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OZET

Altiparmak-Ulbegi, G. (2023). AKT1 ve CTNNB1 Gen Mutasyonlarmnin Taksan Grubu
Ilag Direnci ile iliskisinin Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisi,
Tibbi Biyokimya ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Kanser tedavisinde baslica sinirlayic1 faktdr ilag direncidir. Giiniimiizde, kanser
tedavisinde ilag direncini ortadan kaldirmak i¢in tek ajanli tedavi yerine, farkli etki
mekanizmalarina sahip ajanlar kombine edilerek kullanilmaktadir. Buna ragmen yine de
ilag direnci gelisebilmektedir. Bunun altinda yatan nedenlerden birisi de tedavinin
etkinligini degistirebilecek spesifik genlerdeki mutasyonlardir. Tedavinin seyri
acisindan bu spesifik mutasyonlarm belirlenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Paklitaksel,
meme ve yumurtalik kanseri gibi gesitli kanserlerin tedavisinde kullanilan taksan grubu
bir kemoterapi ilacidir ve mutasyonlarin da dahil oldugu pek ¢ok molekiiler degisikligin
paklitaksel direnci ile yakindan iliskili oldugu bilinmektedir. PI3K/AKT ve WNT/j-
katenin, hayatta kalma, hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii, apoptoz, hiicresel
homeostazin saglanmasi gibi 6nemli hiicresel siireclerde rol alan, kanserle iliskili iki
onemli sinyal yoludur ve pek ¢ok kanser tiiriinde bu yollarin anormal aktivasyonlari
goriilmektedir. Bu tez projesi kapsaminda, PI3K/AKT ve WNT/B-katenin sinyal
yollarinin iki énemli bileseni olan AKT1 ve CTNNBI1 genlerinde meydana gelen bazi
yanlis anlamli mutasyonlarin, meme ve yumurtalik kanserlerinde paklitaksel direncine
olan etkileri, in vitro olarak 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksi fenil)-2-(4-
stilfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS) ve Western Blot yontemleri kullanilarak ilk kez
incelendi. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, AKT1 E17K ve E49K ile CTNNB1 S45F
ve T41A mutasyonlarinin paklitaksel direncine neden oldugu saptandi. Yine, MDA-
MB-231 meme kanseri hiicrelerinde, AKT1 E17K, E49K ve L52R mutasyonlarinin
paklitaksel direnci ile iligkili oldugu goriilirken, ayni hiicre serilerinde CTNNB1
mutasyonlarinin paklitaksel direnci ile iliski olmadigr gozlendi. SKOV-3 yumurtalik
kanseri hiicrelerinde ise, AKT1 ve CTNNBI1 mutasyonlarinm, paklitaksel cevabinda
herhangi bir farkliliga neden olmadig1 saptandi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda,
meme kanseri tedavisinde paklitaksel direncine neden olan AKT1 ve CTNNB1
mutasyonlarinin, bireye 0Ozgii kanser tedavi protokoliiniin belirlenmesinde birer
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: AKT1, CTNNBL, ila¢ Direnci, Meme kanseri, Paklitaksel.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
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ABSTRACT

Altiparmak-Ulbegi, G. (2023). Investigation of the Relationship Between AKT1 and
CTNNB1 Gene Mutations with Taxane Group Drug Resistance. istanbul University,
Institute of Health Science, Department of Medical Biochemistry. Doctorate Thesis.
Istanbul.

