine daha duyarli oldugu buna karsin housekeeping HSP90 nin HSP90
inhibitorlerinin yiiksek dozlarinda ya da HSP90 inhibitoriine doygun hale getirildiginde
etkilendigini bildirmislerdir (Moulick ve ark., 2011).
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Sekil 3: HSP90 inhibitorlerinin etki mekanizmasi (Mahalingam ve ark., 2009)

HSP90 inhibitorlerinin ilki olan Geldanamisin benzokuinon ansamisin grubu bir
antibiyotiktir ve Streptomyces hygroscopicus’dan 1970 yilinda izole edilmistir (DeBoer
ve ark., 1970). 1990’lhi yillarda insan kaynakli tiimor hiicre Hatlarinda yapilan
calismalarda anti-timor etkisi oldugu gosterilmistir. Geldanamisin’in HSP90’1 direkt
olarak hedef aldig1 ise 1994 yilinda tanimlanmistir (Whitesell ve ark., 1994).
Geldanamisin saperon fonksiyonunu degistirir ve bircok HSP90 hedef proteinin
ubikutin-proteazom yolagina sunumuna aracilik ederek bu proteinlerin degredasyonuna
neden olur. Sonug olarak hedef proteinler aktif formuna ulasamaz ve proteazom aracilig1
ile degrede olur (Mimnaugh ve ark., 1996).

Geldanamisin in vitro ¢alismalarda giiglii sitotoksisite gosterse de in vivo calismalarda
¢Oziiniirliigliniin yetersiz olmasi gibi olumsuz farmakokinetik Ozellikleri ve tolere
edilemeyen karaciger toksisitesi nedeniyle klinik calismalara girememistir (Supko ve
ark., 1995). Dolayisiyla ¢oziintirliigii arttirtp toksisiteyi azaltacak yar1 sentetik HSP90
inhibitorleri gelistirilmeye calisilmistir. 17-AAG bunlardan biridir ve klinige giren ilk
HSP90 inhibitoriidiir. Etkinlik olarak dogal kaynaklt HSP90 inhibitorleri kadar iyi olsa
da toksisitesi klinikte beklendigi kadar diisiik olmadigindan klinik ¢alismalar hayal



kirikligiyla sonuglanmistir. Bu nedenle dogal {iriin kaynakli Geldanamisin gibi birinci
nesil HSP90 inhibitdrlerinin yerini ikinci nesil tamamen sentetik kiiciik molekiilli
HSP90 inhibitorleri almistir (Neckers 2007) ve son on yilda HSP90 inhibitorlerinin
kesfinde belirgin bir artis olmustur. Etkinligi en az dogal kaynakli HSP90 inhibitorleri
kadar iyi ancak spesifikligi ve terapotik indeksi daha genis ve yan etkileri daha az olan
HSP90 inhibitorleri gelistirilmeye baslanmistir. Bu tirlinler tamamen sentetik HSP90
inhibitdrleridir. Bunlardan biri de piirin bazli bir HSP90 inhibitérii olan PU-H71 dir.
HSP90 gibi molekiiler saperonlarin kanser tedavisinde hedef alinmasi monoklonal
antikor ya da tirozin kinaz inhibitorlerinin kullanimma gerek kalmaksizin birgok
malignitenin karsinogenezinde onemli rol oynayan onkoproteinlerin spesifik olarak
inhibisyonuna neden olur (Trendowski 2015).

Meme kanser hiicrelerinin sag kaliminda da gerekli onkojenik proteinlerin ¢ogu HSP90
tarafindan stabilize edilir. Bu nedenle HSP90 inhibitorlerinin farkli kanser tiplerinin
tedavisinde yarar saglayabilecegine yoOnelik preklinik c¢alismalar ile farkli faz
asamalarinda klinik c¢alismalar devam etmektedir. Gilinlimiizde 17 farkli HSP90
inhibitorii ¢esitli malign hastaliklarin tedavisi i¢in klinik degerlendirme altindadir
(https://clinicaltrials.gov/ct2/results 2term=HSP90+inhibitor&Search=Search).Bunlardan
17-AAG klinikte faz III asamasindadir.

Kanser tedavisi disinda Alzheimer, Parkinson, Hungtinton Hastalig1 gibi ndrodejeneratif
hastaliklarda, fungal ve viral enfeksiyonlar, kistik fibrozis gibi hastaliklarin tedavisi i¢in
de preklinik ¢alismalar devam etmektedir (Joshi ve ark., 2016; Noh ve ark., 2012; Paul
ve Mahanta, 2014; Wirk 2011). Ancak giinlimiizde sadece kanser tedavisi i¢in klinik

calisma asamasina gelebilmistir.

2.2.1. 17-AAG

17-AAG (17-allylamino-17-demethoxygeldanamycin, Tanespimycin), Geldanamisin’in
sentetik bir analogudur (Sekil 4). Geldanamisin’e benzer olarak HSP90’a baglanir ve
benzer dozlarda tiimor hiicrelerinde hedef proteinlerini destabilize eder (Schulte ve
Neckers 1998). 17-AAG tiimor kaynakli HSP90’a normal hiicrelerdeki HSP90’a gore
100 kat daha fazla afinite géstermektedir. Bunun nedeni tiimor hiicrelerinin HSP90 aktif

konformasyonunu daha ¢ok barindirmasidir (Kamal ve ark., 2003).



Transgenik HER2 overeksprese tiimor modellerinde 17-AAG’nin etkisi manyetik
rezonans spektroskopisiyle goriintillenmis ve tlimorlerde belirgin  bir gerileme
gbzlenmistir (Rodrigues ve ark., 2012). Yapilan in vivo bir ¢alismada immiin sistemi
¢coOktiirtilmiis farelerde, sol kalp ventrikiiline TM40D insan meme kanser hiicreleri
enjekte edilerek kemik metastazi olusturulmustur. Bu farelerde 17-AAG tedavisinin
kemik metastazlarini azalttig bildirilmistir (Yan ve ark., 2013). Atimik kemirgenlerde
feokromastoma metastaz modeli olusturularak 17-AAG’nin metastaz ve sag kalim
etkisine bakilmis, HSP90 inhibitorii alan grupta metastazlarin anlamli derecede az

goriildiigl ve sag kalimin arttig1 bildirilmistir (Giubellino ve ark., 2013).
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Sekil 4: 17-AAG’nin kimyasal yapisi (Dimopoulos ve ark., 2011)

Klinige ilk giren HSP90 inhibitoriidiir. Ancak suda ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmasi
nedeniyle formiilasyonun DMSO’da hazirlanmas1 ve karacigerde olusturdugu toksik
etkilerinden dolay1 klinik ¢alismalarda beklenilen etki goériillememistir (Banerji ve ark.,

2005; Tse ve ark., 2008).

2.2.2. PU-H71

PU-H71, Chiosis ve arkadaglar1 tarafindan bulunan piirin bazli bir HSP90 inhibitoriidiir
(Sekil 5). Tamamu sentetik olarak gelistirilen HSP90 inhibitorleri arasinda en umut vaat
edici olarak gorilen PU-H71, HSP90 hedef proteini olarak karakterize edilmeyen

onkoproteinlere karsi bile gii¢lii inhibitor etki gostermektedir.
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PU-H71 malign dokulara kars1 secici bir aktivite gostermektedir (Taldone ve ark., 2014).
PU-H71 6zellikle transforme hiicrelere 6zgii olarak daha giiclii bir antineoplastik aktivite
gostermistir. Normal kalp ve akciger dokusundaki HSP90’a baglanma afinitesi SKBr3
insan meme kanseri hiicrelerine baglanmasindan daha diisik oldugu ve kanser
hiicrelerine fibroblastlara gore 50 kat daha segici oldugu bildirilmistir. Ayrica PU-
H71’in en yiliksek konsantrasyonlar1 ile tedavi edilen MRC-5 insan akciger
fibroblastlarinda belirgin bir hiicre 6liimii gézlenmemistir. PU-H71’in normal hiicreleri
etkilemedigi konsatrasyonlarda kanser hiicrelerine karsi secici aktivitesi farkli hiicre

tiplerinde de gosterilmistir (Gallerne ve ark., 2013; Qu ve ark., 2014; Segawa ve ark.,

2014).
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Sekil 5: PU-H71’in kimyasal yapist (Moulick ve ark., 2011)

PU-H71 preklinik calismalarda giiclii anti-kanser 6zellik gostermistir ve giinliimiizde
klinik caligmalarda faz I asamasindadir. PU-H71 karaciger toksisitesiyle iliskilendirilen
benzokuinon parcasi tasimadigr i¢in dogal kaynakli veya geldanamisin bazli HSP90
inhibitorlerinin gosterdigi toksisiteye neden olmayacagi diisiiniilmektedir (Trendowski

2015).

2.3. Radyoterapi
Iyonize radyasyon yaklasik 100 yildir kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Hizli sekilde
prolifere olan kanser hiicreleri radyasyonun olusturdugu DNA hasarina normal

hiicrelerden daha duyarlidir (Formenti ve Demaria, 2009)
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RT, malign hiicrelerin biiylimesini kontrol altina almak veya 6ldiirmek amaciyla kanser
tedavisinde yaygin sekilde kullanilmaktadir. RT’de aciga ¢ikan elektromanyetik dalgalar
normal dokular ile etkilesime girdiginde bir¢ok biyolojik etki yaratan elektronlar agiga
¢ikar; elektronlar hiicrede bulunan su ile birlesir ve sonugta hidroksil radikali basta
olmak iizere bir¢ok radikal olusur. Bu radikaller DNA {izerinde tek ve ¢ift iplik kiriklar
yaratarak hiicrenin 6lmesine neden olur (Karu 1999). Tiimor hiicresini 6ldiirmede daha
etkin olmak i¢in yeni yaklasim kemoterapdtik ajanlarla RT’yi birlestirmektir. Bazi
kemoterapotik ajanlar RT ile birlikte kullanildiginda tiimdr hiicrelerini RT’ye
duyarliligini arttirarak, RT’nin daha etkili olmasin1 saglamaktadir (Langlands ve ark.,

2013).

HSPI0 inhibitorleri preklinik calismalarda RT ve farkli kemoterapétiklerle kombine
olarak denenmektedir. HSP90 inhibisyonunun hiicrede G2/M fazinda duraklamaya
neden oldugu bilinmektedir (Garcia-Morales ve ark., 2007; Senju ve ark., 2006). RT de
benzer sekilde daha ¢ok hiicre dongiisiinlin G2 fazinda duraklamaya ve hiicre oliimiine
neden olmaktadir (Hwang ve Muschel, 1998).

HSP90 inhibitorlerinin de RT ile birlikte uygulandiginda RT’nin etkinligini
arttirabilecegini  diislindiiren ~ deneysel  c¢alismalar ~ bulunmaktadir.  HSP90
inhibitorlerinden Geldanamisin ve onun daha az toksik tiirevi 17-AAG’nin timor
hiicrelerinin RT’ye duyarlili§ini in-vitro ortamda arttirdig1 gosterilmistir (Machida ve
ark., 2003; Matsumoto ve ark., 2005; Russell ve ark., 2003). 17-AAG ile yapilan in vivo
calismalarda akciger, glioma ve mesane kanser hiicreleriyle immiin sistemi ¢oktiirtiilmiis
farelerde RT ile kombine tedaviler uygulanmis ve tiimor biiylimesini yavaslattigi
gorlilmiistiir (Kim ve Pyo, 2012; Okayasu ve ark., 2014; Sauvageot ve ark., 2009;
Yoshida ve ark., 2011).

Simdiye kadar PU-H71 ve RT nin kombine kullanildig1 tek bir ¢alismaya rastlanmistir.
Akciger kanser hiicre hatlarinda yapilan bu c¢alismada PU-H71’in DNA cift zincir
kiriklarinin onarimini inhibe ederek hiicreleri RT’ye duyarli hale getirdigi bildirilmistir
(Segawa ve ark., 2014). PU-H71 ve RT’nin birlikte kullanildigina dair yayinlanmis in
vivo bir calisma heniiz yoktur. Benzer sekilde, deneysel modellerde meme kanseri

gelisimi (primer timdor biliylimesi) ve metastazi iizerine PU-H71’nin RT ile birlikte
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uygulandig1 ve in vivo etkilerinin incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamustir. 17-AAG ve
PU-H71’in de i¢inde oldugu HSP90 inhibitdrleri ile RT kombine tedavisine yonelik bir
klinik ¢aligmaya heniiz rastlanmamistir. Meme kanserinde (in vitro ve in vivo) RT ile
kombine diger HSP90 inhibitorlerinin de kullanildigi calisma sayisinin oldukga az
oldugu goézlenmistir. Yapilan in vitro bir ¢calismada HSP90 inhibitérii AUY-922’nin
MCF7 meme kanser hiicrelerinde RT’ye duyarlilig1 arttirdigr belirtilmistir (Ha ve ark.,
2011). Dolayisiyla bu ¢aligmada RT ile PU-H71’in kombine tedavisinin metastatik
meme kanseri hiicreleri ilizerinde in vitro etkisi ile in vivo meme kanseri modelinde

tiimor biiylimesi ve metastaz lizerine etkisi ilk defa arastirilmistir.

Tlimor hiicresini 6ldiirmede daha etkin olmak i¢in yeni yaklasim kemoterapdotik ajanlarla
RT’yi birlestirmektir. Baz1 kemoterapdtik ajanlar RT ile birlikte kullanildiginda tiimor
hiicrelerini RT’ye duyarli hale getirdikleri i¢in tiimor hiicrelerinin 6lmesinde daha etkin
rol oynarlar. Geldanamisin ve onun daha az toksik tiirevi 17-AAG tiimor hiicrelerini
RT’ye kars1 daha duyarli hale getirir ancak normal hiicrelerde boyle bir etki gozlenmez
(Machida ve ark., 2003; Matsumoto ve ark., 2005; Russell ve ark., 2003). HSP90
inhibitorlerinden bazilar1 da bu sekilde etki gostererek RT’ye duyarliligi 100 kata kadar
arttirabilir. Bunun yani sira NVP-AUY922 gibi bazi HSP90 inhibitorlerinin de RT
duyarliligini arttiric1 etkileri bulunmaktadir (Gandhi ve ark., 2013). PU-H71’in akciger
kanser hiicrelerini RT ye duyarlastirdig1 gosterilmistir (Segawa ve ark., 2014).

2.4. Meme kanseri

Kadinlarda kansere bagli oliimlerin sebepleri arasinda birinci sirada meme kanseri
goriilmektedir (Jemal ve ark., 2011). Meme kanseri genellikle lenf diigiimii, akciger,
karaciger, kemik ve beyine metastaz yapmaktadir. Timor hiicrelerinin metastatik
ozellikleri birbirinden farklilik géstermektedir.

Yasam siiresi boyunca her sekiz kadindan biri meme kanseri teshisi almaktadir. Meme
kanseri, kadinlar arasinda goriilen en yaygin kanser tipidir. Amerika’da her yil
220.000’den fazla kadin meme kanseri teshisi almakta ve 40.000’den fazla kadin ise
meme kanserinden hayatini kaybetmektedir

(http://www.nationalbreastcancer.org/breast-cancer-facts).

13


http://www.nationalbreastcancer.org/breast-cancer-facts

Saglik Bakanlig1 Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu’nun 2016°da yayinladig1 Tiirkiye Kanser
Istatistikleri bilgilerine gore de Tiirkiye’de meme kanseri kadinlarda en sik gériilen
kanser tiirtidiir. 2013 yili igerisinde tani konulan her 4 kadin kanserinden 1’i meme
kanseridir. Ulkemizde meme kanseri tanis1 alan kadinlarm %45’inin 50-69 yas arasinda
oldugu, %40’mnin ise 25-49 yas araliginda yer aldigi goriilmektedir. Meme kanseri
evreleri incelendiginde veri tabaninda yer alan invaziv vakalarin %10’unda uzak
metastaz goriilmektedir.

Meme kanseri hastalarinda artan HSP90 ekspresyonu lenf nodu tutulumu ve koti
prognozla korele bulunmustur (Jameel ve ark., 1992). Ayrica malign olmayan meme
dokusuyla kanser meme dokusundaki HSP90 ekspresyonlar1 karsilastirildiginda koti
diferansiye karsinomlarda HSP90 ekspresyonunun daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(Yano ve ark., 1999). Ayrica, meme kanserli hastalarda ytiksek HSP90 diizeyleri kotii
prognozla iliskilendirilmistir (Pick ve ark., 2007). HSP90 inhibitorlerinin ¢oklu
(multiple) onkojenik sinyal yolaklarini ayni anda baskilama potansiyeli oldugu ig¢in

meme kanseri tedavisinde umut verici goriilmektedir.

2.4.1. Metastaz

Metastaz bir tiimor hiicresinin orijinal tiimorden ayrilip bagka bir organa taginip burada
kontrolstiz bir sekilde biiylimesi olarak tanimlanabilir. Metastatik kanser hiicreleri
yerlestikleri organin islevini bozabilir, organi tahrip edebilir, agr1 ve patolojik belirtilere
sebep olabilir. Kanser iizerine yapilan calismalarin giderek artmasi ve gelisen
teknolojiye ragmen kanser hastalarinin ¢ogu primer tiimoérden dolay1 degil organlarda
gelisen metastazlar nedeniyle dlmektedir (Weigelt ve ark., 2005). Meme kanseri daha
cok lenf nodu, kemik ve akciger olmak {izere karaciger ve beyin gibi diger organlara da

metastaz yapmaktadir (Minn ve ark., 2005).

2.4.2. Meme kanseri ve PU-H71
Bazi meme kanseri tiplerinde overeksprese olan HER2/Neu proteininin molekiiler
saperonu HSP90’dir. Bu nedenle 6zellikle HER2 pozitif meme kanserlerinde HSP90

inhibitorleri yeni bir kemoterapdotik ajan olarak klinik ¢alismalarda da arastirilmaktadir.
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PU-H71 diger HSP90 inhibitorlerinden farkli olarak {i¢lii negatif meme kanserinde
(Ostrojen reseptorii, progesteron reseptorii ve HER2/Neu gen ekspresyonu az ya da yok)
de hem in vitro hem in vivo caligmalarda giiclii bir antikanser aktivite gostermistir
(Caldas-Lopes ve ark., 2009). Bu c¢alismada PU-H71, insan iiclii negatif meme kanseri
hiicre hatlarinda belirgin sekilde HSP90 inhibisyonuna neden olmustur.

In vitro bir calismada PU-H71 tek basina ve TNF-q ile birlikte metastatik meme kanseri
hiicre hatlar1 MDA-MB-231, BT-474 ve MCF7’ye uygulanmistir. TNF-o’nin timor
hiicreleri iizerinde PU-H71’in toksik etkisini arttirdigt ve PU-H71’in TNF-o’nin
indiikledigi IKK-B degredasyonu ile NF-kB transkripsiyonel aktivitesini downregiile
ettigi gosterilmistir (Qu ve ark., 2014). Baska bir calismada in vitro uygulanan PU-
H71’in insan ii¢lii negatif meme kanseri hiicre hatlarinda (MDA-MB-231, MDA-MB-
468, HCC-1806) hiicre biiyiimesi ve proliferasyonundaki cesitli anahtar mediatorlerin
downregiilasyonunu indiikledigi gdosterilmistir. Ayrica aktive Akt ve Bcl-xL
degredasyonu ile apoptozu indiikledigi ve Akt, ERK2, Tyk2’nin inhibisyonu ile {i¢lii
negatif meme kanserinin invazyon potansiyelini azalttigi gosterilmistir. Bunlara ek
olarak PU-H71’in immiin sistemi ¢oktiiriilmiis farelerde MDA-MB-231’in lokal
gelisimini inhibe ettigi, bu tedaviye direng gelismedigi, sag kalimi arttirdig1 ve sistemik
toksisite gostermedigi bildirilmistir (Caldas-Lopes ve ark., 2009). PU-H71’nin BCL6
pozitif diffiiz B hiicre lenfoma hiicreleriyle yapilan in vitro ve in vivo calismalarda da
anti-timoral etki gosterdigi ve sistemik toksisiteye neden olmadigr gosterilmistir
(Cerchietti ve ark., 2009). PU-H71 akciger kanseri hiicre hattinda RT ile kombine
sekilde kullanilmis ve kanser hiicrelerini radyasyona duyarli hale getirdigi bildirilmistir

(Segawa ve ark., 2014).

2.5. Hiicre i¢i sinyal yolaklari

2.5.1. ERK 1/2

Ras-Raf-MEK-ERK (Ras-ERK yolag1 veya ERK1/2 yolagi olarak da bilinir) sinyal
yolag1 bliylime faktorleri, sitokinler, stres gibi ekstraselliiler uyaranlara yanit olarak
aktive olur. Memelilerin hiicre ve dokularinda hem fizyolojik hem de patolojik yanitlara

aracilik eder. Hiicre proliferasyonu ve farklilasmasinda rol oynayan transkripsiyon
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faktorlerinin cogu Ras-ERK yolagiyla aktive olur (Neuzillet ve ark., 2014). Kanser
biyolojisinde iyi karakterize edilmis kinaz kaskadlarindan biridir. Biiyiime faktorleri
veya onkojenik kinazlarin aktif mutantlari ile bu yolak tetiklenir. Bir¢ok kanser tipinde
Ras-ERK yolag1 deregiiledir ve tiimor hiicre farklilasmasi, proliferasyon, sagkalim,
migrasyon ve anjiogenezle iliskilidir (McCubrey ve ark., 2007).

Ras-ERK yolag: kiiclik bir GTPaz olan Ras ile baslar. Ras aktivitesi GTP hidrolizi ile
kontrol edilir. GDP bagli formu etki gostermezken, GTP bagli formu etkin bir enzim
olarak gorev yapmaktadir. Ras aktiflendiginde bir MAP kinaz kinaz kinaz olarak bilinen
Raf1’1 fosforiller. Aktive olan Rafl, MAP kinaz kinaz olan MEK1/2’yi aktive eder ve
sonug olarak MEK 1/2 de MAPK olan ERK1/2’yi fosforilleyerek aktive eder.

ERK1/2 kaskadi biiytime faktorleri ve sitokinlerin G-protein kapili reseptorler, reseptor
tirozin kinazlar veya bazi steroid hormon reseptorlerini tetiklemesiyle baslar.
Transkripsiyonel regiilatorler, apoptoz regiilatdrleri ve steroid hormon reseptorleri
(6strojen reseptorii  gibi) ERKI1/2’nin  substratlaridir.  ERK1/2’nin  fosforilasyonu
proliferasyon, farklilasma, sag kalim, anjiogenik, motilite ve invaziv etkilerin ortaya
¢ikmasinda rol oynar (Whyte ve ark., 2009).

Insan meme kanserlerinin yaklasik %30 unda ERK1/2 yolaginda mutasyonlar meydana
gelmektedir. ERK1/2 sinyalinin disregiilasyonu tek basina kanser gelisimine neden
olmaz. Bunun yam: sira bazi genlerde mutasyonlar ya da genlerin ekspresyon
diizeylerinde degisiklikler meydana gelmesi gerekmektedir.

Meme tiimorlerinin biiylik bir kisminda ERK1/2 agir1 aktiftir ve dowmstream ERK1/2
hedefleri de hiperfosforiledir. Meme kanserli hastalarda yapilan bir ¢alismada lenf nodu
(+) hastalarin primer tiimorlerinde lenf nodu (-) olan hastalara gére ERK1/2 aktivitesinin
belirgin sekilde yiiksek oldugu sonucu artmis ERK1/2 aktivitesinin metastazi etkiledigi
goriisiinii desteklemistir (Mueller ve ark., 2000).

2.5.2. p38

p38 bir mitojenle-aktive protein kinaz (MAPK) ’dir. Hiicresel stres ve sitokinlere yanit
verdigi i¢in stresle aktive olan MAPK olarak bilinmektedir. Fizyolojik olarak genis bir
etki alani vardir. Ozellikle TNF-a ve IL-1B gibi inflamatuar sitokinlerin salinimi icin

gereklidir (Gupta ve Nebreda, 2015). Kanser gelisimi acisindan baktigimizda ise tiimor
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baskilayici rol oynadigi bilinmektedir. Kanserli dokularda normal dokulara gére daha az

aktive oldugu bildirilmistir.

2.5.3. Akt /PKB yolag

PI3K/Akt yolagi, hiicre siklusu, protein sentezi, metabolizma, motilite ve anjiogenez
gibi dnemli fizyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinde gorev almaktadir (Castaneda ve
ark., 2010). Akt bir serin/treonin kinazdir ve anahtar hiicresel siirecleri etkileyen ¢ok
sayidaki downstream efektorleri ile PI3K yolaginin ana mediatoriidiir. Aktive olan Akt
sitoplazmada hareket ederek farkli hiicresel fonksiyonlarda gorevli hedef proteinleri
aktive eder. PI3K/Akt yolaginin aktivasyonu meme kanseri hiicrelerinin biiylimesinin

diizenlenmesinde 6nemli rol oynadig1 diistiniilmektedir (Dillon ve ark., 2007).

2.6. Anjiogenik faktorler

2.6.1. MIP-2

Makrofaj Inflamatuar Protein (MIP-2, CXCL2 olarak da bilinir) yaklasik 6-8 kDa
agirliginda, etkin notrofil kemoatraktan 6zelligi olan bir CXC kemokindir. MIP’ler ilk
olarak endotoksin ile stimiile edilmis fare makrofajlarindan salgilanan {iriinler olarak
tanimlanmis daha sonra ise bu kemokinlerin nétrofil, fibroblast ve epitel hiicreleri gibi
cesitli hiicrelerden de salgilandigi bulunmustur. Immiinregiilatér ve inflamatuar etki

gostermektedir (Driscoll 1994).

Insan Interldkin-8 (IL-8, CXCL8)’in fonksiyonel karsilig1 olarak kemirgenlerde bulunan
MIP-2’nin yani sira bir de benzer etki gosteren CXCL1 (Keratinosit kaynakli kemokin,
KC) kemokini vardir. CXCL1 ile CXCL2 arasindaki aminoasit sekanslar1 %90 benzerlik
gostermektedir ve her ikisi de proinflamatuar etkilidir (Hol ve ark., 2010). Cesitli
inflamatuar hastaliklarda 6nemli rol oynamaktadir (Semple ve ark., 2010). MIP’ler
hematopoezin diizenlenmesi ile IL-1, TNF-a ve histamin gibi inflamatuar mediatorlerin
tiretiminin uyarilmasinda 6nemli rol oynarlar (Driscoll 1994). Notrofiller enfeksiyon

alanina ya da hastalikli bolgeye ilk cagirilan hiicrelerdir. Cesitli inflamatuar mediatorler
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arasinda IL-8 (CXCLS), MIP-2 (CXCL2) ve KC (CXCL1) dahil CXC kemokinleri bu
cagrida en 6nemli mediatdrlerdir.(Kobayashi 2008)

MIP-2 biyolojik etkilerini sadece CXCR2 iizerinden gosterirken IL-8 etkilerini CXCR1
ve CXCR2 olarak adlandirilan G protein kenetli iki hiicre ylizey reseptoriine baglanarak
gosterir. IL-8 major proinflamatuar sitokinlerden biridir. T lenfositleri, monositler ve
eozinofiller i¢in kemotaktik rol oynar. Dolayisiyla MIP-2 ve IL-8 fonksiyonel olarak

benzer etki gostermektedir.

IL-8 anjiogenez ve inflamasyonla iliskili bir kemokindir. Stromal hiicreler ile tiimor
hiicrelerinden salgilanir. IL-8, ge¢ donem tiimorlerin peritimoral sivilarinda erken
donem tiimorler ya da benign durumlara gore daha yliksek diizeylerde bulunmaktadir.
IL-8 ve homologlar1 inflamatuar mediatorler olan IL-1B ve TNF- a, IL-8 ekspresyonunu
biiyiik oranda arttirirlar (De Larco ve ark., 2004). Dolayistyla IL-8 otokrin ve parakrin
yolla hiicre proliferasyonunu ve sag kalimi arttirarak karsinogeneze katkida

bulunmaktadir (Todorovic-Rakovic ve Milovanovic, 2013).

CXCLI ve CXCL2 ayrica kemoterapiye direncte de rol oynamaktadir. Kemoterapotik
ajanlar kanser hiicrelerini oldiirmelerine ragmen endotel ve stromal hiicrelerden salinan
TNF iiretiminin indiiklenmesi kanser hiicrelerinde CXCL1 ve CXCL2 ‘yi upregiile eder.
Bunun gibi kemoterapi ile indiiklenen baz1 kemokinler kanser hiicrelerinin kemoterapiye
direncini etkileyerek sagkalimini arttirmaktadir (Palacios-Arreola ve ark., 2014).

IL-8 ayrica NF-kB’nin gen ekspresyonunu arttirarak hiicre sagkalimi, anjiogenez ve
invazyonda 6nemli rol oynamaktadir. HSP90 inhibitorleri NF-kB ekspresyonunu down-
regule ederek IL-8 iizerinde etki gosteriyor olabilir. NF-kB, tiimor hiicrelerinde hiicre
sagkalimmin artigi, kemoterapiye direng, invaziv ve metastatik potansiyelle iligkilidir
(Caldas-Lopes ve ark., 2009). Kastrasyona direngli prostat kanser hiicrelerinde yapilan
bir caligmada artmis NF-kB aktivitesi ve IL-8 ekspresyonunun PC3 hiicrelerinin 17-
AAG’ye duyarliliginin azalmasi ile korele oldugu goriilmiistiir. NF-xB veya CXCR2
sinyalinin inhibisyonu PC3 hiicrelerinin HSP90 inhibitoriine duyarliligini arttirmigtir

(Seaton ve ark., 2009).
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2.6.2. VEGF

Anjiogenik faktorler arasinda en c¢ok iizerinde c¢alisilan ve wvaskiiler sistemin
farklilasmas1 ve gelisiminde temel rol oynayan Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktori
(VEGF)’diir. VEGF damar endotel hiicrelerine 6zgli homodimerik glikoprotein
yapisinda heparin baglayan biiylime faktoriidiir. 45 kDa agirhigindadir. VEGF normal
fizyolojik durumlarda endotel hiicrelerin fonksiyonunun diizenlenmesinde rol oynar.
Anjiogenik siiregte endotel hiicrelerinin proliferasyon ve migrasyonunda Onemlidir

(Connolly ve ark., 1989).

Endotel hiicrelerine ek olarak hemopoetik kok hiicrelerde, megakaryositlerde, retina
oncll hiicrelerinde, damar diiz kas hiicrelerinde ve bazi tiimor hiicrelerinde (kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanserleri, néroblastoma, meme ve mide kanserleri) bulunur
(Byrne ve ark., 2005). Anjiogenezi arttirmasinin yani sira damar gecirgenligini de
arttirmaktadir (Nicosia 1998). VEGF-a ekspresyonunu basta hipoksiyle indiiklenen
faktor-1 (HIF-1) olmak iizere diger biiylime faktorleri (epidermal biiylime faktori,
transforme edici biiylime faktorii a ve P, insiilin benzeri biiyiime faktorii, fibroblast
biiylime faktorii vs.), hipofiz hormonlari, nitrik oksit, inflamatuar sitokinler (IL-1 a, IL-
1B, IL-6, IL-8) ve onkojenik mutasyonlar da diizenler (Lin ve Rosenfeld, 2007; Liu Y.
ve ark., 1995; Tong ve Yao, 2006).

VEGF, tiimoérlerde neo-vaskiilarizasyonu saglayarak tiimoriin biliylimesine katkida
bulunur. VEGF reseptorleri VEGFRI ve VEGFRII HSP90’nin hedef proteinleri
arasindadir. Glioblastoma hiicrelerinden yliksek oranda salinan VEGF’nin bir HSP90
inhibitorii IPI-504 tedavisiyle anlamh diizeyde azaldig1 gosterilmistir (Di ve ark., 2014).
Benzer sekilde, yine bir HSP90 inhibitorii olan NVP-AUY922 ile tedavi edilen meme
kanseri hiicre hatlarinda (MCF-7 ve MDA-MB-231) VEGF ekspresyonunun azaldigi

gbzlenmistir (Terwisscha van Scheltinga ve ark., 2014).

2.6.3. SDF-1

SDEF-1, bircok dokuda stromal hiicreler tarafindan salgilanir. SDF-1, ilk olarak kemik
iligi stromal hiicrelerinden klonlanmistir. Kanser hiicrelerindeki yiiksek seviyelerinin ise

ilk olarak 2001 yilinda insan over kanserinde gorildiigii tespit edilmigtir. 2011°de
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yayinlanan bir ¢alismada benign ve malign epitelyal over tiimorii olan hastalardan alinan
dokularda SDF-1 ekspresyonuna bakilmistir. Malign dokularda SDF-1 ekspresyonunun
daha fazla oldugu gosterilmistir (Machelon ve ark., 2011). Over kanserinin yani sira
meme kanseri, glioblastoma, pankreas kanseri, prostat kanseri, tiroid kanseri ve diger
bircok insan tiimorlerinde SDF-1 ekspresyonu gozlenmistir. Daha sonraki ¢alismalar
meme kanseri ve prostat kanserinin kemik iligi ve lenf nodu metastazlariyla SDF-1
ekspresyonu arasinda giiclii bir korelasyon oldugunu gostermistir (Kryczek ve ark.,

2007).

Bu konuda kanser hiicrelerinde yapilan bir ¢alisma olmamasina ragmen fare retinal
pigment epitelyum hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada hipoksi olusmadan Once
uygulanan 17-AAG tedavisiyle hipoksiyle indiiklenen SDF-1a ekspresyonunun azaldigi
gosterilmistir (Wang YQ ve ark., 2010).

2.7. HSP90’nin kanser gelisimde rol oynayan hedef proteinleri
2.7.1. HIF-1

Hipoksiyle indiiklenebilir faktor 1 (HIF-1) anjiogenez, hiicre sag kalimi, glikoz
metabolizmas1 ve invazyon gibi kanser biyolojisinde 6nemli bir¢ok basamakta rol
oynayan genlerin transkripsiyonunu aktive eder. Intratiiméral hipoksi ve genetik
degisimler HIFla'nin overekspresyonuna neden olabilir. Bu da birgok kanser tipinde
artan mortalite ile iliskilendirilmistir. Preklinik ¢aligmalarda HIF-1 aktivitesinin

inhibisyonu tiimor biiylimesinde belirgin etkiler olusturmustur (Semenza 2003).

2.7.2. HER2

HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor-2), epidermal biiylime faktor
reseptorleri ailesinin bir liyesidir ve bir transmembran tirozin kinaz reseptoriidiir. HER2
(ErbB2), ErbB3 ve ErbB4’ e baglanarak heterodimerizasyon olusturur ve bunun
sonucunda hiicre i¢i downstream sinyal iletimini baglatir. HER2 geni hiicre biiyiimesi,
boliinmesi ve onariminin kontroliinde rol oynar (Moasser 2007). Meme kanserlerinin %

20-30 ‘unda gen amplifikasyonu veya protein overekspresyonu goriiliir. HER2 pozitif
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hastalarin klinik seyri daha agresif ve sag kalim orami daha diisiiktiir (Wolff ve ark.,

2007).

2.7.3. N-kadherin

Kadherinler kalsiyum bagimli transmembran reseptorlerdir. Birgok farkli organ
sisteminde hiicreler arasindaki kontagi ve iletisimi saglarlar. Kanserde ise epitelyal
mezenkimal gecis siirecinde epitel hiicrelerindeki kadherinler normal olarak eksprese
olmaya devam ederler ya da down-regiile olurlarken mezenkimal hiicrelerdeki kaderinler
up-regiile olur. Bu durum metastatik kanser hiicrelerinin hareketini, invazivligini ve
proliferasyonunu kolaylastirabilir (Andrews ve ark., 2012). Genis bir siiperaileye sahip
olan kadherinlerin alt tiplerinden biri de N-kadherin’dir. N-kadherin meme bezinde
mezenkimal hiicrelerde ve sinir hiicrelerinde eksprese edilir. Kanser hiicrelerinin
migrasyonunda ve tiimériin invazivliginin diizenlenmesinde rol oynarlar. Invazyon oram
ylksek meme kanserlerinde N-kadherin ekspresyonunun arttigi bilinmektedir (Hazan ve

ark., 1997).

2.8. Kanser Gelisiminde Sitokinlerin Rolii

Solid tiimorler icerisinde sadece tiimor hiicrelerini barindirmaz. Tiimor hiicreleri disinda
malign olmayan stromal hiicreler ve go¢ edebilen hematopoietik hiicreler de vardir.
Tiimdr mikrogevresini olugturan bu hiicreler salgiladiklar1 sitokinlerle tiimdr biiytimesi,
progresyon, metastaz ve anjiogenezi kontrol ederler. RT’nin lokal ve sistemik
etkinliginin (metastatik hiicreler iizerindeki anti-tiimdral etkisi-abiskopal etkinlik)
kismen CD8'T hiicrelerine bagl oldugu gosterilmistir (Lee Y ve ark., 2009). Abiskopal
etkide CD8'T hiicreleri ile birlikte TNF, IL-1 ve IL-6 ekspresyonunun RT sonrasi
artmasinin da 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (Formenti ve Demaria, 2009). Kanserle
iliskili inflamasyonda rol oynayan proinflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinlerin
diizenleyicisi olan transkripsiyon faktorii NF-xB yolaginda, HSP90’nin stabilize ettigi
proteinler IKK alfa ve IKK beta da vardir. Kornea hiicrelerinde yapilan bir calismada
hafif 1s1 soku etkisiyle HSP90 yoluyla inflamatuar sitokinlerden IL-1f ve IL-6’nin arttig1
gosterilmistir, ayn1 zamanda 1s1 sokuyla olusturulan inflamatuar yanitta HSP90-Akt-NF-

kB sinyal yolaginin 6nemli rolii oldugu kanisina varilmistir (Tsai ve ark., 2013). Bagka
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bir calismada HSP90 inhibit6rii 17-DMAG’1n J774 makrofaj hiicrelerinde Akt ve NF-xB
yolaginin baskilanmasiyla inflamasyonun azaldigi gosterilmistir (Shimp ve ark., 2012).
Kronik lenfoid losemi hiicrelerinde yapilan bir c¢alismada 17-DMAG’in HSP90
inhibisyonuyla NF-kB yolaginin aktivasyonunu engelledigi bildirilmistir (Hertlein ve
ark., 2010). Ayrica HSP90 inhibisyonunun IL-1p, IL-6 ve TNF-a ve NO (nitrik oksit)
dahil inflamatuar mediatorleri ve sitokinleri azalttig1 bildirilmistir (Chatterjee ve ark.,

2007; Mandrekar ve ark., 2008; Wax ve ark., 2003).