The main limiting factor in cancer treatment is drug resistance. Today, the agents with
different mechanisms of action are used in combination to eliminate drug resistance in
cancer treatment, instead of single-agent therapy. Despite this, drug resistance can still
develop. One of the underlying reasons for this is mutations in specific genes that can
change the effectiveness of treatment. Identifying these specific mutations is of great
importance in terms of treatment. Paclitaxel is a taxane group chemotherapy drug used
in the treatment of various cancers such as breast and ovarian cancer, and it is known
that many molecular changes, including mutations, are closely related to paclitaxel
resistance. PIBK/AKT and WNT/B-catenin signaling pathways are two important
cancer-related signaling pathways that are involved in important cellular processes such
as survival, cell proliferation, cell cycle, apoptosis, and maintenance of cellular
homeostasis, and abnormal activations of these pathways are observed in many types of
cancer. Within the scope of this thesis project, the effects of some missense mutations in
the AKT1 and CTNNBL1 genes, which are two important components of the PI3K/AKT
and WNT/B-catenin signaling pathways, on paclitaxel resistance in breast and ovarian
cancers, were investigated using dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-
(4-sulfophenyl) -2H-tetrazolium (MTS) and Western Blot methods in vitro for the first
time. In MCF-7 breast cancer cells, AKT1 E17K and E49K; CTNNB1 S45F and T41A
mutations were found to cause paclitaxel resistance. Similarly, in MDA-MB-231 breast
cancer cells, AKT1 E17K, E49K and L52R mutations led to paclitaxel resistance,
whereas CTNNB1 mutations in the same cell lines did not lead to any paclitaxel
resistance. Conversely, in SKOV-3 ovarian cancer cells, AKT1 and CTNNB1 mutations
did not cause any difference in the response to paclitaxel. According to the findings,
AKT1 and CTNNB1 mutations that cause paclitaxel resistance in breast cancer
treatment may be used as biomarkers in choosing an individualized cancer treatment
protocol.

Key Words: AKT1, CTNNB1, Cancer, Drug Resistance, Paclitaxel.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. TDK-2018-30153.



1. GIRIS VE AMAC

2020 yilinda diinya ¢apinda yaklasik 19,3 milyon kisiye kanser teshisi konulmus
ve aynt y1l 10 milyon kisi kanser nedeniyle hayatini1 kaybetmistir (Sung ve ark., 2021).
Kanserin tedavisi olduk¢a karmasik bir siirectir ve tedavisinde kullanilan antikanser
ilaglarm verimlilikleri kisithdir. Bu tedaviyi kisitlayan en 6nemli faktor ilaglara karsi
hali hazirda var olan diren¢ ya da tedavi sirasinda sonradan kazanilan direnctir. Ilag
direnci, mutasyon veya epigenetik degisiklikler nedeniyle hiicresel biiytime ile ilgili
sinyal yollarin asir1 aktivasyonu, ila¢ disa atiminin artmasi veya ila¢ i¢e aliminin
azalmasi gibi ¢esitli spesifik diren¢ mekanizmalar1 araciligiyla gelisebilir (Gottesman
ve ark., 2016).

[lag direncinde rol oynayan iki 6nemli molekiiler mekanizma, AKT1 (V-akt murin
timoma viral onkogen homolog) ve B-kateninin dahil oldugu Fosfatidilinositol 3-kinaz
(PI3K)/AKT ve Kanonikal WNT sinyal yollaridir. Biiyiime faktorleri gibi ligandlarin,
reseptOr tirozin kinazlara (RTK) baglanmasi veya G-proteinlerine bagli reseptorler
araciligi ile PI3K aktive olur. Bu aktivasyon sonucunda membranda fosfatidilinositol
3,4,5-trifosfat (PIP3) olusurak, AKT1 membrana lokalize olur ve fosforilasyonu
gerceklesir. Bu fosforilasyon, hiicre biiyiimesi, hayatta kalma, anjiogenez ve migrasyon
(invazyon) gibi siireglerin aktivasyonuna neden olur. AKT1, bu sinyal yolundaki Kilit
bilesenlerden biridir (Mahadevan ve ark., 2008; Davies, 2012; Basu ve Lambring,
2021).

AKTZ2’in aktivasyonu, plekstrin homoloji (PH) alaninin PIP3’e baglanmasi
sonucu membran lokalizasyonu ile baslar ve ardindan serin 473 ve treonin 308’in
fosforilasyonu ile bu aktivasyon tamamlanir (Vivanco ve Sawyers, 2002). Bu nedenle
PH alanindaki mutasyonlar proteinin aktivasyonu agisindan son derece énemlidir. PH
alaninda meydana gelen ve AKT1’in aktivasyonuna neden olan mutasyonlardan
bazilari, AKT1 E17K (49G>A), E49K (145G>A) ve L52R (155T>G) mutasyonlaridir.
Yapilan ¢aligmalar bu mutasyonlarin, AKT1 aktivasyonunu arttirdigini gostermektedir
(Carpten ve ark., 2007; Askham ve ark., 2010; Parikh ve ark., 2012). AKT1’in asir1
aktivasyonuna neden olan bu mutasyonlarin, hiicresel biiylime siire¢lerinde
aktivasyonuna neden olarak kanserli hiicrelerin ilaca karsi direng gostermesine yol

acabilecegi diistiniilmektedir.



CTNNB1 geni tarafindan kodlanan B-katenin proteini Kanonikal WNT sinyal
yolunun 6nemli bir bilesenidir. WNT/B-katenin yolu, WNT ligandinin transmembran
proteini Frizzled (Fz/Fzd) reseptorii ve diisiik yogunluklu lipoprotein reseptoriiyle
iligkili protein 6/5 (LRP6/LRP5) koreseptoriine baglanarak aktive olur. WNT-FZD-
LRP6/LRP5 kompleksinin = olusumu, yikim kompleksinin reseptdr etrafinda
toplanmasina aracilik eder (Gordon ve Nusse, 2006; Bilic ve ark., 2007; Wu ve Pan,
2010) ve yikim kompleksi aracili B-katenin fosforilasyonunun inhibisyonuna ve
dolayisiyla sitozolde B-katenin birikimine neden olur (Tamai ve ark., 2004; Davidson ve
ark., 2005; Zeng ve ark., 2005). Sitozolde biriken B-katenin ise niikleusa gog¢ ederek,
WNT hedef genlerinin aktivasyonuna neden olur (Xu ve Kimelaman, 2007). Bu hedef
genler, hiicre ¢ogalmasi, hiicre dongiisii kontrolii ve pluripotensinin kontrolii, doku
homeostazinin saglanmasi gibi ¢ok sayida hayati siireci yonetir. Bu nedenle, anormal
WNT/B-katenin sinyal yolu, kanser olusumu ile birgok yonden siki bir iliski
icerisindedir (MacDonald ve ark., 2009).

B-kateninin aktivitesinin diizenlenmesinde rol oynayan Kritik fosforilasyon
alanlar1 proteinin N-terminal bolgesinde yer alir. N-terminal bolgesi CTNNB1 geninin
t¢lincli ekzonu tarafindan kodlanir ve bu nedenle, bu bélgede meydana gelen
mutasyonlar ekzon 3 mutasyonlar1 olarak adlandirilir (Kim ve Jeong, 2019). B-kateninin
N-terminal bolgesinde meydana gelen yanlis anlamli mutasyonlardan bazilar1 S33P
(97T>C), S45F (134C>T) ve T41A (121A>G) mutasyonlaridir. Bu mutasyonlar, -
kateninin sitoplazmik ve niikleer birikiminin artmasina ve dolayisiyla hiicresel
proliferasyonun artisma yol agar. (Van Nhieu ve ark., 1999; Tanaka ve ark., 2001;
Machin ve ark., 2002; Lévy ve ark., 2002; Austinat ve ark., 2008; Hamada ve ark.,
2014; An ve ark., 2021; Oules ve ark., 2022). Bu mutasyonlar nedeniyle olusan asir1

aktivasyonun, ila¢ direncinin gelismesine neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

Paklitaksel, yumurtalikk ve meme kanserlerinin tedavisinde kombine sekilde
kullanilan taksan smifi bir kemoterapétiktir (Zhao ve ark., 2022). Paklitakselin kanser
tedavisinde kullanimini sinirlayan ve ¢oziilmesi gereken onemli sorunlardan biri de
paklitaksele karsi gelisen kazanilmis veya igsel ilag direncidir (Yusuf ve ark., 2003).
Paklitaksel tedavisinde direngten sorumlu mutasyonlar1 ve tedaviye duyarli hastalarmn

secimini kolaylastirabilecek yeni biyobelirtegleri belirlemek, meme ve yumurtalik



kanserlerinin tedavisi i¢in olduk¢a dnemlidir. Meme ve yumurtalik kanseri tedavisinde,

paklitaksel direncini 6ngoren, kabul gérmiis bir biyobelirte¢ heniiz bulunmamaktadir.