Yeni bir HSP90 inhibitorii olan PU-H71’in inflamatuar sitokinlere etkisine dair yapilan
detayli bir c¢alisma yoktur. Timor mikrogevresinde rol oynayan proinflamatuar
sitokinlerden en bilineni TNF-o’dir. Tiimor hiicrelerine toksik etki gosterdigi gibi sag
kalim, invazyon ve metastazda da rol oynamaktadir. IL-6, timdr mikrogevresindeki
onemli inflamatuar sitokinlerden biridir (Kumari ve ark., 2016) . Hem immiin hiicreler
hem de tiimor hiicreleri i¢in biiylime faktorii gibi rol oynar. Hiicre sag kalimi ve
timorogenezde Onemlidir. IL-10 immiinsiipresif ve anti-inflamatuar bir sitokindir.
Tiumor gelisiminde kompleks etkileri vardir. Bazi ¢alismalarda anti-tiimor etkinlik
gosterirken bazi calismalarda ise tiimorogenezi arttirabilecegi gosterilmistir (Candido ve
Hagemann, 2013). IL-17 pro-inflamatuar bir sitokindir. Tiimor olusumunda ¢ift yonlii
bir etkisi oldugundan sz edilmektedir. Birinci etkisi, timdr anjiogenezini diizenlemek
ve immiin denetimden tiimor hiicrelerinin kagmasimi saglamaktir. ikinci etkisi ise dogal
oldiiriicii hticreler ve sitotoksik T lenfositlerinin aktivasyonunu arttirmaktadir ve
ndtrofil, dogal dldiiriicti hiicreler, CD4" ve CD8* T hiicrelerini tiimor dokusuna ¢agirarak
anti-timor fonksiyonlar da gostermektedir. IFN-y bazi kanser hiicrelerine karsi
sitotoksik etki gosterir ve anti-anjiogenik aktiviteye sahiptir. Ayrica diger sitokinlerle
birlikte anti-tiimor aktivitenin 6nemli bir diizenleyicisi olabilir (Lee S ve Margolin,
2011). Calismamizda HSP90 inhibitoriiniin immiinolojik etkilerini gérmek i¢in in vivo
deneylerimizde farelerin aksiller lenf nodu ve dalaklarindan miks lenfosit kiiltiirii

olusturuldu ve IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a ve IFN-y ekspresyonlarina bakildi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre kiiltiirii

3.1.1. Cahsmada Kullanilan Hiicre Hatlarimin Cogaltilmasi ve idamesi
Calismamizda fare meme kanseri hiicre hattt 4T1 ve 4T1’in farkli organlara metastaz
yapmus alt tipleri kullanilmistir. 4T1 hiicreleri, Balb-c farelerde kendiliginden olusan
meme kanseri hiicre hattidir. 4THM hiicreleri, 4T1 tiimor hiicreleri enjekte edilen
farelerin kalp metastazlarindan elde edilmis hiicrelerdir. 4TLM hiicreleri, 4T1
hiicreleriyle olusturulan tiimér modelinde karaciger metastaz yapan 4T1’in alt grubudur.
4TBM ise 4THM hiicreleriyle olusturulan tiimér modelinde beyine metastaz yapan
hiicrelerdir. 67NR ise Balb-c farelerde kendiliginden olusan metastatik 6zellik
gostermeyen meme kanseri hiicre hattidir.

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

4T1, 4THM, 4TLM, 4TBM ve 67NR hiicreleri, DMEM/F12 (Dulbecco’s modified
Eagle’s minimal essential medium) besiyerine % 5 fetal sigir serumu, 1 mM sodyum
piruvat, 0.02 mM non-essential amino asit ve 40 mg/ml gentamisin eklenerek ¢ogaltildi.
Hiicreler 37°C sicaklikta, % 5 CO:2 ve nem igeren inkiibatorde inkiibe edildi. Hiicre
hatlar1 canlilik, cogalma ve enfeksiyon agisindan inverted mikroskopta giinliikk olarak
takip edildi. Petrilerde %80’in iizerinde hiicre yogunlugu gozlendiginde hiicreler

pasajlanarak ¢ogaltildi.

3.1.2. Hiicrelerin Sayim

Hiicrelerin sayim i¢in Oncelikle petri zemininden ayrilmalar1 saglandi. Bu islem igin,
hiicrelerin i¢inde bulundugu petrilerdeki besiyerleri cekilip atildi. Uzerine 1 ml Tripsin-
EDTA eklenen hiicreler 1-2 dk igerisinde zeminden ayrilinca {izerlerine 1:3 oraninda
besiyeri ile nétralize edilip, 15 ml’lik steril santrifiij tiiplerine aktarildi. 1600 rpm’de 3
dk. santrifiijjlenen hiicrelerin siipernatantlar1 atilarak dibe ¢oken hiicre peleti 5 ml
besiyeri icinde tekrar homojenize edildi. Bu silispansiyondan besiyeri ile 1:10 hiicre

siispansiyonu elde edildi. Hemasitometre (Thoma lami) ile sayim yapildi. Planlanan

23



hiicre sayis1 hesaplanarak belirlenen oranlarda hiicre peleti diliie edildi ve petrilere

istenilen sayida hiicre ekimi yapildi.

3.2. HSP90 Inhibitérlerinin Stok Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

17-AAG (LC Labs, A-6880) 10 mg 1,7 ml DMSO (dimetil siilfoksit) i¢cinde ¢oziildii.
Hiicre kiiltiirtinde kullanilmak tizere 50 mM’lik stok soliisyonlar halinde hazirlandi. 100
ul’lik alikotlar halinde - 20°C ‘de sakland.

In vitro galismalarda kullanilan PU-H71 (Platypus Tech., A11130), 25 mg 1 ml DMSO
icinde ¢oziildii. Deneylerde kullanilmak tlizere 50 mM’ lik stok soliisyonlar halinde
steril kosullarda (laminar flow) hazirlanan PU-H71, 100 pul’lik alikotlar halinde - 20°C
‘de saklandu.

In vivo ¢alismalarda kullanilan PU-H71 (Selleckchem, S8039), %10 DMSO iceren PBS
icerisinde 75 mg/kg olacak sekilde taze olarak hazirlandi. Intraperitonel yolla insiilin

enjektorii ile hayvanlara enjekte edildi.

3.3. Radyoterapi

Hiicreler PU-H71 tedavisinden sonra deney protokollerine gore farkli dozlarda 1sinlanda.
Proliferasyon ve sitokin salinimina etkilerin arastirildigi calismalarda 5 ya da 10 Gy RT
kullanildi. Koloni olusturma deneylerinde ise 2, 4, 6 ve 8 Gy 1sinlama yapildi. Tedaviler
tek doz olarak verildi. Tedaviden 48-72 saat sonra hiicre ¢gogalmast WST kullanilarak
belirlendi. Hiicre kiiltiirlerinin 1sinlanmasinda Cobalt-60 cihazi kullanildi. 40 cm x 40
cm’lik alan boyutunda 100 cm SSD (Source Skin Distance, kaynagin cilt mesafesine
uzaklig1) mesafesinde 1sinlama yapildi. 26,5 Gy/sa 1smlama dozu kullanildi. In vivo

caligmalarda uygulanan RT kosullari in vivo ¢aligmalar boliimiinde agiklandi.

3.4. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Hiicre Canliik Testi (WST-1 Testi)

PU-H71’in farkli konsantrasyonlariyla (0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 ve 10 uM) 72 saat
inkiibasyonlar1 sonucu hiicrelerdeki sitotoksik etkileri belirlemek lizere WST-1 (Cell
Proliferation Reagent WST-1, Roche) kullanildi. WST soliisyonu %S5 FBS iceren
besiyeri ile 1:10 oraninda karistirilarak hazirlandi. Kuyucuklardan siipernatantlar ¢ekilip

atildiktan sonra her bir kuyucuga 100 pl %10 WST igeren besiyeri eklendi. Daha sonra
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96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytleri 37 °C’de ve % 5 CO2 ihtiva eden inkiibatérde 3 saat
inkiibe edildi. Ug saat sonunda 420-600 nm referans dalga boyu araliginda
spektrofotometrede Ol¢lim yapildi. KCjunior (BIO-TEK) programi kullanilarak hiicre
sayilart ¢ikan degerlere gore hesaplandi. Her ilacin doz etki tablosu ve egrisi ¢izilerek
hiicrelerin % 50’sini (IC50) Oldiiren konsantrasyonlar GraphPad Prism 5 software
programi kullanilarak olusturuldu. Bu sonuglara gore diger in vitro caligmalarda

kullanilacak konsantrasyonlara karar verildi.
3.4.1. Hiicre sayisin1 belirlemek icin standart hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii pleytinden besi yeri uzaklastirilarak iizerine 1 ml Tripsin-EDTA ¢ozeltisi
eklendi, Hiicrelerin pleyt yilizeyinden kaldirildi ve Tripsin-EDTA’nin etkisini
etkisizlestirmek i¢in taze besi yeri eklendi. Thoma laminda hiicreler sayildiktan sonra ilk
standart 120.000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu pleyte ekildi. Her bir kuyucukta bir
oncekinin yaris1 kadar hiicre olacak sekilde hiicreler dilue edilerek ekildi. Hiicreler 24
saat inkiibasyona birakildi. 24 saatin sonunda her bir kuyucuga %5 FBS’li besiyeri ile
hazirlanan 9%10° luk WST-1 100 pl eklendi. 3 saat inkiibasyon sonrasinda
spektrofotometrede 420-600 nm dalga boyunda okuma yapildi. Elde edilen degerler
KCjunior programi kullanilarak hesaplandi. Bu islem kullanilan her bir hiicre hatt1 i¢in

yapild.

3.5. Koloni Olusturma Deneyi

PU-H71’in meme kanseri hiicre hatlarinda RT’ye duyarlilig1 degistirip degistirmedigini
belirlemek amaciyla 6 kuyucuklu pleytlere 300 hiicre/kuyucuk seklinde ekim yapildu.
Hiicreler pleyt tabanina baglandiktan sonra (yaklasik 6 saatte gerceklesti) PU-H71 0,1 ve
0,01 uM dozlarda hiicrelere uygulandi. 24 saat sonra 2, 4, 6, 8 Gy tek doz RT uygulandi.
RT sonrasinda tiim kuyucuklardaki besi yerleri tazesiyle degistirildi. Yaklasik 12-14 giin
sonunda hiicrelerin {lizerindeki silipernatant cekilip atild1 ve 1x PBS ile yikama yapildi.
PBS uzaklastirildiktan sonra metanol:asetik asit (3:1) soliisyonu ile hiicreler fikse
edilmek icin 5 dk inkiibe edildi. % 0.5 kristal violet (metanol icerisinde) boyasi ile
damla damla, yiizeyi kaplayacak sekilde koloniler boyandi. 15 dakikalik inkiibasyondan

sonra kuyucuklar su ile yikandi ve oda sicakliginda kurumaya birakildi (Sekil 6).
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Kolonilerin fotograflar1 ¢ekildi ve bilgisayarda fotograflar iizerinden isaretlenerek

koloniler sayildi, sagkalim fraksiyonu hesaplandi (Franken ve ark., 2006).

Sekil 6 : Koloni olusturma deneyinde olusan kolonilerin goriintiisii.

3.6. Western Blot Yontemi

Hiicre kiiltiirinde PU-H71 ve RT’nin tek basma veya birlikte kullaniminin, hiicre igi
sinyal yolaklarinda rol oynayan proteinlerden ERK1/2, p38, Akt’nin fosforilasyonuna
etkisi Western Blot Yontemi ile incelendi. Ayrica uygulanan tedavilerin intraselliiler
HSP90 ve HSP70 ekspresyonu iizerine etkileri yine bu yontemle belirlendi. PU-H71’in
tek basina veya RT ile kombine uygulamasinin HSP90’nin hedef proteinlerinden HER2

ve N-kadherin ekspresyonuna etkileri de Western Blot yontemi kullanilarak incelendi.

3.6.1. Hiicre Lizati Hazirlanmasi

Triton-X Lizis Tamponu

100mM Sodyum Floriir (NaF-Sigma S7920), 50mM HEPES (Sigma H3375), 150mM
Sodyum Klortur (NaCl- Merck1.06404.1000), %10 Gliserol (Sigma G2025), %]1,2
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Triton-X100 (Merck 1.08603.1000), ImM Magnezyum Kloriir (MgCl2-Sigma M8266),
ImM EGTA (Amresco 0732), ImM Sodyum-o-vanadat (Sigma S6508) ve 1x proteaz
inhibitdr kokteyli (Roche) karigtirilarak hazirlandi. Soliisyonun pH’st 7.4 (pH

metre:Hanna Instruments pH 211)° e ayarlandi.
Orneklerin hazirlanmasi

Besi ortami uzaklastirilarak, hucreler soguk 1x PBS ile yikandiktan sonra 6 kuyucuklu
pleytin her bir kuyucuguna 300 pl Triton-X Lizis tamponu konarak hiicreler pipetajla
kaldirild: ve steril 1,5 ml’lik ependorf tiipiine alindi. Buz iginde 30 dk tutulan 6rnekler 1
dk. vortekslendikten sonra 10.000 rpm’de santrifiij edildi ve stupernatant lizat olarak

steril bir ependorf tiipe transfer edildi. Ornekler kullanilana kadar -80°C’de saklandi.

Doku lizatlar1 hazirlanirken ise 6tanazi edilen hayvanlarin primer timor dokularindan
alian parcalar ependorf tiiplerde sivi nitrojene atildi ve sonrasinda -80°C’de saklandi.
Lizat hazirlanacagi zaman buza alinan 6rnekler tartildi ve 0,1 gr dokuya 900 pl lizis
tamponu eklendi. Bir makas yardimiyla dokular kii¢iik pargalara ayrildi ve sonrasinda
sonikasyon yapild1 (Bandelin Sonopuls 2070). Ornekler +4°C’de 10.000 rpm’de 20 dk
santrifiij edildikten sonra ependorf tiipiin lizerindeki siipernatant temiz bir ependorf tiipe

alind1 ve HIF-1a ELISA yonteminde bu lizatlar kullanildi.

3.6.2. Orneklerdeki Protein Miktarimin Belirlenmesi

Hem hiicre kiiltiirtinden elde edilen hem de hayvanlardan alinan primer tiimorlerden elde

edilen lizatlardan esit miktarda ytliklenebilmesi icin protein miktar tayini yapilmistir.

50 ul 50 pl 50 ul 50 ul 50 pl 50 ul 50 pl
stok
P Y (Y (Y (N
50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
ddH,0 ddH,0 ddH,0 ddH,0 ddH,0 ddH,0 ddH,0

Sekil 7: Protein assay standart hazirlama yontemi

-Stok Standart 2,66mg/ml
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-5X protein assay boyasi (Bio-Rad Protein assay Dye Reagent Contrate Cat.No.500-
0006) ddH20 eklenerek 1X’e diliie edilir.

-Orneklerden 5pl almarak 95ul ddH:O ile diliie edilir. Ependorf tiipte hazirlanan bu
diliisyonlardan 5ul ve 10 pl alinarak 96 kuyucuklu pleyte konur ve 1X Dye ile 170 pul’

ye tamamlanir.

-96 kuyucuklu pleytin bir sirasina ise 40 pl standartlar yiiklenir ve 170 pl’ ye 1X Dye ile

tamamlanir.
-Yarim saat karanlikta oda 1sisinda bekletilir.

-Spektrofotometre cihazinda 595 nm’de okunur.
-Orneklerdeki protein miktarlari KCjunior programi kullanilarak hesaplandi. Cikan

protein miktarlarina gore 6rneklerden ne kadar kullanilacagi hesaplandi.

3.6.3. Western Blot Protokolii
Western Blot yonteminde kullandigimiz soliisyonlar:

1. Resolving Buffer:

1,5 M Tris Base pH: 8.8

1 It.’si i¢in 181,64 gr Tris base tartilir ve distile suda ¢oziiliir.
2. Stacking Buffer:

0,5 M TrisBase pH:6,8

1 It si i¢in 60,5 gr Tris base tartilir ve distile suda ¢oziiliir.

3. 10x Running Buffer:

15 gr. Tris Base + 94 gr. Glisin + 50 ml %10 SDS karisimi 1’lt ye distile su ile

tamamlanir. Soliisyon pH ayari gerektirmemektedir.

4. 10x TBS:
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Tris base 24,2 gr + NaCl 80gr + 800 ml ddH20 ¢ozdiiriiliir. 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 ependorf tiiplere boliiniir -80°C’ye

kaldirilir, kullanilacagi zaman 50ul B-merkaptoetanol eklenir.
6. %10 APS:

Taze hazirlanmalidir. 0,1 gr APS 1 ml ddH20’da ¢6ziiliir.

7. Transfer Buffer:

3,75gr glisin + 7,25gr Tris Base 1 It distile suda ¢oziiliir. Karisima 250 ml methanol

eklenir. Soliisyon +4°C 'de saklanmalidir.
8. Akrilamid/Bisakrilamid:

29:08 oraninda karistirilarak hazirlanir.
9. Commasive Blue :

200ml asetik asit + 1800ml H20 + 0,5 gr comassie blue, 1 saat karistirilir, filtreden

gecirilir.
Orneklerin hazirlanmasi

Buzda calisilir. Orneklerden belirlenen miktarda alinir, 6rnek miktarinin yaris1 kadar 2x
SDS-B-merkaptoetanol (loading dye) eklenir. Vortekslenir ve 95°C’de 4 dk

kaynatildiktan sonra kisa bir santrifiij yapilir ve 6rnekler jele ytiklenir.
Orneklerin Jele Yiiklenmesi
Tablo 1’deki oranlara gore istenilen yogunlukta jel dokiiliir.

Jelin ilk kuyusuna biiyiik jelde 10 pl, kiigiik jelde 5 pl protein ladder, eger bos kaliyorsa

son kuyusuna 20 pl loading dye yiiklenir. (bantlarin kaymamasi igin)
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Ornekler, 6ncelikle biiyiik jel icin 120 Volt ( kiiciik jelde 40 Volt) , stackingi gecince
biiylik jelde 150 Volt’da (kiiciik jelde 70 Volt) yiiriitiiliir.

Ornekler yiiriitiildiikten sonra, jelin sogumasi igin cam hafif akan suyun altma birkag

dakika birakilir.

Jelin Hazirlanmasi

Resolving %7 %10 %12 | %15 | Stacking sml’lik | 10ml'lik
Su 10ml 7.7ml 7ml | 4.7ml SR 3ml 6ml
Resolving Buffer 5ml 5ml 5ml 5ml Stackfl?g Buffer | 1.25ml 2,5ml
Acr(29:08) 4.7ml 7ml 8ml 10ml | Acr(29:08) 0,625ml 1,25ml
%10SDS 02ml | 02ml | 0.2ml | 0.2ml | %10SDs 50ul 100ul
%10 APS 02ml | 0.2ml | 02mi | 0.2mi | %10 APS 50l 100u |
Temed 20pl 20ul | 20ul | 20pl | Temed Sl 100l
Toplam 20ml . 20ml 20ml 20ml &
Resolving jelin diiz olmasi igin tGzerine %1'lik SDS hazirlanir.

Biiytik jel DOkiilliyorsa

Resolving %7 %10 %12 %15 | Stacking 5ml’ lik 10ml’lik
Su 15ml 11,55ml | 10,5m! | 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 100ul
%10 APS 03ml | 03ml | 0.3ml | 0.3ml | %10 APS 50ul 100yl
Temed 30ul 30ul | 304 | 30wl |Temed | su | 1op
Toplam 30ml 30ml ‘4_7_30ml 30ml 55 ;

Tablo 1: Poliakrilamid jelin hazirlanmasi
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Transfer Asamasi

Jel kullanilacagi kisimlardan kesilir ve transfer buffer icinde birakilir. (1-2 dak)
Sandwich hazirlanirken, silingerler ve whatman kagitlar1 transfer bufferda islatilir.

Membran methanolde 1dk islatilir. Ve sirasiyla;

Siyah ylizey -siinger- whatman kagidi (2 kat) —Jel -Membran-whatman kagidi (2 kat) -

siinger-beyaz yiizey seklinde sandvig¢ hazirlanir.

Tabakalar arasinda hava kabarcigi kalmamasi i¢in her asamada cam tiip tabakalarin

tizerinde gezdirilir.

Sandvi¢ kapatilir ve sandvigin siyah yiizeyi tankin siyah tarafina gelecek sekilde cihaza

yerlestirilir.

Transfer buffer eklenir ve tankin kapagi kirmizi kutup kirmiziya siyah kutup siyaha

gelecek sekilde kapatilir.
Buz igerisinde gece boyu 40 Volt’ta transfer islemi gergeklestirilir.
Boyama, Bloklama ve Blotlama

Transfer sonucunda sandvi¢ siyah tarafindan ag¢ilir. Kurutma kagidiyla beraber jel

membran {lizerinden alinir.
Membranin transfer yapilan kismi isaretlenir. (Membranin jele bakan yiizeyi)
Membran methanolde 1 dk kadar fikse edilir. (Membran kesinlikle kurutulmamalidir)

Transfer kontrol iglemi i¢in membran pons ile (3 dk), jel ise commasive boyas1 (10 dk)
ile boyanir ve protein bantlar1 goriiniir hale gelir. Boyalar solunmamalidir, bu yiizden

kapakl1 kaplar kullanilir.
Boyama iglemi sonrasinda membran 1x TBS-T ile, jel ise destain ile yikanir.
Bloklama

TBST’de %S5 siit tozu hazirlanir. Bloklama soliisyonu olarak kullanilir. Membran bu

soliisyonda 2 saat shakerda inkiibasyona birakilir.
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Blotlama

e TBS-Tile % 1 BSA hazirlanir.

e Belirlenen primer & sekonder antikor diliisyonu, 1XxTBS-T ‘de ¢oziinmiis %1
BSA soliisyonu ile hazirlanir- vorteks yapilir.

e Primer antikorda; oda 1s1sinda 2 sa ya da gece boyu ise +4°C de rotator tizerinde
inkiibe edilir.

Yikama
1x TBS-T ile 10 dk. shakerda yikanir. Bu islem 3 kez tekrarlanir.

e Membran sekonder antikor ile 2 sa oda 1sisinda shakerda inkiibe edilir.

Yikama

1x TBS-T ile 10 dk. Shakerda yikanir. Bu islem 3 kez uygulanir.

Goriintiileme

Eski bir film {izerine membran yerlestirilir. ( jele bakan yiizeyi yukarida olacak sekilde)

Uzerine ECL (Electrochemiluminescence) gezdirilir ve 5 dk beklenir. 5 dk sonra fazla
soliisyon stizdiiriilerek atilir. Membran kasetteki seffaf dosya arasina alinir, karanlikta
kaset igine film koyularak 1simaya gore bekleme siiresi belirlenir. Yakalanan bantlar

film banyosu yapilarak goriiniir hale getirilir.

3.7. Ex vivo kiiltiir calismasi

Balb-c cinsi farelere kiiltiirde ¢ogaltilan 4TLM hiicreleri Hank’s Soliisyonu’nda 0,1 ml
icinde 100.000 hiicre/fare olacak sekilde sag iist ikinci meme dokusuna enjekte edilerek
ortotopik kanser modeli olusturuldu. Tiimor hiicre enjeksiyonundan 15-20 giin sonra
nekropsi yapildi. Fareden c¢ikartilan tiimor dokulari kiiltiir besi yerine alindi. Besi
yerinde makasla kiiciik parcalara ayrilan dokular taze besi yeri ile kiiltlir petrilerine
ekildi. Hiicreler %80 doluluk oranina ulastifinda primer tiimor eksplantlarma 0,01 pM
dozunda PU-H71 ve 5 Gy RT uygulandi. Tedavilerden 48 saat sonra primer timor
eksplantlarinin siipernatantlar1 topland1 ve IL-6, VEGF ve MIP-2 diizeylerine ELISA
yontemiyle bakildi.
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3.8. In vivo cahsmalar

4T1 ve alt tipleri ile olusturulan metastatik meme kanseri modeli insan metastatik meme
kanserini taklit etmektedir. Bu nedenle hiicre kiiltiirii deneylerimizde HSP90 inhibitorii
PU-H71’e¢ iyi yamit aldigimiz 4TBM hiicreleri ile ortotopik meme kanseri modeli
olusturuldu. Bu model uygulama sonrasi sistemik metastazlar olusturuyor olmas ile de
evre 4 metastatik meme kanseri i¢in iyi bir model olugturmaktadir.

Deney Hayvanlari: Calismada 6-8 haftalik disi Balb-c cinsi fareler kullanildi. Fareler
KOBAY firmasindan (Ankara) temin edildi, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Deney
Hayvanlar1 Unitesi’ne getirtilip deneye kadar ve deneyler siiresince bakimlar1 burada
saglandi.

In-vivo tiimér olusturulmasi: Balb-c cinsi farelere kiiltiirde cogaltilan 4TBM hiicreleri
Hank’s Soliisyonu’nda 0,1 ml i¢inde sag iist ikinci meme dokusuna enjekte edilerek
ortotopik kanser modeli olusturuldu. 4TBM hiicreleri 100.000 hiicre/fare olarak meme

dokusuna uygulandi. Bu farelerde 1 ay icinde sistemik metastazlar olugmaktadir.

Calismada olusturulan deney gruplart:
1. Kontrol n= 12

2. PU-H71 n=12

3. PU-H71 + RT n=12

4.RT n=12

Tiimoér biiyiimesinin takibi: PU-H71’in ve RT kombine uygulamasinin tiimdr biiyltime
hizina etkisini gérmek i¢in tiimor enjeksiyonundan 1 hafta sonra tedavi siiresince haftada
2-3 kez tiimor boyutlar1 kumpas yardimiyla 6lgiildii. Tedavi sonunda dlgiilen degerler

V=LW?/2 formiilii ile hesaplanarak tiimor hacmi belirlendi.
V= tlimo6r hacmi
L= tlimoriin boyu

W= tiimoriin genisligi
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3.8.1. Tedavilerin uygulanmasi

PU-H71 tedavisi: Calismada daha 6nce yapilan hayvan g¢aligsmalarinda ciddi yan etki
gostermeyen HSP90 inhibitorii PU-H71 kullanildi. Literatiirde yer alan bilgilere gore
farelerde toksisite olusturmadan etkili goriinen dozlar géz Oniine alindi (Caldas-Lopes
ve ark., 2009). PU-H71, 75 mg/kg i.p. haftada 3 kez olacak sekilde uygulandi.
Tedavilere tiimor enjeksiyonundan dort giin sonra baglandi ve deneyin sonlanma
tarihinden iki giin 6nce bitirildi. Kontrol ve RT gruplarina da es zamanli olarak tedavi

gruplariyla ayni miktarda i.p. %10 DMSO igeren 1x PBS enjeksiyonu yapildi.

Lokal RT uygulamasi: Farelerde lokal RT uygulamasiyla ilgili daha 6nce yaptigimiz
calismalar bulunmaktadir ve bu c¢alismalardan biri yaymlandi (Erin ve ark., 2015).
Hayvanlara RT oOncesi ketamin/xylazin anestezisi uygulandi. Anestezi altindayken
bacaklarindan ve kuyruklarindan zemine flasterle yapistirildi. Hayvanlarin sag iist meme
dokusunun 1,5 cm? cilt bélgesi (enjeksiyonun yapildig1 yer) 0,5 cm kalinliginda bolus
materyali kullanilarak 1sinlandi. RT uygulamasi Elekta Synergy LINAC tedavi cihazi
kullanilarak 4 MV enerji ile 75 cm (SSD) mesafeden verildi. Radyasyon doz hizi 400
cGy/dk olarak hesaplandi. RT, tiimor hiicresi enjeksiyonundan 6 giin sonra 18 Gy
dozunda belirtilen kosullarda uygulandi.

Metastaz diizeyindeki degisikliklerin belirlenmesi: Calismada kullanilan fare meme
kanseri modelinde kontrol grubunda fareler tiimér hiicrelerinin enjeksiyonundan
yaklagik 25-30 giin icinde 6lmektedir. Bu nedenle, es zamanli metastazdaki degisimi
belirleyebilmek i¢in, tiimor enjeksiyonundan sonraki 28. giinde akciger metastazlarini
belirlemek icin dokular ¢ikartildi. Akcigerler 1x PBS ile yikanip Bouin soliisyonuna
alind1. Akcigerler Bouin fiksatifinde bekletildiginde metastatik lezyonlar beyaz nodiiller
seklinde goriinlir hale gelmektedir (Erin ve ark., 2004). Bu nodiiller sayilarak
makroskopik metastaz indeksi ¢ikartild.

3.8.2. Miks lokosit kiiltiirii
Tiimor olusturulmus fareler sakrifiye edildikten sonra dalak ve aksiler lenf nodlari
cikartild1 ve besi yerine alindi. Laminar kabinde dalak ve kenf nodlar ezilip filtreden

(mesh’ten) gegcirilerek tek hiicre siispansiyonu haline getirildi. Sayilan hiicreler
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kuyucukta 3-4 milyon hiicre olacak sekilde 48 kuyucuklu pleytlere ekildi. Her 6rnek i¢in
2 farenin dokusu birlestirildi ve her calisma grubundan 6 fare ile toplam 3 6rnek
hazirlandi. TNF-a O6lglimii uyarimlardan (LPS, Con-A ya da isinlanmis 4TBM
hiicreleri) 20 saat sonra toplanan siipernatantlardan yapildi. Diger sitokinler (IL-6, IFN-

v, IL-10, IL-17) i¢in uyarimdan 40 saat sonraki slipernatantlar kullanildi.

3.9. ELISA Yontemi

Hiicreler 24 kuyucuklu pleytlere 7000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi, tedaviler %
5 FBS igeren besi yerinde 48 saat sonra uygulandi. 24 saat sonra 10 Gy RT verildi. 48
saat sonra ise siipernatantlar toplandi. Daha sonra bu siipernatantlardan MIP-2, SDF-1 ve
VEGF diizeylerine ELISA yontemiyle bakildi. Es zamanli olarak hiicre sayisindaki
degisiklikler de WST-1 kiti ile belirlendi. ELISA sonuglar1 hiicre sayilarina eslenerek
grafikler olusturuldu.

Fosfat Tampon Soliisyonu (Phosphate Buffer Saline, PBS): 8 g NaCl (Sigma), 0,2 g
KCI (Sigma), 1,44 g NaH2PO4 (Sigma), ve 0,24 g KH2PO4 (Sigma) tartilarak, 800 ml
distile su i¢inde ¢ozuldu. pH 7.4’ e ayarland1 ve toplam hacim distile su ile 1 litreye

tamamlandi. Solusyon steril kabinde 0,22 pm vakumlu filtreden gegirildi.

3.9.1. Fare MIP-2 ELISA (Antigenix America, RMF431CK)

Soliisyonlarin hazirlanmasi

Capture Ab: Kit i¢indeki 50pg capture antikor i¢cine 500ul ddH20 eklendi (0,1 pg/ml).
Alikotlandi, -20°C’de saklandi. (1ml PBS + 1pul capture Ab)

Tracer Ab: Kit i¢indeki 25ug tracer antikor i¢cine 500ul ddH20 eklendi. Alikotlandi,
-20°C’de saklandi. (1ml diliient + 1pul tracer Ab)

Standart: Kit i¢indeki standart icine 50ul ddH20 eklendi (ana stok, 20000 ng/ml). 100
kez sulandirilip ara stok (200 ng/ml) yapildi (5ul ana stok+500ul ddH20).

1. standart : 2000 pg/ml ile baslar.
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3pulara 150 pl 150 ul 150 ul 150 i 150 ul 150 i 150 ul
stok
— (] NN
297 ul 150 pl 150 pl 150 ul 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl
dilient dilient dilient dilient dilient dilient dilient dilient

Sekil 8: Fare MIP-2 ELISA standart hazirlama yontemi

Diliient: PBS icinde %0,2 Tween20 + %5 FBS

Bloklama soliisyonu: PBS i¢inde %5 FBS

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

HRP: Diliient ile 1:1000 oraninda hazirlandx.

Substrat: TMB A ve B 1:1 oraninda karistirildi ve 1siktan korundu.
Durdurma soliisyonu: 2N H2SO4

Protokoliin uygulanmasi

-Yukarida belirtildigi sekilde (0,625 pg/ml) Capture Antikor hazirlanip her bir kuyucuga
100 pl olacak sekilde dagitildi, pleytin lizeri kapatildi.

- Gece boyu oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

- Bloklama soliisyonu her bir kuyucuga 300ul dagitildu.

- 1 saat oda 1s1s1nda inkiibe edildi.

- 2 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

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

- 4 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

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

- 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.

3.9.2. Fare CXCL12/SDF-1 ELISA (R&D, DY460)
Soliisyonlarin hazirlanmasi

Capture Ab: Kit i¢indeki 360pug/ml capture antikor icine 1 ml PBS eklendi (0,1pg/ml).
Alikotlandi, -80 °C’de saklandi. (1ml PBS + 0,8 ul capture Ab)

Tracer Ab: Kit icindeki 72ug/ml tracer antikor i¢ine 1 ml diliient eklendi. Alikotlanda,
-80 °C’de saklandi. (Iml diltient + 0,8 pl tracer Ab)

Standart: Kit icindeki 130ng/ml standart i¢ine 500 uL ddH20 veya diliient eklendi.
Alikotlandi, -80 °C’de saklandi.

1. standart: 6000 pg/ml ile bagslar.
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14 ul 150 pl 150 ul 150 ul 150 i 150 ul 150 i 150 ul
arastok

] AN AY

286 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl
dilient dilient dilient dilient dilient dilient dilient dilient

Sekil 9: Fare SDF-1 ELISA standart hazirlama yontemi

Diliient: PBS i¢inde %1 BSA

Bloklama soliisyonu: PBS icinde %5 FBS

Yikama soliisyonu: PBS icinde %0,05 Tween20

HRP: Diliient ile 1:200 oraninda hazirlandi.

Substrat: TMB A ve B 1:1 oraninda karistirildi ve 1siktan korundu.
Durdurma soliisyonu: 2N H2SO4

Protokoliin uygulanmasi

- Yukarida belirtildigi sekilde (2 pg/ml) Capture Antikor hazirlanip her bir kuyucuga
100 pl olacak sekilde dagitildi, pleytin lizeri kapatildi.

- Gece boyu oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

- Bloklama soliisyonu her bir kuyucuga 300ul dagitildu.

- 1 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.

- 4 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

- 400 ng/ml oraninda hazirlanan detection (tracer) 100 pl her bir kuyucuga dagitildi.

38




- 2 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 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.

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

- 50 pl reaksiyonu durdurma soliisyonu eklendi.
- 450 nm dalga boyunda okuma yapildi.

- Degerler KCjunior programinda hesaplandi.

3.9.3. Fare VEGF ELISA (Peprotech, 900-K99)
Soliisyonlarin hazirlanmasi

Bloklama soliisyonu: PBS i¢cinde %5 FBS
Yikama soliisyonu: PBS i¢inde %0,05 Tween20
Diliient: PBS i¢inde %0,05 Tween20 + %0,1 BSA
Substrat: ABTS

Durdurma soliisyonu: 0,1M Sitrik asit

1.Standart: 3000 pg/ml
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4,4 pl 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul
VA AE /AN
1461pl 150pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl
dilient dilient dilient dilient dilient dilient dilient dilient

Sekil 10: Fare VEGF ELISA standart hazirlama yontemi

Protokoliin uygulanmasi

- 11 ml PBS’te 25 pl Capture Antikor hazirlanip her bir kuyucuga 100 pul olacak sekilde

dagitildi, pleytin tizeri kapatildi.

- Gece boyu oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

- Bloklama soliisyonu her bir kuyucuga 300 pl dagitildi.

- 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 2 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

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

- 2 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

- 11 ml diliiente 12,5 pl detection (tracer) eklendi ve her bir kuyucuga 100 pl dagitildi.

- 2 saat oda 1s1sinda inkibe edildi.

- 4 kez yikama soliisyonu ile yikand.

- 11ml diliiente 3,7 ul HRP eklendi ve 100 pl her bir kuyucuga yiiklendi.

- 30 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama sollisyonu ile yikandi.

- ABTS Substrat 100 pl her bir kuyucuga dagitildi.
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- 20 dk renk degisimine gore karanlikta oda 1sisinda bekletildi.
- 50 pl reaksiyonu durdurma soliisyonu eklendi.
- 415 nm dalga boyunda okuma yapildu.

- Degerler KCjunior programinda hesaplandi.

3.9.4. Fare TNF-a ELISA (eBioscience, 88-7324-88)
Soliisyonlarin hazirlanmasi

Coating Buffer:1 paket coating buffer tozu + 11t ddH20

Capture Ab: 1/250 diliisyon, 12ml coating buffer + 48ul capture Ab
Detection Ab: 1/250 dilusyon, 12ml diltient + 48ul detection Ab
Wash Buffer: PBS icinde %0,05 Tween20

Blocking buffer: 5X assay diliient 1X assay diliient haline getirildi.

Assay Diliient:5X assay diliient 1X assay diliient haline getirildi.

Enzyme, Avidin HRP: 1/250 diliisyon, 12 ml assay diliient + 48ul HRP

Substrat: TMB
Durdurma Soliisyonu: 2N H2SO4

1. Standart: 1000 pg/ml

10 ul 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul
arastok
— 1 MDA
10 ml 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl
dilient dilient dilGent dilGent dilient dilient dilient dilGent

Sekil 11: Fare TNF-a ELISA standart hazirlama ydntemi
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Protokoliin uygulanmasi

-Yukarida belirtilen diliisyonda Capture Antikor hazirlanip her bir kuyucuga 100 pl
olacak sekilde dagitildi, pleytin {izeri kapatildi.

- Gece boyu +4°C inkiibe edildi.

- 5 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

- Bloklama soliisyonu her bir kuyucuga 300 pl dagitildi.

- 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 2 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

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

- 5 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

- Belirtilen diliisyonda hazirlanan detection (tracer) 100 pl her bir kuyucuga dagitildi.

- 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 5 kez yikama soliisyonu ile yikandi.

- HRP 100 pl yiiklendi.

- 30 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 7 kez yikama sollisyonu ile yikandi.

- Substrat 100 pl her bir kuyucuga dagitildi.

- 15 dk renk degisimine gore karanlikta oda 1s1sinda bekletildi.
- 50 pl reaksiyonu durdurma soliisyonu eklendi.

- 450-570 nm dalga boyunda okuma yapildi.

- Degerler KCjunior programinda hesaplandi.

42



3.9.5. Fare IL-6 ELISA (Biolegend, 431303)

Soliisyonlarin hazirlanmasi

Coating Buffer:0,1 M Sodium Carbonate,

7,13 gr NaHCOs3, 1,59 gr Na2COs; 1 litre suyla tamamlanir. ; pH 9,5
olacak sekilde ayarlanir. 2-8 °C saklanur.

Capture Ab: Coating buffer icinde 1/400 diliisyonda hazirlandi

Detection Ab: Assay diliient i¢cinde 1/400 diliisyonda hazirland1

Enzyme, Avidin HRP: Detection soliisyonunun iginde 1/1000 diliisyonda hazirlandi

Wash Buffer: PBS icinde %0,05 Tween20

Blocking buffer: PBS icinde %10 FBS

Assay Diliient: PBS icinde %10 FBS

Substrat: TMB

Durdurma Soliisyonu: 2N H2SO4

Standart: stok standart 1 ml ddH20 ile sulandirilir.

1. standart =2000pg/ml

24 ul 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul 150pl 150ul
7 NS/ AN/ YA /A A /A
276ul 150pl 150pl 150pl 150pl 150pl 150pl 150pl
dilient dilient dilient dilient dilient dilient dilient dilient

Sekil 12: Fare IL-6 ELISA standart hazirlama yontemi

Protokoliin uygulanmasi

-Yukarida belirtilen diliisyonda Capture Antikor hazirlanip her bir kuyucuga 100 pl

olacak sekilde dagitildi, pleytin iizeri kapatildi.

- Gece boyu +4°C inkiibe edildi.

- 3 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.
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- Bloklama soliisyonu her bir kuyucuga 300 ul dagitildi.

- 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 2 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

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

- 3 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

- Belirtilen diliisyonda hazirlanan detection (tracer)+ HRP 100 pl her bir kuyucuga
dagitildi.

- 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 7 kez yikama soliisyonu ile yikandi.

- Substrat 100 pl her bir kuyucuga dagitildi.

- 30 dk renk degisimine gore karanlikta oda 1si1sinda bekletildi.
- 50 pl reaksiyonu durdurma soliisyonu eklendi.

- 450-570 nm dalga boyunda okuma yapildi.

- Degerler KCjunior programinda hesaplandi.

3.9.6. Fare IL-10 ELISA (Biolegend, 431403)
Soliisyonlarin hazirlanmasi
Coating Buffer:0,2 M Sodyum Fosfat,pH:6,5

11,8g Na2HPO4, 16,1g NaH2PO4, 1L.ddH20
Capture Ab: Coating buffer i¢inde 1/500 dilusyonda
Detection Ab: Assay diliient icinde 1/500 diliisyonda

Avidin HRP: Assay diliient i¢inde 1/1000 diliisyonda hazirland1
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Wash Buffer: PBS icinde % 0,05 Tween20

Blocking buffer: PBS icinde %10 FBS

Assay Diliient: PBS icinde %10 FBS

Substrat: TMB

Durdurma Soliisyonu: 2N H2SO4

Standart: STD.tiipii 200ul assay diliient ile sulandirilir. std1=2000pg/ml

23 ul 150ul | 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul
standart

e AV A A AN SN Y
277ul 150ul 150 ul 150 ul 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl
dilient dilient dilient dilient dilient dilient dilient dilient

Sekil 13: Fare IL-10 ELISA standart hazirlama yontemi
Protokoliin uygulanmasi

-Yukarida belirtilen diliisyonda Capture Antikor hazirlanip her bir kuyucuga 100 pl
olacak sekilde dagitildi, pleytin iizeri kapatildu.