Calismamizda ilk kez, AKT1 ve B-kateninin proteinlerinde aktivite artigina
neden olan AKT1 E17K, E49K ve L52R ile CTNNB1 S33P, S45F ve T41A
mutasyonlarmin meme (MCF-7 ve MDA-MB-231) ve yumurtalik (SKOV-3) kanseri
hiicre serilerinde, paklitaksel direnci tizerine olasi1 etkileri in vitro olarak arastirilmistir.
Bu calismada, AKT1 E17K, E49K ve L52R ile CTNNB1 S33P, S45F ve T41A
mutasyonlarmmm meme ve yumurtalik kanserinin paklitaksel ile tedavisinde
kullanilabilicek ©nemli prediktif biyobelirte¢ler olarak tanimlanmalari, bdylece

paklitaksel tedavisinin bireysellestirilmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Kanseri

Meme, gogiis kafesinin 6n kismina yerlesmis, iistte ikinci kaburgaya, altta altinci
kosta kikirdagina, medialde sternuma ve lateralde orta aksiller hatta kadar uzanan bir
¢ift organdir. Insanda hem kadimlarda hem de erkeklerde bulunmakla birlikte yalnizca
dogum sonras1 kadmlarda iglevseldir. Sekli ve biiyiikliigii genetik, irksal ve diyetsel
faktorlere, bireyin yasina, dogum sayisina ve menopoz durumuna bagl olarak degisir,
bununla birlikte genel olarak, yarim kiire seklinde, konik (genellikle 10-12 cm taban ve
5-7 cm kalinlik), c¢esitli sekillerde ve derecede sarkik, piriform veya ince ve basik
olabilir (Sekil 2-1). Meme, siitiin sentezi, salgilanmasi ve atilmasi islevlerini
gerceklestiren, laktasyon i¢in 6zellesmis bir organdir. Salgi birimleri siit kanallariyla
devamlilik gosteren, kiigiik kesecikler seklindeki alveollerdir. Bu salgi birimlerinde,
siitiin tiretimi, hormonlar ve biiylime faktorleri tarafindan kontrol edilir. Hamilelik ve
menstrual dongili swrasinda bu hormonlarin dalgalanmasi, memede 6nemli histolojik

degisikliklere yol agar (Bistoni ve Farhadi 2015 pp. 477-485).
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Sekil 2-1: Memenin anatomisi-Bazira ve ark., 2022°den.

Kadmlar1 en ¢ok etkileyen kanser tiirleri arasinda yer alan meme kanseri, 2020
yili verilerine gore, yaklasik 2,3 milyon yeni vakayla (%11,7) tiim kanser vakalari

icerisinde en sik teshis edilen kanser tiirii olmustur. Meme kanserini, sirasiyla akciger



(%11,4), kolorektal (%10,0), prostat (%7,3) ve mide (%5,6) kanserleri izlemektedir.
Yine ayni1 yil igerisinde 684,996 kadin, meme kanseri nedeniyle hayatini kaybetmis ve
meme kanseri en dliimciil kanser tiirleri arasinda 5. swray1 almistir. Gelismis iilkelerde
meme kanseri goriilme siklig1 daha yiiksek olmakla birlikte, meme kanserine bagl 6liim

orani daha diigiiktiir (Sung ve ark., 2021).

Metastatik bir kanser tiirii olan meme kanserinde, akciger, karaciger, kemik ve
beyin gibi uzak organlara metastaz goriiliir ve bu durum tedaviyi zorlastiran temel
nedendir. Erken teshis hayati rol oynamaktadir ve erken teshis, iyi prognozla ve yiiksek
hayatta kalma orani ile iligkilidir. Kuzey Amerika'da meme kanseri hastalarinm 5 yillik
goreceli sagkalim orani, hastaligin erken teshis edilebilmesi nedeniyle %80’in
iizerindedir. Yine Amerika'da meme kanserinin goriilme siklig1 her gegen yil artmasina
ragmen, erken taramalarm yayginlagmasi ve ileri tibbi tedaviler sayesinde 6liim oram

giderek azalmaktadir (Sun ve ark., 2017).