- Gece boyu +4°C inkiibe edildi.

- 4 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

- Bloklama soliisyonu her bir kuyucuga 300 pul dagitildi.

- 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 2 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

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

- 4 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildu.

- Belirtilen diliisyonda hazirlanan detection (tracer) 100 ul her bir kuyucuga dagitildu.
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- 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama soliisyonu ile yikandi.

- HRP 100 pl yiiklendi.

- 30 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 5 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.

- 450-570 nm dalga boyunda okuma yapildi.

- Degerler KCjunior programinda hesaplandi.

3.9.7. Fare IL-17 ELISA (Biolegend, 432503)

Soliisyonlarin hazirlanmasi

Coating Buffer: 1X coating buffer (5X coating buffer ddH20 ile 1X yapilir.)
Capture Ab: Coating buffer iginde 1/560 dillisyonda

Detection Ab: Assay diliient icinde 1/560 diliisyonda

Avidin HRP: Assay diliient i¢inde 1/1000 diliisyonda hazirland1

Wash Buffer: PBS icinde %0,05 Tween20

Blocking buffer: PBS icinde %5 FBS

Assay Diliient: PBS icinde %5 FBS

Substrat: TMB

Durdurma Soliisyonu: 2N H2SO4

Standart: STD.tiipii 200ul assay diliient ile sulandirilir. std1=1000pg/ml
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Sekil 14: Fare IL-17 ELISA standart hazirlama yontemi

Protokoliin uygulanmasi

-Yukarida belirtilen diliisyonda Capture Antikor hazirlanip her bir kuyucuga 100 pl

olacak sekilde dagitildi, pleytin tlizeri kapatildi.

- Gece boyu +4°C inkiibe edildi.

- 4 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

- Bloklama soliisyonu her bir kuyucuga 300 pl dagitildi.

- 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 2 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

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

- 2 saat oda 1s1sinda inkibe edildi.

- 4 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

- Belirtilen diliisyonda hazirlanan detection (tracer) 100 pl her bir kuyucuga dagitildi.

- 1 saat oda 1s1sinda inkibe edildi.

- 4 kez yikama soliisyonu ile yikandi.

- HRP 100 pl yiiklendi.

- 30 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 5 kez yikama soliisyonu ile yikandi.

- Substrat 100 pl her bir kuyucuga dagitildi.
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- 30 dk renk degisimine gore karanlikta oda 1s1sinda bekletildi.
- 100 pl reaksiyonu durdurma soliisyonu eklendi.
- 450-570 nm dalga boyunda okuma yapildu.

- Degerler KCjunior programinda hesaplandi.

3.9.8. Fare IFN-y ELISA (Biolegend, 430803)

Soliisyonlarin hazirlanmasi

Coating Buffer: 8,4 gr NaHCOs3, 3,56 gr Na2CO3; to 1 It; pH: 9,5
Capture Ab: Coating buffer i¢inde 1/500 diliisyonda

Detection Ab: Icinde 1/500 diliisyonda

Avidin HRP: Assay diliient iginde 1/1000 diliisyonda hazirlandi

Wash Buffer: PBS icinde %0,05 Tween20

Blocking buffer: PBS icinde %10 FBS

Assay Diliient: PBS icinde %10 FBS

Substrat: TMB

Durdurma Soliisyonu: 2N H2SO4

Standart: STD.tlipti 200ul assay diliient ile sulandirilir. std1=1000pg/ml

12 ul 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul
AN/ /A S/ /A /A /A

288ul 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl
dilient dilient dilGent dilGent dilient dilient dilient dilient

Sekil 15: Fare IFN-y ELISA standart hazirlama yontemi
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Protokoliin uygulanmasi

-Yukarida belirtilen diliisyonda Capture Antikor hazirlanip her bir kuyucuga 100 pl
olacak sekilde dagitildi, pleytin lizeri kapatildi.

- Gece boyu +4°C inkiibe edildi.

- 4 kez yikama sollisyonu ile yikama yapildi.

- Bloklama soliisyonu her bir kuyucuga 300 pl dagitildi.

- 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 2 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

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

- 4 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

- Belirtilen diliisyonda hazirlanan detection (tracer) 100 pl her bir kuyucuga dagitildi.

- 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama soliisyonu ile yikand.

- HRP 100 pl yiiklendi.

- 30 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 5 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.

- 450-570 nm dalga boyunda okuma yapildi.

- Degerler KCjunior programinda hesaplandi.
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3.9.9. insan / Fare Total HIF-1a ELISA (R&D, DYC1935E)

Soliisyonlarin hazirlanmasi

Capture Ab: Kit icindeki 720pg/ml capture antikor igine 200ul PBS eklendi.
Alikotlandi, -80 °C’de saklandi. (1ml PBS + 1ul capture Ab)

Detection Ab: Kit icindeki 3.6 pg/ml detection antikor i¢cine 1000ul reagent diliient
eklendi, alikotlandi, -80 °C’de sakland1. (1ml diliient + 8.3 pul detection Ab)

Standart: Kit i¢indeki standart icine 500 pl reagent diliient eklendi.

1. standart : 8000 pg/ml

13 ul 150l 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul
stok
VA AN NSNS
287 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl
dilient dilient dilient dilient dilient dilient dilient dilient

Sekil 16: Insan / Fare Total HIF-10. ELISA standart hazirlama yntemi

Reagent Diliient: yikama soliisyonu i¢inde %5 BSA

Blocking buffer: yikama soliisyonu i¢inde %5 BSA

Wash Buffer: PBS icinde %0,05 Tween20

Streptavidin HRP: 1:1000 oraninda hazirlandi.

Substrat: TMB A ve B 1:1 oraninda karistirildi ve 1siktan korundu.
Durdurma Soliisyonu: 2N H2SO4

Protokoliin uygulanmasi

-Yukarida belirtilen diliisyonda capture antikor hazirlanip her bir kuyucuga 100 pl
olacak sekilde dagitildi, pleytin iizeri kapatildi.

- Gece boyu oda 1s1sinda inkiibe edildi.
- 4 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

- Bloklama soliisyonu her bir kuyucuga 300 pl dagitildi.
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- 1 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 2 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

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

- 7 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.

- Belirtilen diliisyonda hazirlanan detection (tracer) 100 ul her bir kuyucuga dagitildi.
- 2 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama soliisyonu ile yikandi.

- HRP 100 pl ytiklendi.

- 20 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- 4 kez yikama sollisyonu ile yikandi.

- Substrat 100 pl her bir kuyucuga dagitildi.

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

- 50 pl reaksiyonu durdurma soliisyonu eklendi.

- 450 nm dalga boyunda okuma yapildu.

- Degerler KCjunior programinda hesaplandi.

3.10. Cahsmada Kullanilan sarf malzemeler, kimyasallar, kitler ve cihazlar

Bu calismada, tiim geregler Akdeniz Universitesi, Saglik Bilimleri Arastirma ve
Uygulama Merkezi Arastirma laboratuvarinda saglandi ve tiim deneyler bu arastirma
laboratuvarinda yiriitiildi. Calismada kullanilan kimyasallarin tamami molekiiler

biyoloji i¢in uygun safliktadir.
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Cahismada Kullanilan Sarf Malzemeler

Hiicre kiiltiir pleyti, 100 mm (Corning)

6 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleyti (Corning)
12 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleyti (Corning)
24 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleyti (Corning)
96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleyti (Corning)
Santrifij tiipleri (15 ml ve 50 ml) (BD)
Hiicre dondurma tiipleri (TRP)

Steril serolojik pipet (BD)

Pipet uglar1 (10 pl, 100 pl, 200 ul, 1000 pl) (Thermo)

Eppendorf tiipii (Axygen)

Calismada kullanilan kimyasallar

p-ERK1/2 antikoru

p-p38 antikoru

p-Akt (Ser473) Rabbit mAb,
HSP90 antikoru

HSP70 antikoru

HER?2 (erbB-2) antikoru
N-Cadherin antikoru
GAPDH

Goat anti-mouse [gG-HRP
Goat anti-rabbit IgG-HRP
Fare MIP-2 ELISA

Fare CXCL12/SDF1 ELISA
Fare VEGF ELISA

Fare TNF-a ELISA

Cell Signaling Technology- ABD
Cell Signaling Technology- ABD
Cell Signaling Technology- ABD
Cell Signaling Technology- ABD
Cell Signaling Technology- ABD
Millipore-ABD

BD Bioscience

Meridian Life Science

Santa Cruz Biotechnology

Santa Cruz Biotechnology
Antigenix America, RMF431CK
R&D, DY460

Peprotech, 900-K99

eBioscience, 88-7324-88
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Fare IL-6 ELISA

Fare IL-10 ELISA

Fare IL-17A ELISA

Fare IFN-y ELISA

Insan/ Fare HIF-1a ELISA kit
Mouse IgG HRP

Akrilamid

Tris Base

Sodyumdodesil siilfat (SDS)
Amonyum per siilfat (APS)
TEMED

WST

PVDF Membran

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

FBS (Fetal Dana Serumu)
Gentamisin

Tween 20

ECL

Sodyum kloriir

Proteaz inhibitor kokteyli
Siit Tozu (yags1z)
Dimetil siilfoksit(DMSO)
Cyristal violet

Bradford Dye reagent 1X
Brom fenol mavisi
B-Merkaptoetanol
Gliserol

Tripsin % 0.05 (1X)
Etanol

Methanol

Biolegend, 431303
Biolegend, 431403
Biolegend, 432503
Biolegend, 430803

BD biosciences

Thermo scientific
Applichem

Applichem

Sigma Aldrich -Almanya
Riedel-de haen-Almanya
Amresco-ABD

Roche

Millipore

Thermo scientific-ABD
Biological Industries

I.E. Ulagay, Tiirkiye
Applichem- Almanya
Biorad

Carlo Erba, Italya

Roche diagnostic-Almanya

Pinar- Tiirkiye
Amresco-ABD
Sigma-ABD
Biorad-ABD

Merck- Almanya
Merck- Almanya
Biotech- ABD

Thermo scientific-ABD
Merck

Merck
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Kullanilan Aletler ve Gerecler
Inverted mikroskop (Olympos)

Class II LaminAir (Esco)

CO:2 inkiibatorii ( %5 COz2) (Thermo)
Buzdolab1 (+4 ve -20) (Beko)
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 Karistiric1 (Ika RH Basic)

Distile su cihaz1 (GFL)

Buz makinast (Ugur)

Jel yiiriitme tanki (Biorad)

Ceker ocak

pH metre

otomatik pipetler

Sonikator (Bandelin Sonopuls 2070)
Thoma lam1 (Marienfeld- C964730)
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4. BULGULAR
4.1. HSP90 inhibitorlerinin Kanser Hiicre Hatlarinda Proliferasyona EtKkisi

4.1.1. 4T1, 4THM, 4TLM, 4TBM ve 67NR Hiicre Hatlarinda 17-AAG’nin Doza
Bagh Etkisinin WST-1 Yéntemiyle incelenmesi

4T1 ve 4T1’in metastatik alt tipleri 4THM, 4TLM, 4TBM ile metastatik olmayan 67NR
fare meme kanseri hiicre hatlarinda 17-AAG’nin artan konsantrasyonlarda (0,01 uM —
20 pM) hiicre proliferasyonuna etkisi incelendi. 72 saatlik tedavi sonrasinda WST-1 ile
hiicre proliferasyonu belirlendi. Calismada kullanilan fare meme kanseri hiicre hatlariin
hepsinde 17-AAG hiicre proliferasyonunu inhibe etti (Sekil 17). Ayrica 1 uM ve 10 uM
dozlarda 17-AAG’nin hiicre biliylimesini 17-AAG’nin metastatik hiicre hatlarinda
metastatik olmayan meme kanseri hiicre hatti 67NR’ye gore anti-proliferatif etkisinin
anlamli olarak daha fazla oldugu goriildii. Tedavi gruplarindaki canli hiicre sayilari

kontrol grubundaki canli hiicre sayilarina oranlanarak inhibisyon degerleri hesaplandi.
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Sekil 17: 17-AAG’nin alt1 farkli dozda fare metastatik meme kanseri (4T1, 4TLM, 4THM, 4TBM)
hiicreleri ve metastatik olmayan fare meme kanseri (67NR) hiicre hattinda hiicre biiyiimesi inhibisyon
oranlar1. Her bir hiicre i¢in en az ii¢ tekrarli deneyler yapildi.
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4.1.2. 4T1, 4THM, 4TLM, 4TBM ve 67NR Hiicre Hatlarinda PU-H71’in Doza
Bagh Etkisinin WST-1 Yéntemiyle incelenmesi

4T1 ve 4T1’in metastatik alt tipleri 4THM, 4TLM, 4TBM ile metastatik olmayan 67NR
fare meme kanseri hiicre hatlarinda PU-H71’in artan konsantrasyonlarda (0,01 uM — 10
uM) hiicre proliferasyonuna etkisi incelendi. Doza bagli olarak tiim hiicrelerde

proliferasyonu inhibe ettigi goriildii ( p < 0.05) (Sekil 18).
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Sekil 18: PU-H71’in alt1 farkli dozda fare metastatik meme kanseri (4T1, 4TLM, 4THM, 4TBM)
hiicreleri ve metastatik olmayan fare meme kanseri (67NR) hiicre hattinda hiicre biiyiimesi inhibisyon
oranlar1. Her bir hiicre i¢in en az ii¢ tekrarli deneyler yapildi.

4.1.3. 4T1, 4THM, 4TLM, 4TBM ve 67NR Hiicre Hatlarinda PU-H71 ve 17-
AAG’nin IC50 Degerlerinin Hesaplanmasi

4T1, 4THM, 4TLM, 4TBM ve 67NR hiicre hatlarinda 17-AAG ve PU-H71’in doza
bagl etkisi incelendiginde, kullanilan her bir hiicre hatt1 i¢in inhibitdr konsantrasyon 50
(ICs0) degerleri hesapland1 (Sekil 19). 17-AAG’nin metastatik meme kanseri hiicre
hatlarinda IC50 degerleri 0.02-0.42 puM arasinda degisirken metastatik olmayan hiicre
hatt1 67NR’de 1.41 uM olarak belirlendi. PU-H71’in ise metastatik meme kanseri hiicre
hatlarinda IC50 degerleri 0.04-0.17 uM arasinda degisirken metastatik olmayan hiicre
hatt1 67NR’de 0.23 uM olarak belirlendi. 4TLM ve 4TBM hiicreleri hem 17-AAG hem
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de PU-H71 ile benzer IC50 degeri gosterdi. Hiicre hatlar1 arasinda PU-H71’e en duyarh
olanlarin 4TBM ve 4TLM oldugu gozlendi.
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- - £l B
4TBM 4TLM 4THM 4T1 67NR
m PU-H71 0,05 0,04 0,17 0,11 0,23
m 17-AAG 0,42 0,36 0,21 0,02 1,41
B PU-H71 m17-AAG

Sekil 19: PU-H71 ve 17-AAG’nin fare metastatik meme kanseri (4T1, 4TLM, 4THM, 4TBM) hiicreleri
ve metastatik olmayan fare meme kanseri (67NR) hiicre hattinda hesaplanan IC50 degerleri.

4.2. Fare Metastatik Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda PU-H71 ve RT Kombine

Tedavisinin Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

4.2.1. 4TLM Hiicre Hattinda PU-H71’in RT ile Kombine Uygulamasinin Hiicre
Proliferasyonu Uzerine Etkisinin WST-1 Yontemiyle incelenmesi

4TLM hiicrelerinde kombine tedavinin proliferasyona etkilerini belirlemek i¢in 0,1 pM
PU-H71 tedavisinin ardindan 10 Gy RT uygulandi. WST-1 yontemi ile belirlenen
proliferasyon degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda proliferasyonun kombine
tedavi ile anlaml sekilde azaldig1 gozlendi. Ayrica tek bagina PU-H71 tedavisi ve tek
basina RT ile karsilastirildiginda da kombine tedavi anlamli sekilde hiicre

proliferasyonunu baskiladi ( *, p < 0.05) ( Sekil 20).
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Hiicrelerin biiylime inhibisyon oranlar1 dikkate alindiginda tedavilerin anti-proliferatif
etkisi sumasyondan ¢ok supra-aditif gibi goriinmektedir. (RT- %29; PU-H71- % 9;
kombine tedavi- %43).

4TLM
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KONTROL PUD,1 RT+PUO,1

Hiicre sayisi

Sekil 20: 0,1 uM dozunda PU-H71 ve 10 Gy RT kombine uygulamasinin karacigere metastaz yapan fare
meme kanseri (4TLM) hiicrelerinde proliferasyona etkisi. TO: tedavi baslangicindaki hiicre sayist.

4.2.2 4THM Hiicre Hattinda PU-H71’in RT fle Kombine Uygulamasimn Hiicre
Proliferasyonu Uzerine Etkisinin WST-1 Yontemiyle incelenmesi

Kalbe metastaz yapan fare meme kanseri hiicre hatti 4THM hiicrelerinde kombine
tedavinin proliferasyona etkilerini belirlemek i¢in 0,1 uM PU-H71 tedavisinin ardindan
10 Gy RT uygulandi. WST-1 yontemi ile belirlenen proliferasyon degerleri kontrol
grubu ile karsilastirildiginda proliferasyonun kombine tedavi ile anlamli sekilde azaldig1
gbzlendi. Ayrica tek bagina PU-H71 tedavisi ve tek basina RT ile karsilastirildiginda da
kombine tedavi anlamli sekilde hiicre proliferasyonunu baskilad: (*, p < 0.05) (Sekil 21).
Hiicrelerin biiylime inhibisyon oranlar1 dikkate alindiginda tedavilerin anti-proliferatif
etkisi sumasyondan c¢ok supra-aditif gibi goriinmektedir. (RT- %7; PU-H71- %18;
kombine tedavi- %52).
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Sekil 21: 0,1 pM dozunda PU-H71 ve 10 Gy RT kombine uygulamasinin kalbe metastaz yapan fare meme
kanseri (4THM) hiicrelerinde proliferasyona etkisi. TO: tedavi baglangicindaki hiicre sayist.

4.2.3. 4TBM Hiicre Hattinda PU-H71’in RT ile Kombine Uygulamasinin Hiicre
Proliferasyonu Uzerine Etkisinin WST-1 Yontemiyle incelenmesi

4TBM hiicrelerinde kombine tedavinin proliferasyona etkilerini belirlemek i¢in 0,1 pM
PU-H71 tedavisinin pesi sira 10 Gy RT uygulandi. WST-1 yontemi ile belirlenen
proliferasyon degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda proliferasyonun kombine
tedavi ile belirgin sekilde azaldig1 gozlendi. Ayrica tek bagina PU-H71 tedavisine gore
kombine tedavi anlaml1 sekilde hiicre proliferasyonunu baskiladi (*, p < 0.05) (Sekil 22).
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Sekil 22: 0,1 uM dozunda PU-H71 ve 10 Gy RT kombine uygulamasinin beyine metastaz yapan fare
meme kanseri (4TBM) hiicrelerinde proliferasyona etkisi. TO: tedavi baslangicindaki hiicre sayisi.

4.3. Fare Metastatik Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda PU-H71 ve RT Kombine

Tedavisinin Koloni Olusturma Potansiyeli Uzerine Etkisi

4.3.1. 4TLM Hiicre Hattinda PU-H71’in RT ile Kombine Uygulamasinin
Hiicrelerde Koloni Olusturma Potansiyeli Uzerine Etkisi

4TLM hiicrelerinde PU-H71’in RT ile indiiklenen hiicre dliimiini arttirip arttirmadigini
belirlemek i¢in 24 saatlik PU-H71 tedavisi sonrasinda tek doz olarak 2, 4, 6 veya 8 Gy
RT uygulandi. Calismamizda tek basina PU-H71 tedavisinin ve RT nin de tek basina
farkli dozlarda koloni olusumuna nasil etki ettigi arastirildi. PU-H71’in iki farkli dozu
secildi. PU-H71’in 0,1 pM dozu onceki proliferasyon deneylerinde etkin doz olarak
belirlendi. RT ile birlikte uygulanacagi i¢in normalde etkin olmayan ancak RT ile etkin
olabilecegi diisiiniilen daha diisiik doz, 0,01 uM doz da calismada kullanildi. 0,01 puM
dozla RT kombine edildiginde tek basina tedaviye gore koloni sayilarinda anlamli bir
degisiklik gézlenmedi. Ancak 0,1 uM PU-H71 2 Gy RT ile kombine uygulandiginda tek
basina PU-H71’e gore anlaml diizeyde koloni sayisini azaltt1 (*, $, p < 0.05) (Sekil 23).
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Sekil 23: 0,1 ve 0,01 uM dozunda PU-H71 ve 2, 4, 6 veya 8 Gy tek doz uygulanan RT nin karacigere
metastaz yapan fare meme kanseri (4TLM) hiicrelerinde koloni olusumuna etkisi.