2.1.1. Meme Kanseri Tiirleri

Meme kanseri, yalnizca farkli biyolojik 6zelliklere degil ayn1 zamanda farkh
Klinik davranislara da sahip heterojen bir hastaliktir. Meme kanserleri, histolojik derece
ve histolojik tipe gore biyolojik ve klinik olarak alt gruplara ayrilabilir. Derece, bir
timoriin farklilasma derecesinin ve proliferatif aktivitesinin degerlendirilmesidir ve
tiimoriin agresifligini yansitir. Histolojik tip ise tiimorlerin biiyiime seklini ifade eder.
En sik goriilen meme kanseri histolojisi invaziv duktal karsinomdur (%50-75’i), bunu
invaziv lobiiler karsinom (%5-15) takip eder, karisik duktal/lobiiler karsinomlar ve diger
daha nadir histolojiler ise geri kalan kismi olusturur. Duktal ve lobiiler karsinom
terimlerinin koken alinan bolgeleri ifade etmedikleri, farkli sitolojik ozellikleri ve
immiinohistokimyasal profilleri ifade ettikleri unutulmamalidir. Meme kanserinin
biyolojik 6zelliklerinin molekiiler temelini ¢6zmek, prognoz ve tedaviye yanitla iliskili
molekiiler durumlar1 tanimlamak igin yapilan genetik ve molekiiler analizler sonucunda,
farkli bir smiflamaya gidilmis ve meme kanserinin farkli molekiiler alt tipleri

tamimlanmustir (Weigelt ve ark., 2010; Corben, 2013).
Meme Kanserinin Molekiiler alt tipleri:

Hormon reseptorii (HR) (Ostrojen reseptor alfa (ERa) ve/veya progesteron
reseptor (PR)) ve epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (ERBB2/HER2) olmak iizere

iki ana molekiiler hedef belirlenerek, meme kanseri genel olarak ii¢c ana molekiiler alt



tipe ayrilmistir: hormon reseptori pozitif/HER2 negatif [HR(+)/HER2(-)], HER2 pozitif
[HER2(+)] ve tigli negatif [ER(-)/PR(-)/HER2(-)] (Tablo 2-1) (Waks ve Winer, 2019).

Tablo 2-1: Meme kanserinin ii¢c ana alt tipi-Waks ve Winer, 2019°dan

HR(+) / HER2(-) HER2(+) [HR(+)/(-)] Uclii Negatif
Patolojik Tamim Yiiksek ER ve PR Yiiksek HER2 ER, PR veya HER2
ekspresyonu ekspresyonu ve pozitifligi igin

amplifikasyonu, HER2(+)  herhangi bir patolojik
tiimorlerin yaklasik yarist kriteri karsilamiyor.
HR(+).

Molekiiler Patojenez | ER aracili onkojenik  Asir1 HER2 aktivasyonuna  Bilinmiyor.
biiylime yollarmin bagli onkojenik biiylime

aktivasyonu yollarmin aktivasyonu
Goriilme Sikhgi (%) 70 15-20 15
Evre I (5 Yillik >99 >94 >85
Sagkalim (%)
Metastaz (Ortalama 4-5 y1l Syl 10-13 ay

Genel Sagkalim)

ERa, Ostrojen tarafindan aktive edildiginde meme kanseri hiicrelerinde
onkojenik biiyiime sinyal yollarini aktive eden bir reseptor ve transkripsiyon faktoriidiir.
ERa, invaziv meme kanserlerinin yaklasik %70’inde eksprese edilmektedir. Bu reseptor
ile yakindan iliskili bir diger reseptor, PR’dir ve bu reseptoriin ifadesi ayn1 zamanda
ERa sinyallemesinin bir belirtecidir. ER veya PR ekspresyonu olan tiimérler, HR(+)
olarak tamimlanir. HR(+) meme kanserlerinde, ER sinyalini azaltmak amaciyla
endokrin tedavisi, birincil sistematik tedavi segenegidir (Hammond ve ark., 2010; Joshi
ve Press 2018 pp. 282-307).