4.3.2. 4TBM Hiicre Hattinda PU-H71’in RT ile Kombine Uygulamasinin
Hiicrelerde Koloni Olusturma Potansiyeli Uzerine Etkisi

4TBM hiicrelerinde PU-H71 ile RT birlikte uygulanarak hiicrelerin koloni olusumuna
etkisi incelendi. PU-H71’in 0,1 puM ve 0,01 uM dozlar1 tek basina ve 2, 4, 6 veya 8 Gy
RT ile kombine sekilde kullanilarak koloni olusturma deneyleri yapildi. 0,01 pM
dozunda PU-H71 ile RT kombine edildiginde tek basina tedaviye gore koloni sayilarinda
anlamh bir degisiklik gozlenmedi. PU-H71’in 0,1 pM dozu ile 6 Gy RT birlikte
kullanildiginda tek basina RT’ye gore anlamli sekilde koloni sayisini azalttigi gozlendi

(*, p < 0.05) (Sekil 24).

61



BRT

160

140 TT mPUO,01

120
z 100 - PUO,1
=
o
v 80
r=
i) 60
=]
a2

40 T *
0 = | -~
0 2 4 6 8
Radyasyon Dozu (Gy)

Sekil 24: 0,1 ve 0,01 uM dozunda PU-H71 ve 2, 4, 6 veya 8 Gy tek doz uygulanan RT’nin beyine
metastaz yapan fare meme kanseri (4TBM) hiicrelerinde koloni olusumuna etkisi.

4.3.3. 4THM Hiicre Hattinda PU-H71’in RT ile Kombine Uygulamasinin
Hiicrelerde Koloni Olusturma Potansiyeli Uzerine Etkisi

4THM hiicrelerinde PU-H71 ile RT birlikte uygulanarak hiicrelerin koloni olusumuna
etkisi incelendi. PU-H71’in 0,1 puM ve 0,01 uM dozlar1 tek basina ve 2, 4, 6 veya 8 Gy
RT ile kombine sekilde kullanilarak koloni olusturma deneyleri yapildi. 0,01 pM
dozunda PU-H71 ile RT kombine edildiginde tek basina tedaviye gore koloni sayilarinda
anlamh bir degisiklik gozlenmedi. Ancak 0,1 pM PU-H71 2 Gy RT ile kombine
uygulandiginda tek basina PU-H71’e gore anlamli diizeyde koloni sayisin1 azaltti. PU-
H71’in 0,1 uM dozu ile 8 Gy RT birlikte kullanildiginda tek basina RT’ye gore anlaml
sekilde koloni sayisini azalttigi gézlendi (*, $, p < 0.05) (Sekil 25).
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Sekil 25: 0,1 ve 0,01 uM dozunda PU-H71 ve 2, 4, 6 veya 8 Gy tek doz uygulanan RT’nin kalbe metastaz
yapan fare meme kanseri (4THM) hiicrelerinde koloni olusumuna etkisi.

4.4. Fare Metastatik Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda PU-H71’in RT Duyarhhgina
Etkisi

4.4.1. 4TLM Hiicre Hattinda PU-H71’in RT Duyarhhgna Etkisi

Bazi HSP90 inhibitorlerinin RT’ye duyarliligi arttirdigr yoniinde literatiirde yer alan
bilgilere gore (Gandhi ve ark., 2013; Schilling ve ark., 2012) PU-H71’in de metastatik
fare meme kanseri hiicre hatlarinda RT’ye duyarlilik olusturup olusturmadigi
calismamizda incelendi. Bunu belirlemek ig¢in literatiirde siklikla uygulanan koloni
olusturma deneyleri yapildi. Sag kalim oranlar literatiire gore (Franken ve ark., 2006)
hesaplandiktan sonra sag kalim fraksiyonu grafikleri logaritmik olarak olusturuldu. 0,1
uM dozunda PU-H71’in 4TLM hiicre hattinda RT’ye duyarhilig1 arttirdign gosterildi
(Sekil 26).
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Sekil 26: PU-H71’in 4TLM hiicrelerini RT’ye duyarlastirici etkisinin gosterilmesi.

4.4.2. 4TBM Hiicre Hattinda PU-H71’in RT Duyarhhgina Etkisi

Beyine metastaz yapan fare meme kanseri hiicrelerinde PU-H71’in RT’ye duyarlilig
arttirip arttirmadigi gérmek icin koloni olusturma deneyi yapildi. Sayilan kolonilerden
sag kalim oranlar1 hesaplanarak sagkalim fraksiyonu grafikleri logaritmik olarak
olusturuldu. 0,1 pM dozunda PU-H71’in 4TBM hiicre hattinda RT’ye duyarlilig1
arttirdig1 gosterildi (Sekil 27).
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Sekil 27: PU-H71’in 4TBM hiicrelerini RT’ye duyarlastirict etkisinin gosterilmesi.

4.4.3. 4THM Hiicre Hattinda PU-H71’in RT Duyarhhgina Etkisi

Kalbe metastaz yapan fare meme kanseri hiicrelerinde PU-H71’in RT’ye duyarlilig1
arttirtp arttirmadigr gérmek i¢in koloni olusturma deneyi yapildi. Sayilan kolonilerden
sag kalim oranlar1 hesaplanarak sagkalim fraksiyonu grafikleri logaritmik olarak
olusturuldu. 0,1 pM dozunda PU-H71’in 4THM hiicre hattinda RT’ye duyarlilig1
arttirdig1 gosterildi (Sekil 28).
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Sekil 28: PU-H71’in 4THM hiicrelerini RT’ye duyarlastirici etkisinin gosterilmesi.

4.5. PU-H71’in Metastatik Meme Kanseri Hiicrelerinde HSP90 ve HSP70
Ekspresyonlarina Etkisi

HSP90 inhibitérii PU-H71’in degisen dozlarda hiicredeki HSP90 ekspresyonuna
etkisinin olmadigin1 sadece fonksiyonuna yonelik etki gosterdigini belirtmek i¢in hiicre
hatlarindan biri, 4THM segilerek HSP90 ve HSP70 ekspresyon diizeylerine bakildi.
Sekil 29’da goriildiigii lizere PU-H71’in farkli dozlarinda HSP90 ekspresyonu
degismedi. HSP70 diizeyleri incelendiginde ise HSP90’nin inhibisyonunu kompanse
edebilmek i¢in literatiire benzer sekilde doza bagimli olarak HSP70 ekspresyonunun

arttig1 goriildii (Caldas-Lopes ve ark., 2009).
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Sekil 29: 4THM hiicrelerinde PU-H71’in farkli dozlarda HSP90 ve HSP70 ekspresyonlarina etkisi.
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4.6. Fare Metastatik Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda PU-H71in Hiicre i¢i Sinyal
Yolag: Proteinlerinin Aktivasyonuna Etkisi

Calismamizda kullandigimiz  hiicre hatlarinda HSP90  inhibitérlerinin  hiicre
proliferasyonlar1 iizerindeki etkileri goriildiikten sonra hangi yolaklar iizerinden bu
etkilerin ortaya cikabilecegi arastirildi. Bunun i¢in hiicre hatlar1 PU-H71‘in farkli dozlar
ile muamele edildikten 48 saat sonra hiicre lizatlar1 toplandi. Daha sonra hiicre
lizatlarindan Western Blot yontemi ile hiicre i¢i sinyal yolaklarinda rol oynayan

proteinlerin; Akt, ERK1/2 ve p38 fosforilasyonundaki degisiklikler incelendi.

4.6.1. 4THM Hiicre Hattinda PU-H71’in Hiicre I¢i Sinyal Yolaklarinda Rol
Oynayan Proteinlerin Fosforilasyonlar1 Uzerine Etkisi

4THM hiicre hattinda PU-H71’in 1, 0.5, 0.1 ve 0.01 puM dozlarinda Akt
fosforilasyonuna etkisi incelendi. PU-H71 ‘in 6zellikle 1 ve 0.01 pM dozlarinda Akt
fosforilasyonunu tamamen inhibe ettigi ancak 0.5 pM dozunda ise belirgin bir etki
gostermedigi belirlendi. 4THM hiicrelerinde PU-H71’in belirlenen dozlarinda Akt
fosforilasyonunda U-Shaped etki olusturdugu gozlendi (Sekil 30).

PU-H71’in  ozellikle hiicre proliferasyonunda O6nemli rol oynayan ERKI1/2
fosforilasyonuna etkisi de ¢aligmamizda Western Blot yontemiyle incelendi. PU-H71 ‘in
ozellikle 1 pM dozunda ERKI1/2 fosforilasyonunu belirgin sekilde inhibe ettigi

belirlendi.

4THM
PU-H71 (uM) O 1 0.5 0.1 o0.01
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Sekil 30: 4THM hiicrelerinde PU-H71’in 1, 0.5, 0.1 ve 0.01 uM dozlarinda Akt, ERK1/2 ve p38
fosforilasyonuna etkisi. GAPDH kontrol amactyla kullanildi.
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Benzer sekilde sitokin salinnminda 6nemli rol oynayan p38 sinyal yolagi proteininin de
PU-H71’in yiiksek dozlarinda p38 fosforilasyonunu belirgin sekilde inhibe ettigini

gozlendi.

4.6.2. 4TLM Hiicre Hattinda PU-H71’in Hiicre i¢i Sinyal Yolaklarinda Rol
Oynayan Proteinlerin Fosforilasyonlari Uzerine EtKisi

4TLM hiicre hattinda PU-H71’in 1, 0.5, 0.1 ve 0.01 uM dozlarinda Akt, ERK1/2 ve p38
fosforilasyonuna etkisi incelendi. 4TLM hiicre hattinda PU-H71 ‘in 1 pM dozunda Akt,
ERK1/2 ve p38 fosforilasyonunu belirgin sekilde baskiladigi daha diisiik dozlarda ise
belirgin bir etki gostermedigi belirlendi (Sekil 31).
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Sekil 31: 4TLM hiicrelerinde PU-H71’in 1, 0.5, 0.1 ve 0.01 pM dozlarinda Akt, ERK1/2 ve p38
fosforilasyonuna etkisi. GAPDH kontrol amactyla kullanildi.

4.7. Fare Metastatik Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda PU-H71’in HSP90 Hedef
Proteinlerine Etkisinin Incelenmesi

HSP90’nin simdiye kadar tanimlanmis 200°den fazla hedef proteini vardir. Bunlardan
HER2, meme kanserlerinde 6nemli rol oynamakta ve meme dokusunda HER2
aktivasyonu hiicre sagkalimi ve proliferasyonunu arttirmaktadir (Fiszman ve Jasnis,
2011). HER2 tedaviye direngte de rol oynamaktadir (Martin ve ark., 2014). Bir diger
HSP90 hedef proteini olan N-kadherin ise tiimor hiicrelerinde invazyonun artisiyla

iligkili bir adezyon molekiiliidiir (Hazan ve ark., 2000). Dolayistyla HSP90 inhibit6rii
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PU-H71’in HSP90’nin hedef proteinlerinden meme kanserinde 6nemli rol oynayan

HER?2 ve N-kadherin ekspresyonlarina etkisi de ¢alismamizda incelendi.

4.7.1. 4THM Hiicre Hattinda PU-H71’in HSP90 Hedef Proteinlerine Etkisinin
Incelenmesi
Kalbe metastaz yapan fare meme kanseri hiicre hattinda farkli dozlarda PU-H71
uygulamas1 sonucu HER2 ekspresyonunun doza bagli olarak azaldigi gézlendi. Ayrica
diger bir HSP90 hedef proteini olan N-kadherin ekspresyonunda ise p-Akt de oldugu
gibi U-shaped etki gozlendi (Sekil 32).

4THM
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Sekil 32: 4THM hiicrelerinde PU-H71’in 1, 0.5, 0.1 ve 0.01 pM dozlarinda HSP90 hedef proteinleri,
HER?2 ve N-kadherin ekspresyonlarina etkisi. GAPDH kontrol amaciyla kullanildi.

4.7.2. 4TLM Hiicre Hattinda PU-H71’in HSP90 hedef proteinlerine Etkisinin
Incelenmesi

4TLM hiicrelerinde de 4THM hiicre hattina benzer olarak PU-H71’in farkli dozlarda
uygulanmasiyla HSP90 hedef proteinlerinden HER2 ekspresyonunun doza bagli olarak
azaldig1 gozlenirken N-kadherin ekspresyonunda ise U-shaped etki gozlendi (Sekil 33).
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Sekil 33: 4TLM hiicrelerinde PU-H71’in 1, 0.5, 0.1 ve 0.01 uM dozlarinda HSP90 hedef proteinleri,
HER?2 ve N-kadherin ekspresyonlarina etkisi. GAPDH kontrol amaciyla kullanildi.

4.8. Fare Metastatik Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda PU-H71 ve RT Kombine
Uygulamasinin HSP90 ve HSP70 Ekspresyonlarina Etkisi

Farkli dozlarda HSP90 inhibitérii PU-H71’in tek basma ve RT ile kombine
uygulamasinin metastatik meme kanseri hiicrelerindeki HSP90 ekspresyonuna etkisinin
olmadigini belirtmek i¢in hiicre hatlarindan biri, 4TBM se¢ilerek HSP90 ve HSP70
ekspresyon diizeylerine bakildi. Sekil 34’te goriildiigii iizere HSP90 diizeyleri PU-
H71’in farkl dozlarinda ve RT ile kombine edildiginde degismedi. HSP70 diizeylerinde
ise HSP90’nin inhibisyonunu kompanse edebilmek ic¢in doza bagimli olarak

ekspresyonunun arttig1 goriildi (Sekil 34).
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Sekil 34: 4TBM hiicrelerinde PU-H71’in 0.1, 0.05, 0.01 ve 0.001 uM dozlarinda tek basina ve RT ile
kombine uygulamasinin HSP90 ve HSP70 ekspresyonlarina etkisi. GAPDH kontrol amactyla kullanildi.
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4.9. Fare Metastatik Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda PU-H71 ve RT Kombine
Uygulamasinin Hiicre i¢ci Sinyal Yolagi Proteinlerinin Aktivasyonuna Etkisinin
incelenmesi

Calismamizda kullandigimiz hiicre hatlarinda HSP90 inhibitérii PU-H71’in RT ile
kombine kullanimimin hiicre proliferasyonlart iizerindeki etkileri goriildiikten sonra
hangi yolaklar iizerinden bu etkilerin ortaya cikabilecegi arastirildi. Bunun igin hiicre
hatlar1 PU-H71‘in daha diisiik dozlar1 ile muamele edildikten 24 saat sonra RT
uygulandi. RT den 24 saat sonra hiicre lizatlar1 toplandi. Daha sonra hiicre lizatlarindan
Western Blot yontemi ile hiicre i¢i sinyal yolaklarinda rol oynayan proteinlerin; ERK1/2

ve p38 fosforilasyonundaki degisiklikler incelendi.

4.9.1. 4TBM Hiicre Hattinda PU-H71 ve RT’nin Kombine Uygulamasinin Hiicre
I¢i Sinyal Yolaklarinda Rol Oynayan Proteinlerin Fosforilasyonlar1 Uzerine Etkisi
PU-H71 ve RT kombine tedavisinin hiicre proliferasyonunda 6nemli rol oynayan
ERK1/2 fosforilasyonuna etkisini inceledigimizde PU-H71 ‘in 0.1 ve 0.05 uM
dozlarinda ERK1/2 fosforilasyonunu belirgin sekilde inhibe ettigi gézlendi. Ayn1 dozlar
RT ile kombine edildiginde ise ERK1/2 fosforilasyonunda tek basma PU-H71 ile
olusandan daha fazla inhibisyon gdzlendi.

Ayrica sitokin salimiminda 6nemli rol oynayan p38 sinyal yolag: proteininin de PU-H71
ile tek basina tedavilerde fosforilasyon gostermedigi ancak RT ile kombine
uygulandiginda ise PU-H71’in goreceli olarak yiiksek dozlarinda p38 fosforilasyonunu
belirgin sekilde arttirdig1 gozlendi (Sekil 35).
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Sekil 35: 4TBM hiicrelerinde PU-H71’in 0.1, 0.05, 0.01 ve 0.001 pM dozlarinda tek basina ve RT ile
kombine uygulamasinin p38 ve ERK1/2 fosforilasyonuna etkisi. GAPDH kontrol amactyla kullanildi.
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4.9.2. 4THM Hiicre Hattinda PU-H71 ve RT’nin Kombine Uygulamasimnin Hiicre
I¢i Sinyal Yolaklarinda Rol Oynayan Proteinlerin Fosforilasyonlar1 Uzerine Etkisi
4THM hiicrelerinde PU-H71 ve RT kombine tedavisinin ERK1/2 fosforilasyonuna
etkisini inceledigimizde PU-H71 ‘in tek basina ve RT ile kombine uygulamasinda ¢ok
belirgin bir degisiklik gdozlenmedi.

Ancak bu hiicrelerde PU-H71 ‘in 0.1 ve 0.05 uM dozlari ile tek basina tedavilerde p38
fosforilasyonunun arttigi, bu artigin 6zellikle PU-H71’in 0.1 pM dozu ile RT kombine
uygulandiginda daha belirgin oldugu gozlendi (Sekil 36).

4THM

PU-H71 (uM) RT + PU-H71 (uM)
0 0.1 0.050.01 0001 0 0.1 0.050.01 0.001

.—_..-.‘-"'—' p-p38
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Sekil 36: 4THM hiicrelerinde PU-H71’in 0.1, 0.05, 0.01 ve 0.001 pM dozlarinda tek basina ve RT ile
kombine uygulamasiin p38 ve ERK1/2 fosforilasyonuna etkisi. GAPDH kontrol amactyla kullanildi.

4.9.3. 4TLM Hiicre Hattinda PU-H71 ve RT’nin Kombine Uygulamasinin Hiicre
I¢i Sinyal Yolaklarinda Rol Oynayan Proteinlerin Fosforilasyonlar1 Uzerine Etkisi
PU-H71 ve RT kombine tedavisinin 4TLM hiicrelerinde ERK1/2 fosforilasyonuna
etkisini inceledigimizde PU-H71 ‘in tek basina ve RT ile kombine uygulamasinda ¢ok
belirgin bir degisiklik gozlenmedi.

Ancak 4TLM hiicrelerinde PU-H71 “in 0.1 ve 0.05 uM dozlar ile tek basina tedavilerde
p38 fosforilasyonun arttig1 goézlendi. PU-H71’in 0.1 ve 0.05 uM dozlar1 RT ile kombine
uygulandiginda ise p38 fosforilasyonunda daha belirgin bir artis gézlendi (Sekil 37).
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4TLM

PU-H71 (uM) RT + PU-H71 (uM)
0 0.1 0.050.01 0.001 0O 0.1 0.05 0.01 0.001
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Sekil 37: 4TLM hiicrelerinde PU-H71’in 0.1, 0.05, 0.01 ve 0.001 uM dozlarinda tek basina ve RT ile
kombine uygulamasiin p38 ve ERK1/2 fosforilasyonuna etkisi. GAPDH kontrol amactyla kullanildi.

4.10. Fare Metastatik Meme Kanseri Hiicrelerinde PU-H71’in Tek Basina ve RT ile
Kombine Kullamminin Anjiogenik Faktorlerin Salimm Uzerine EtKisinin

Incelenmesi

4.10.1. 4TLM Hiicrelerinde PU-H71’in Tek Basina ve RT ile Kombine
Kullaniminin Anjiogenik Faktorlerin Sahmim Uzerine Etkisinin Incelenmesi

4TLM hiicre hattinda HSP90 inhibitoéri PU-H71’in (0.1 uM) tek basina ve RT ile
kombine edilerek MIP-2, VEGF ve SDF salinimi iizerine etkisi arastirildi. 0,1 uM PU-
H71 ve RT tek basina MIP-2 salinimi tedavisiz gruba goére anlamli sekilde arttirdi.
Kombine tedavinin ise sekil 38’de goriildiigli gibi hem kontrole gore hem de tek basina
uygulanan PU-H71 ve RT’ye gore anlamli sekilde daha fazla MIP-2 salinimi arttirdigi
gozlendi (*, p < 0,05) (Sekil 38).
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Sekil 38: 4TLM hiicrelerinde PU-H71’in 0.1 uM dozunda tek basina ve RT ile kombine uygulamasinin
MIP-2 salinimina etkisi.

4TLM hiicrelerinde PU-H71’in (0.1 pM) tek basina ve RT ile kombine edilerek VEGF
salinimi tiizerine etkisine baktigimizda MIP-2 salinimina benzer bir profil ¢izdigini
goriildii. 0,1 uM PU-H71 tek basina VEGF salinimini kontrol grubuna goére anlamli
sekilde arttird1 (Sekil 39). Kombine tedavi ise hem kontrole gére VEGF saliniminm
arttirdi hem de tek basina uygulanan PU-H71 ve RT’nin olusturdugu artigtan anlamli
sekilde daha fazla VEGF salinimi arttirdig: gortildi (%, p < 0,05).
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Sekil 39: 4TLM hiicrelerinde PU-H71’in 0.1 uM dozunda tek basina ve RT ile kombine uygulamasiin
VEGEF salinimina etkisi.
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4TLM hiicrelerinde PU-H71’in (0.1 uM) tek basina ve RT ile kombine edilerek SDF
salinimi tizerine etkisini inceledigimizde diger anjiogenik faktorlerin salinimina benzer
bir sekilde 0,1 pM PU-H71 ile RT kombine tedavisinin kontrol grubuna gére anlaml
sekilde SDF salintmini arttirdigi gortildii (Sekil 40) (*, p<0,05).

4TLM ¥

200
180
2 180
S 140
— + 120
EI E 100
7 1E“ 20
= &0
2 o4
20
0

KONTROL PUO1 RT+PUOLL

Sekil 40: 4TLM hiicrelerinde PU-H71’in 0.1 uM dozunda tek basina ve RT ile kombine uygulamasinin
SDF-1 salinimina etkisi.

4.10.2. 4TBM Hiicrelerinde PU-H71’in Tek Basina ve RT ile Kombine
Kullaniminin Anjiogenik Faktorlerin Salinimi Uzerine Etkisinin Incelenmesi

4TBM hiicre hattinda PU-H71’in (0.1 pM) tek basina ve RT ile kombine tedavisinin
MIP-2, VEGF ve SDF salinimi iizerine etkisi arastirildi. Kombine tedavi uygulanan
grupta hem kontrole gére hem de tek basina uygulanan PU-H71 ve RT’ye gore MIP-2
saliniminin anlaml sekilde arttirdigi goriildi (Sekil 41) (*, p<0,05).

PU-H71 ve RT’nin tek basina ve kombine sekilde VEGF salinimina etkileri de incelendi.
Ancak 4TBM hiicrelerinden yeterince VEGF salinimi olusmadig i¢in gruplar arasinda

karsilagtirma yapilamadi.
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Sekil 41: 4TBM hiicrelerinde PU-H71’in 0.1 uM dozunda tek basina ve RT ile kombine uygulamasinin
MIP-2 salinimina etkisi.

4TBM hiicrelerinde PU-H71’in ( 0.1 uM) tek basina ve RT ile kombine edilerek
SDF salinimi lizerine etkisine baktigimizda diger anjiogenik faktér MIP-2 salinimina
benzer bir sekilde 0,1 uM PU-H71 ile RT kombine tedavisinin kontrol grubuna gore
anlamli sekilde SDF salinimini arttirdig: gortildii (Sekil 42) (*, p<0,05).
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Sekil 42: 4TBM hiicrelerinde PU-H71’in 0.1 uM dozunda tek basina ve RT ile kombine uygulamasimin
SDF-1 salmimina etkisi.
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4.11. Ex vivo Kkiiltiirlerde PU-H71’in Tek Basina ve RT ile Kombine Kullaniminin
IL-6, VEGF ve MIP-2 Salinimi1 Uzerine Etkisinin Incelenmesi

4TLM enjeksiyonu yapilan farelerden alinan primer tiimdrlerle olusturulan ex vivo
kiiltiirlere 0,01 uM PU-H71 ve 5 Gy RT uygulamasinin IL-6, VEGF ve MIP-2 salinimi1
tizerine etkileri incelendi. IL-6, calismada kullandigimiz fare metastatik meme kanseri
hiicre hatlar1 4TBM, 4TLM ve 4THM’de in vitro kosullarda ELISA kitiyle saptanacak
miktarda salinmamaktadir. Ancak hazirladigimiz primer tiimor eksplantlarindan IL-6
salinim belirgin sekilde gozlenmektedir. Sekil 43°te goriildiigii gibi RT tek basina veya
PU-H71 ile kombine edildiginde IL-6 salininmini1 anlamli sekilde arttirdi. Tek basina
uygulanan PU-H71 ise IL-6 salinimin1 anlamli sekilde azaltt1 (*, p<0,05).

4TLM
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Sekil 43: Ex vivo kiiltiirli yapilan 4TLM hiicrelerinde PU-H71’in 0.01 uM dozunda tek basina ve RT ile
kombine uygulamasinin IL-6 salinimina etkisi.

Ex vivo kiiltiirler in vivo durumlari in vitro kiiltiirlerden daha iyi yansittig1 icin VEGF ve
MIP-2 tizerindeki degisiklikler de incelendi. RT tek basina in vitro kiiltiirlerden elde
edilen sonucglarla benzer olarak MIP-2 (Sekil 44) ve VEGF (Sekil 45) diizeylerini
arttirdi. Tek basina uygulanan PU-H71, VEGF ve MIP-2 diizeylerinde bir degisiklik
olusturmazken kombine tedavi grubunda RT ile indiiklenen VEGF ve MIP-2
diizeylerindeki artis1 engelledi (Sekil 44 ve 45) (*, p<0,05).
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Sekil 44: Ex vivo kiiltiirii yapilan 4TLM hiicrelerinde PU-H71’in 0.01 uM dozunda tek basina ve RT ile
kombine uygulamasinin MIP-2 salinimina etkisi.
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Sekil 45: Ex vivo kiiltiirli yapilan 4TLM hiicrelerinde PU-H71’in 0.01 uM dozunda tek basina ve RT ile
kombine uygulamasinin VEGF salinimina etkisi.

4.12. Metastatik Meme Kanseri Modelinde PU-H71’in Tek Basina ve RT ile
Kombine Uygulamasinin Tiimor Biiyiimesine Etkisi

4TBM hiicreleriyle olusturulan fare metastatik meme kanseri modelinde PU-H71’in tek
basina ve tek doz RT ile kombine uygulamasinin tiimor biiyliimesine etkisi incelendi.
PU-H71, 75 mg/kg ip. haftada 3 kez enjekte edildi. RT ise tiimor hiicresi

enjeksiyonundan 6 giin sonra 18 Gy dozunda uygulandi. Tedavi siiresince kumpasla yedi
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kez 6l¢iim yapildi. Alinan degerler hesaplanarak tiimor hacmi belirlendi. Sekil 46’da
goriildiigli lizere 4TBM metastatik meme kanseri modelinde PU-H71 tek basina
uygulandiginda kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde timér biiylimesini geciktirdi.
Sadece RT uygulanan grupta beklendigi iizere kontrol grubuna goére anlamhi sekilde
timdr biiylimesinde gecikme gozlenirken PU-H71 ile RT kombine uygulanan grupta
sadece RT uygulanan gruba gdre anlaml sekilde tiimor biiyiimesinde gecikme goriildii

(p<0,05).
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Sekil 46: 4TBM hiicre hattryla olusturulan ortotopik metastatik meme kanseri modelinde PU-H71’in tek
basina ve RT ile kombine uygulamasinin timér bityiimesine etkisi.

4.13. Metastatik Meme Kanseri Modelinde PU-H71’in Tek Basina ve RT ile
Kombine Uygulamasinin Tiimor Agirhgina Etkisi

4TBM hiicreleriyle olusturulan fare metastatik meme kanseri modelinde PU-H71’in tek
basina ve tek doz RT ile kombine uygulamasinin tiimor agirligina etkisi de incelendi.
Timor agirhigr agisindan degerlendirildiginde sekil 47°de goriildiigii gibi tek basina RT
kontrole gore timdr agirligini azaltti. PU-H71 ve RT kombine tedavisi ise kontrol ve tek
basina PU-H71 grubuna gore tiimor agirhigimi azaltti. Beklenildigi lizere tedavilerin

tiimdr hacmine ve agirligina etkisinin benzer oldugu goriildii.
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Sekil 47: 4TBM hiicre hattiyla olusturulan ortotopik metastatik meme kanseri modelinde PU-H71’in tek
basina ve RT ile kombine uygulamasinin tiimor agirlig tizerine etkisi.

4.14. Metastatik Meme Kanseri Modelinde PU-H71’in Tek Basina ve RT ile
Kombine Uygulamasinin Akciger Metastazina Etkisi

Calismada kullandigimiz hiicre hatlar1 siklikla akcigere metastaz yapmaktadir. 4TBM
hiicreleriyle olusturulan fare metastatik meme kanseri modelinde PU-H71’in tek basina
ve tek doz RT ile kombine uygulamasinin olusan akciger makrometastazlarina etkisi
incelendi. Tek basina PU-H71 kontrole gore akciger makrometastaz sayisinda anlamli
bir degisiklik olusturmadi. Tek basina uygulanan RT ise kontrol ve tek basina PU-H71’e
gore anlamli diizeyde akciger makrometastazlarini azaltti. PU-H71 ve RT kombine
tedavisinin ise akciger makrometastaz sayisini kontrol, yalmiz PU-H71 ve yalmiz RT

gruplarina gore anlamli olarak azalttig1 gézlendi (Sekil 48).
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Sekil 48: 4TBM hiicre hattiyla olusturulan ortotopik metastatik meme kanseri modelinde PU-H71’in tek
basina ve RT ile kombine uygulamasinin akciger makrometastazlari tizerine etkisi.

4.15. Metastatik Meme Kanseri Modelinde PU-H71’in Tek Basina ve RT ile
Kombine Uygulamasinin Tiimor Dokusundaki HIF-1a Diizeylerine Etkisi

4TBM hiicreleriyle olusturulan fare metastatik meme kanseri modelinde PU-H71’in tek
basina ve tek doz RT ile kombine uygulamasinin tiimér dokusunda HIF-la
ekspresyonuna etkisi de incelendi. Farelerden alinan tiimor dokularindan lizat elde
edildikten sonra HIF-1a degerleri ELISA yontemi ile degerlendirildi. Tedavi gruplar

arasinda anlamli bir fark gézlenmedi (Sekil 49).
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Sekil 49: 4TBM hiicre hattiyla olusturulan ortotopik metastatik meme kanseri modelinde PU-H71’in tek
basina ve RT ile kombine uygulamasinin tiimér dokusunda HIF-1a ekspresyonu iizerine etkisi.
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4.16. Metastatik Meme Kanseri Modelinde PU-H71’in Tek Basina ve RT ile
Kombine Uygulamasinin Miks Lokosit Kiiltiirlerinden Salinan Sitokinlere Etkisi

4TBM metastatik meme kanseri modeli olusturulan farelerden alinan dalak ve aksiller
lenf nodlarindan miks 16kosit kiiltiirleri  olusturulduktan sonra  toplanan
siipernatantlardan pro-inflamatuar sitokinlerden IL-6, IL-17 ve TNF-a ile anti-tiimdral

sitokinlerden IL-10 ve IFN-y diizeylerine bakild1.

4.16.1. Metastatik Meme Kanseri Modelinde PU-H71’in Tek Basina ve RT ile
Kombine Uygulamasimin Miks Lokosit Kiiltiirlerinden Salinan IL-17 Diizeylerine
Etkisi

Yalniz PU-H71 ve yalniz RT ile tedavi edilen 4TBM metastatik meme kanseri modeli
olusturulan farelerin miks 16kosit kiiltiirlerinden alinan silipernatantlarda kontrol grubu
farelere gore Konkavalin A ile indiiklenen IL-17 sekresyonlarinda anlamli bir degisiklik
gozlenmedi (Sekil 50). PU-H71 ile RT kombine tedavisi uygulanan farelerin miks
16kosit kiiltiirlerinden alinan siipernatantlarda ise kontrol grubu farelere gore IL-17

sekresyonlarinda anlamli bir artig gdzlendi (*, p<0,05).
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Sekil 50: PU-H71 ve RT uygulamasinin 4TBM metastatik meme kanseri modeli olusturulan farelerin
miks I6kosit kiiltiirlerinde IL-17 diizeylerine etkisi.
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4.16.2. Metastatik Meme Kanseri Modelinde PU-H71’in Tek Basina ve RT ile
Kombine Uygulamasimin Miks Lokosit Kiiltiirlerinden Salinan TNF-a Diizeylerine
Etkisi

Hem tek basina PU-H71 ve RT hem de kombine tedavi alan 4TBM metastatik meme
kanseri modeli olusturulan farelerin miks 16kosit kiiltiirlerinden alinan siipernatantlarda
kontrol grubu farelere gore 1simnlanmig-4TBM hiicreleri ile indiiklenen TNF-a

sekresyonlarinda sekil 51°de goriildiigii gibi anlamli bir artis gozlendi (*, p<0,05).
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Sekil 51: PU-H71 ve RT uygulamasimin 4TBM metastatik meme kanseri modeli olusturulan farelerin
miks 16kosit kiiltiirlerinde TNF-a diizeylerine etkisi.

4.16.3 Metastatik Meme Kanseri Modelinde PU-H71’in Tek Basina ve RT ile
Kombine Uygulamasinin Miks Lokosit Kiiltiirlerinden Salinan IL-6 Diizeylerine
Etkisi

Hem tek basina PU-H71 ve RT hem de kombine tedavi alan 4TBM metastatik
meme kanseri modeli olusturulan farelerin miks 16kosit kiiltiirlerinden alinan
siipernatantlarda kontrol grubu farelere gore LPS ile indiiklenen IL-6 sekresyonlarinda

sekil 52°te goriildiigii gibi anlamli bir degisiklik gozlenmedi.
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Sekil 52: PU-H71 ve RT uygulamasinin 4TBM metastatik meme kanseri modeli olusturulan farelerin
miks 16kosit kiiltiirlerinde IL-6 diizeylerine etkisi.

4.16.4. Metastatik Meme Kanseri Modelinde PU-H71’in Tek Basina ve RT ile
Kombine Uygulamasimin Miks Lokosit Kiiltiirlerinden Salinan IL-10 Diizeylerine
Etkisi

Yalniz PU-H71 ile tedavi edilen 4TBM metastatik meme kanseri modeli olusturulan
farelerin miks lokosit kiiltiirlerinden salinan siipernatantlarda kontrol grubu farelere gore
1sinlanmig-4TBM hiicreleri ile indiiklenen IL-10 sekresyonlarinda anlamli bir azalma
gozlendi. Yalmiz RT ve PU-H71 ile RT kombine tedavisi uygulanan farelerin miks
16kosit kiiltiirlerinden salinan silipernatantlarda kontrol grubu farelere gore IL-10

sekresyonlarinda anlamli bir artis gézlendi (Sekil 53) (*, p<0,05).
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Sekil 53: PU-H71 ve RT uygulamasimnin 4TBM metastatik meme kanseri modeli olusturulan farelerin
miks 16kosit kiiltiirlerinde IL-10 diizeylerine etkisi.
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4.16.5 Metastatik Meme Kanseri Modelinde PU-H71’in Tek Basina ve RT ile
Kombine Uygulamasinin Miks Lokosit Kiiltiirlerinden Salinan IFN-y Diizeylerine
Etkisi

Yalnmiz PU-H71 ve PU-H71 ile RT kombine tedavisi alan 4TBM metastatik meme
kanseri modeli olusturulan farelerin miks 16kosit kiiltiirlerinden alinan siipernatantlarda
kontrol grubu farelere gore 1sinlanmis-4TBM hiicreleri ile indiiklenen IFN-y

sekresyonlarinda anlamli bir artig gézlendi (Sekil 54) (*, p<0,05).
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Sekil 54: PU-H71 ve RT uygulamasinin 4TBM metastatik meme kanseri modeli olusturulan farelerin
miks 16kosit kiiltiirlerinde IFN-y diizeylerine etkisi.
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5. TARTISMA

HSP90, 90 kDa agirliginda total hiicresel proteinlerin %1-2’sini olusturan, tiim hiicreler
icin gerekli bir saperon proteindir (McClellan ve ark., 2007). Stres kosullarinda
ekspresyonu artar ve hiicredeki proteinlerin degredasyonunu Onleyerek hiicresel
aktivitenin devamlilig1 saglanmaktadir (Gooljarsingh ve ark., 2006). Kanser hiicrelerinde
de HSP90 ekspresyonunun arttig1 bilinmektedir (Ferrarini ve ark., 1992). Kanser
hiicrelerinin proliferasyon, anjiogenez ve metastazinda rol oynayan bir¢ok proteinin
koruyuculugunu {istlenen HSP90’nin ekspresyonunun artmasi kanser hiicrelerinin
degisen stres kosullarina uyum saglamasini kolaylastirmaktadir. Dolayisiyla HSP90
proteininin fonksiyonunun bozulmasina neden olan HSP90 inhibitorleri kanser
tedavisinde umut vadeden yeni bir terapotik hedef olarak goriilmektedir.

Kadinlarda kansere bagl oliimlerin sebepleri arasinda ikinci sirada yer alan metastatik
meme kanseri lenf diiglimii, akciger, karaciger, kemik ve beyin gibi hayati organlara
metastaz yapmaktadir. Metastaz1 onleyebilecek ya da tedavi edebilecek bir yontem ne
yazik ki heniiz bulunamamistir. Kanser hastalar1 primer timor nedeniyle degil daha ¢ok
tiimoriin olusturdugu metastazlar nedeniyle kaybedilmektedir.

HSP90 inhibitorleri tek bir proteini hedef aliyormus gibi goriinse de aslinda HSP90’nin
koruyuculugunu {istlendigi, kanser gelisiminde rol oynayan bir¢ok proteinin islevini
etkileyerek anti-kanser 6zellik gostermektedir. Bu nedenle tek bir kanser tipine ya da
monoklonal antikorlar gibi tek bir molekiile 6zgii degildir. HSP90 inhibitorlerinin en
gbze c¢arpan Ozelliklerinden biri kanser hiicresine normal hiicrelerden daha fazla afinite
gostermesidir (Kamal ve ark., 2003; Moulick ve ark., 2011). Ik gelistirilen geldanamisin
bazli HSP90 inhibitorleri giiglii anti-kanser Ozellik gostermelerine ragmen klinik
caligmalarda ciddi yan etki olusturduklari i¢in yeni nesil HSP90 inhibitorlerine ihtiyag
duyulmustur.

Yeni nesil HSP90 inhibitorlerinden biri piirin bazli bir HSP90 inhibitérii olan PU-
H71°dir. Simdiye kadar yapilan in vivo ¢aligmalarda ciddi bir toksik etki gézlenmemistir
ve klinikte faz I asamasina gegmistir. Tiimor hiicrelerine afinitesinin daha yiiksek olmasi
ve kullanimina ara verildikten sonra diren¢ gelismemesi PU-H71’in géze ¢arpan dnemli

avantajlaridir (Caldas-Lopes ve ark., 2009; Moulick ve ark., 2011). Bu nedenle
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calismamizda yeni bir HSP90 inhibitorii olan PU-H71°1 kullanmay1 uygun gordiik.
HSP90 inhibitdrleri ile yapilan bir¢ok in vitro ve in vivo ¢aligmada kanser hiicrelerini
RT’ye daha duyarli hale getirdikleri gézlenmistir (Kim ve Pyo, 2012; Machida ve ark.,
2003; Matsumoto ve ark., 2005; Russell ve ark., 2003; Sauvageot ve ark., 2009). Bu
nedenle ¢alismamizda PU-H71 ile RT’yi kombine ederek hem in vitro hem de in vivo
etkilerini degerlendirdik. HSP90 inhibitorleri ile kanser tedavisi iizerine yapilan
calismalarda kanser hiicrelerinde ya da sistemik olarak immiin hiicrelerde ne gibi
immiinolojik etkiler olusturdugu ne yazik ki ¢ok fazla incelenmemistir. Kanserle
miicadelede immiin sistemin ne kadar 6nemli bir rol oynadig1 goz Oniine alinirsa kanser
tedavisini amaclayan aday ilaglarin immiinolojik etkilerinin arastirilmamasi bu alanda
biiylik bir bosluk olusturmaktadir. Dolayisiyla ¢alismamizda PU-H71’in hem tek basina
hem de RT ile birlikte metastatik meme kanseri hiicre hatlarinda MIP-2, SDF ve VEGF
gibi anjiogenik faktorler lizerine etkisini inceledik. Bunun yani sira 4TBM hiicre hattiyla
olusturdugumuz ortotopik metastatik meme kanseri modelinde miks lokosit kiiltiiri
yaparak kombine tedavinin pro-inflamatuar ve anti-tiimdral mediatorlere etkisini de
arastirdik. Ayrica PU-H71’in tek basina ve RT ile birlikte kullaniminin tiimor biiyiimesi
ve akciger makrometastazlari lizerine etkisini de arastirdik. Calismamizda PU-H71’in
etkinligini eski bir HSP90 inhibitorii olan geldanamisin bazli 17-AAG ile karsilastirdik.
Ayrica proliferasyon c¢alismalarinda metastatik hiicrelerin yani sira bir de non-metastatik
hiicre hatt1 67NR’yi kullandik.

Calismalarimiz sonucunda 17-AAG ve PU-H71 doza bagl olarak fare metastatik meme
kanseri hiicre hatlar1 4T1, 4THM, 4TLM, 4TBM ile non-metastatik fare meme kanseri
hiicre hattt 67NR’de proliferasyonu baskiladi. IC50 degerleri karsilastirildiginda non-
metastatik olan 67NR hiicresinin IC50 degerinin hem 17-AAG hem de PU-H71 i¢in
metastatik hiicrelere gére daha yiiksek oldugu goriildii. Dolayisiyla metastatik hiicrelerin
HSP90 inhibitorlerine daha duyarli oldugu soylenebilir. 17-AAG ile PU-H71’in
metastatik hiicrelerdeki 1C50 degerlerini karsilagtirdigimizda 4TBM  ve 4TLM
hiicrelerinde PU-H71’in 17-AAG’ye gore daha etkin oldugu sonucunu ¢ikarabiliriz.
HSP90 inhibitdrlerinin kanser hiicrelerinin RT ye duyarliligina etkisini belirlemek i¢in
literatiirde koloni olusturma deneyleri yapilmaktadir. Biz de calismamizda 4THM,
4TBM ve 4TLM hiicre hatlarinda PU-H71’in RT ye duyarlilig1 arttirip arttirmadigini iki
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farkli doz kullanarak degerlendirdik. Proliferasyon sonuglarini degerlendirdigimizde
PU-H71’in 0,1 pM dozunu 4THM, 4TBM ve 4TLM hiicreleri i¢in etkin doz olarak
belirlemistik. Ancak RT ile birlikte kullanildiginda bu dozun hiicreler iizerinde 6ldiirticii
etki olusturabilecegini diisiinerek normalde etkin olmayan 0,01 uM dozunu da
uygulamay1 uygun gordiik. Neticede PU-H71’in, 4THM, 4TBM ve 4TLM hiicrelerinde
0,1 uM dozunda RT’ye duyarliligr arttirdigin1 gordiik. Benzer sekilde Segawa ve ark.
insan akciger kanser hiicre hatlar1 SQ-5 ve A-549 ile yaptiklari calismada bu hiicrelerde
PU-H71’in RT’ye duyarliligin1 arttirdigini géstermislerdir (Segawa ve ark., 2014).
PU-H71’1in tek basina ve RT ile kombine uygulamasinin fare metastatik meme kanser
hiicrelerinde proliferasyon ve sitokin saliniminda rol oynayan hiicre i¢i sinyal yolak
proteinlerine etkisini gérmek i¢cin Akt, ERK1/2 ve p38 fosforilasyonunu degerlendirdik.
PU-H7I’in 1 pM dozunda Akt, ERK1/2 ve p38 fosforilasyonunu azalttigini
gozlemledik. Ayrica HSP90’nin  hedef proteinlerinden N-kadherin ve HER2
ekspresyonlari iizerine de PU-H71’in etkisini inceledik. PU-H71’in 1 pM dozunda N-
kadherin ve HER2 ekspresyonlarint da inhibe ettigini belirledik. Sonug¢larimiza benzer
sekilde MDA-MB-231, SKBR3, BT-474 ve MDA-MB-453 meme kanseri hiicre
hatlarinda HSP90 inhibitorlerinin doza bagl olarak ERK1/2 ve Akt fosforilasyonunu
inhibe ettigini bildirmislerdir (Caldas-Lopes ve ark., 2009; Huang ve ark., 2015). Bagka
bir ¢alismada kolon kanseri hiicrelerinde 17-AAG’nin epitelyal mezenkimal geciste
onemli rol oynayan ve HSP90’nin bir hedef proteini olan N-kadherin ekspresyonunu
azalttig1 bildirilmistir (Liu X ve ark., 2016). Baz1 meme kanserlerinde yiiksek oranda
eksprese olan HER2’nin yeni bir HSP90 inhibitorii FW-04-806 tedavisi ile
ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir(Huang ve ark., 2015).

PU-H71 ve RT’yi birlikte kullanarak ERK1/2 ve p38 fosforilasyonuna etkisini
inceledigimizde ise ERKI1/2 fosforilasyonunun PU-H71’in goreceli olarak yiiksek
dozlar ile azaldigini, bu etkinin RT ile arttigin1 gdzlemledik. p38 fosforilasyonunun ise
PU-H71’in goreceli olarak yiiksek dozlarinda arttigini, bu artisin kombine tedavi ile
daha da fazla oldugunu gozlemledik. PU-H71 ile RT’yi kombine kullandigimiz
durumlarda hiicre Sliimiinii engellemek i¢in daha diisiik dozlarda PU-H71 kullandik.
Dolayisiyla 0,1 uM ve diisiik dozlar p38’in fosforilasyonunu engellemek icin yeterli
gelmemis olabilir. Etki RT den kaynakli olabilir.
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PU-H71 ve RT kombine tedavisinin 4TBM, 4TLM ve 4THM hiicrelerinden salinan
anjiogenik faktorler tizerindeki etkilerini VEGF, SDF ve MIP-2 diizeylerini inceleyerek
belirledik. 4TLM hiicrelerinde tek basmma PU-H71 uygulamasi MIP-2 ve VEGF
salinimini arttirmistir diger hiicrelerde tek basina belirgin bir etki gdstermemistir. Ancak
PU-H71 ve RT kombine uygulamas1 tiim hiicrelerde anjiogenik faktorlerin artmasina
sebep olmustur. Anjiogenik faktdrlerin artist kanser tedavisinde istenilmeyen bir
durumdur. PU-H71’in RT ile kombinasyonu proliferasyon agisinda olumlu sonuglar
gosterse de anjigenik faktorlerin artisina sebep olmasi kanser tedavisini sinirlayict
etkilere neden olabilir.

Ne yazik ki in vitro kosullar ger¢cek durumu yansitma konusunda yetersiz kalmaktadir.
Ex vivo galismalarin in vivo ortamu taklit etme konusunda in vitro’dan ¢ok daha basarili
olacagimi gbéz Oniine alarak 4TLM hiicreleriyle ortotopik model olusturulup ex vivo
kiiltiirler olusturduk. PU-H71 tek basina uygulandiginda pro-inflamatuar bir sitokin olan
IL-6 salintmini azalttigini, RT ve kombine tedavinin ise IL-6 salinimini anlamli sekilde
arttirdigmi gozlemledik. RT tek bagina MIP-2 ve VEGF diizeylerini arttirirdi. Yalniz
PU-H71 uygulamas1 VEGF ve MIP-2 diizeylerinde bir degisiklik olusturmazken RT ile
indiiklenen VEGF ve MIP-2 diizeylerindeki artis1 ise engelledi. PU-H71, RT ile
kombine kullanildiginda in vitro ¢aligsmalarda anjiogenik faktorleri arttirmistir. Ex vivo
calismalarda ise RT’nin olusturdugu artisin geri donmesine neden olmustur. HSP90
inhibitorlerinin anjiogenik faktorler iizerine etkisine dair ¢ok az c¢aligma vardir. Bu
caligmalarin  birinde MDA-MB-231 hiicrelerinde hipoksik durumlarda VEGF
salinimmin PU-H71 ile anlamh sekilde azaldigi ancak normoksik durumda anlamli bir
fark olusturmadig bildirilmistir (Azoitei ve ark., 2014). HSP90 inhibitdrlerinin HUVEC
hiicrelerinin tiibiil formasyonunu inhibe ettigini bilinmektedir (Okawa ve ark., 2009).
Dolayisiyla calismamizda PU-H71’in anjiogenik faktorlerin salinimini azaltmasini
beklerdik. Hiicre kiiltlirlerinde hipoksik kosullar olusturmadigimiz i¢in anjiogenik
faktorlerin tetiklenmesine neden olamamis olabiliriz. Bunun yami sira RT ile
anjiogenezin arttigina dair bircok calisma bulunmaktadir (Sofia Vala ve ark., 2010).
Kombine tedavi uyguladigimiz hiicrelerde anjiogenik faktorlerin artmast HSP90

inhibitoriiniin etkisinden ¢ok RT nin etkisinden kaynaklanabilir.
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PU-H71 ve RT kombine tedavisinin in vivo kosullardaki etkisine dair yapilan bir
calismaya heniiz rastlanmamistir. Dolayisiyla ¢alismamiz metastatik meme kanser
modelinde PU-H71 ve RT nin kombine kullaniminin tiimdr biiylimesi, akciger metastazi
ve immiinolojik etkilerini gdsteren ilk ¢aligmadir.

In vivo sonuglarimiza baktigimizda PU-H71 tek basia uygulandiginda kontrol grubuna
gore timor biiylimesini anlamli olarak geciktirmistir. PU-H71 ve RT kombine tedavisi
ise kontrol, yalniz PU-H71 ve yalniz RT gruplartyla kiyaslandiginda tiimér biiylimesi
anlamli sekilde geciktirmistir. Sonuglarimiza benzer olarak diger HSP90 inhibitorlerinin
RT ile birlikte kullanildiginda etkinligin arttigina dair farkli kanser modellerinde yapilan
calismalar mevcuttur. Bu calismalarin birinde HSP90 inhibitéri NW457°nin CT26
kolorektal kanser modelinde RT ile kombine kullanildiginda tiimor biiylimesini tek
basimna RT’ye gore anlamli sekilde azalttig1 gosterilmistir (Kinzel ve ark., 2016). Bagka
bir calismada HSP90 inhibitérii Ganetespib’in RT ile kombine kullaniminda HepG2
karaciger kanseri modelinde supra-aditif etki gosterdigi bildirilmistir (Chettiar ve ark.,
2016). Gandhi ve ark. yaptiklar1 ¢calismada prostat kanser modeli olusturulmus farelerde
HSP90 inhibitérii AUY-922’nin RT ile kombine kullanimimin timoér biiyliimesinde
supra-aditif etki gosterdiklerini bildirmislerdir (Gandhi ve ark., 2013).

Calismamizin metastaz agisindan etkisi degerlendirildiginde tek basina PU-H71 akciger
makrometastaz sayisinda anlamli bir degisiklik olusturmazken PU-H71 ve RT kombine
tedavisi RT’ye gore anlamli sekilde akciger makrometastazlarini azaltti. HSP90
inhibitorleri ve RT kombine kullaniminin in vivo modellerde metastaz {izerine etkisine
dair c¢alismaya rastlanmamustir. Tek basina kullanilan HSP90 inhibitorlerinin timor
modellerinde metastaza etkisine dair ise ¢ok az ¢alisma vardir. Bunlardan biri kiigiik
hiicreli akciger kanseri ile olusturulmus kanser modelinde HSP90 inhibitorii 17-
DMAG’1n karaciger metastazlarimi azalttigin1 gosteren c¢alismadir (Takeuchi ve ark.,
2016).

Tiimoriin  kendisinden, mikrogevresinden ve cesitli immiin hiicrelerden salgilanan
sitokinler kanser gelisiminde Onemli rol oynamaktadir. Bunlarin bir kismi timor
gelisiminde birbirine zit yonlii etkiler gosterebilmektedir. Bu durumda tiimériin tipi,
hangi asamada oldugu ve uygulanan tedaviler gibi bir¢ok faktdr immiin sistemin kansere

kars1 gelistirdigi yanit1 degistirebilir veya yoOnlendirebilir. HSP’lerin immiin sistem
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tizerinde de onemli rol oynadiklar1 bilinmektedir. HSP’ler antijen sunumunda, makrofaj
ve lenfositlerin aktivasyonunda, dendritik hiicrelerin olgunlagmasi ve aktivasyonunda
gorev alirlar. Bu nedenle g¢alismamizda HSP90 inhibitoriiniin timdr biliylimesi ve
metastaza olan etkileriyle birlikte immiin hiicrelerden salinan sitokinler iizerinde nasil
bir etki olusturdugunu da arastirdik.

In vivo ¢alismalarimizda 4TBM meme kanser modeli olusturdugumuz farelerin dalak ve
lenf nodlarindan elde edilen miks l6kosit kiiltiir siipernatantlarinda IL-17’nin kombine
tedavi ile anlaml bir sekilde arttifini gozlemledik. Pro-inflamatuar bir sitokin olarak
bilinen IL-17’nin hem tiimdr progresyonunu arttirici hem de anti-tiimoral etkilerinin
bulundugunu bildiren ¢alismalar vardir (Qian ve ark., 2015). HSP90 inhibitorlerinin IL-
17 tizerine etkisine dair yapilan bir ¢calismaya rastlanmamustir. IL-17’nin T lenfositlerini
cagirdigini, dogal oldiirlicii hiicrelerin aktivitesi arttirdigin1  ve sitotoksik T
lenfositlerinin olgunlagsmasina ve aktivasyonuna neden oldugunu diisiindiigiimiizde PU-
H71 ve RT kombine kullaniminin tiimoére karsi olusturulan immiiniteyi destekledigini
sOyleyebiliriz.

TNF-a da IL-17’ye benzer olarak kanser gelisiminde cift tarafli bir rol oynamaktadir.
Kronik olarak sentezlendiginde farkli, lokal olarak yiiksek doz uygulandiginda farkl
etkiler olusturabilmektedir. Ornegin rekombinant TNF-a lokal olarak tekrarlayan
dozlarda uygulandiginda tiimér modellerinde tiimoér nekrozunu indiiklemistir. Bunun
aksine diisiik doz ve kronik TNF-a uygulamasi anjiogenik aktivite gostermis ve timor
progresyonunu arttirmistir (Wu ve Zhou , 2010). Ancak tiimor mikrogevresindeki TNF-
a’nin timor olusumunu ve progresyonunu indiikledigi ve tiimor anjiogenezini arttirdigi
bilinmektedir. Olusturdugumuz miks 16kosit kiiltlirlerinde hem tek basina tedavilerde
(PU-H71 veya RT) hem de kombine tedavide TNF-a anlamli olarak artis gosterdi.
Caligmamizda in vitro tlimor hiicre proliferasyonu ve in vivo tlimor biiylimesinde etkili
olan PU-H71’in ve RT ile kombine kullaniminin TNF-a’ya yonelik immiinolojik etkileri
anti-tlimoral tedaviyi engelleyici etki gosterebilir.

Anti-inflamatuar bir sitokin olan IL-10’un da kanser gelisiminde ¢ift yonlii bir etkisi
vardir (Mannino ve ark., 2015). Calismamizda miks 16kosit kiiltiir siipernatantlarinda
yalmiz PU-H71’in IL-10 salmimini anlamlh sekilde azalttigi, yalniz RT ve kombine

tedavinin ise IL-10 diizeylerini anlamli sekilde arttirdigimi gordiik. Inflamatuar bir
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mediator olan TNF-a ile anti-inflamatuar bir sitokin olan IL-10 birbirlerinin etkisini zit
yonde etki gosteriyor olabilir.

IFN-y anti-tiimoral etkisini direkt antianjiogenik ve antiproliferatif oOzellikleriyle
gostermektedir (Bekisz ve ark., 2013). Olusturdugumuz miks 16kosit kiiltir
siipernatantlarinda IFN-y salinimi1 yalniz PU-H71 ve kombine tedavi ile anlamli sekilde
artmistir. IFN-y giiclii anti-tiimoral o6zelliginden dolayr klinikte ¢esitli kanser
tedavilerinde denenmistir ancak FDA’dan onay alamamistir. Dolayisiyla PU-H71’in
IFN-y salinimini arttirmasi timdr gelisimde immiinolojik olarak da etkin rol
oynayabilecegini diistindiirmektedir.

HSPI0 inhibitorlerinin hiicre kiiltiirlerinde immiinolojik etkilerine dair ¢ok az sayida
calisma vardir. HSP90 inhibitorlerinin tek basma ya da RT veya farkh
kemoterapdétiklerle birlikte kanser modellerinde immiinolojik etkilerini inceleyen bir
yayina rastlanmamistir. Bu durumda ¢alismamiz bu konuda yapilan ilk c¢alismadir.
Sonuglarimizin daha iyi degerlendirebilmesi i¢in daha fazla c¢alismaya gereksinim

duyulmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

1. HSP90 inhibitorleri 17-AAG ve PU-H71 fare metastatik ve non-metastatik meme
kanseri hiicrelerinde doza bagli olarak proliferasyonu azaltmistir.

2. PU-H71 ve RT kombine kullanildiginda fare metastatik meme kanseri hiicrelerinde
proliferasyon lizerinde supra-aditif etki gostermistir.

3. PU-H71 fare metastatik meme kanseri hiicrelerinde RT ile uygulandiginda koloni
olusumunu azaltmig ve kanser hiicrelerini RT’ye duyarli hale getirmistir.

4. PU-H71 metastattk meme kanseri hiicrelerinde HSP90 ekspresyonunu
degistirmemistir ancak HSP90 fonksiyonunun inhibisyonunu kompanse etmek i¢in doza
bagli olarak HSP70 ekspresyonunu arttirmistir.

5. Fare metastatik meme kanseri hiicre hatlarinda PU-H71, Akt, ERK1/2 ve p38
fosforilasyonunu azaltmistir.

6. Fare metastatik meme kanseri hiicre hatlarinda PU-H71, HSP90 hedef proteinleri N-
kadherin ve HER2 ekspresyonunu azaltmstir.

7. Fare metastatik meme kanseri hiicre hatlarinda PU-H71 ve RT kombine
uygulandiginda HSP90 ekspresyonlarin1 degistirmemistir, doza baglh olarak HSP70
ekspresyonlarini arttirmistir.

8. PU-H71 ve RT kombine uygulandiginda meme kanseri hiicre hatlarindan anjiogenik
faktorlerin salinimini arttirmstir.

9. Metastatik meme kanseri modelinde PU-H71’in RT ile kombine uygulamasi tiimor
bliylimesini ve akciger metastazlarii azaltmistir.

10. Metastatik meme kanseri modelinde PU-H71’in RT ile kombine uygulamasi miks
16kosit kiiltlirlerinden salinan pro-inflamatuar ve anti-tiimoral sitokinlerin artigina neden

olmustur.

HSP90 inhibitorleri ve RT kombine kullanimina dair in vitro ve in vivo ¢alismalarda
bizim ¢alismamizda da oldugu gibi umut vadeden sonuglar vardir. HSP90 inhibitorleri
ve RT kombine kullaniminin 6zellikle immiinolojik mekanizmalara etkisine dair ¢cok az
saylda caligma olmasi nedeniyle sonucglarimizin daha detayli degerlendirilebilmesi i¢in

bu konuda yapilacak daha fazla ¢calismaya gereksinim duyulmaktadir.
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