HER2, epidermal biiylime faktorii reseptor ailesinde yer alan bir transmembran
reseptor tirozin kinazdir. HER2, meme kanserlerinin yaklasik %15-20’sinde asiri
eksprese edilmektedir ve bu tiimorler HER2(+) olarak siniflandirilmaktadir. HER2(+)
meme kanserine sahip hastalar, anti-HER?2 antikorlar1 (trastuzumab ve pertuzumab gibi)
ve kiiciik molekiillii tirozin kinaz inhibitorleri (lapatinib ve neratinib gibi) dahil olmak
tizere HER2 hedefli yontemlerle tedavi edilir (Piccart-Gebhart ve ark., 2005; Wolff ve
ark., 2014).



Uglii negatif meme kanseri, tim meme kanserlerinin yaklasik %15°ini olusturur.
Meme kanserinin bu alt tipi, ER, PR ve HER2 molekiiler hedeflerinin ekspresyonunun
eksikligi ile karakterizedir. Bu hastalarda, ilk 3 ila 5 yil i¢inde uzak metastaz yapma
riski yliksektir ve spesifik molekiiler patofizyolojisi tam olarak anlagilamamistir

(Foulkes ve ark., 2010; Denkert ve ark., 2017).

Bu ii¢ ana tipin farkli alt tiplere ayrilmasi ile luminal A, luminal B,
HER2(+)/ER(-), bazal benzeri ve normal meme benzeri olmak tizere 5 farkl alt tip

smiflamasi da yapilabilir (Polyak, 2007).

2.1.2. Meme Kanseri Karsinojenezi

Meme Kkanseri, genellikle duktal hiperproliferasyon ile baglayan, cesitli
karsinojenik faktorlerin siirekli etkisi altinda kalarak iyi huylu timérlere ve ardindan
karsinomlara doniisen bir neoplazmdir. Timoér mikro-gevresindeki degisikliklerin,
cesitli genetik degisikliklerin ve buna bagli ortaya ¢ikan sinyal yolu farkliliklarmin,
kanser kok hiicrelerinin varliginm, meme kanserinin baglamasinda ve ilerlemesinde

hayati bir rol oynadig1 goriiliir (Sun ve ark., 2017).

Kanser kok hiicre ve stokastik teori olmak iizere, meme kanserinin baslamasi ve
ilerlemesi i¢in iki varsayimsal teori one siirtilmiistiir. Kanser kok hiicre teorisine gore,
tim timor alt tipleri aymi1 kok hiicrelerden veya progenitér hiicrelerden tiiremistir,
edinilmis genetik ve epigenetik mutasyonlar ise farkli tiim6r fenotiplerini ortaya
cikarmustir. Stokastik teoriye gore ise, her bir timor alt tipi, farkli bir hiicre tipinden
koken almistir. Rastgele mutasyonlar, meme hiicresinde birikir ve yeterli mutasyonlar
biriktiginde tiimor hiicrelerine doniisiim gergeklesir (Sekil 2-2) (Polyak, 2007; Sgroi,
2010).

Meme kanserinin baglamasi, ilerlemesi ve metastazinin ER, HER2, mitojenle
aktiflesen protein kinaz (MAPK), PI3K/AKT, WNT/B-katenin gibi ¢esitli sinyal yollar
ile iligkili oldugu bilinmektedir. ER’ler, membran Ostrojen reseptorleri (¢ogunlukla G
proteinine bagl reseptorler) ve niikleer Ostrojen reseptorlerinden (ERa ve ERp) olusur.
ER, 0Ostrojenin indiikledigi mitojenik sinyallemeden sorumludur ve meme kanserinin
baslamasinda ve ilerlemesinde 6nemli bir role sahiptir. ERa ve ERB’nin her ikisi de
cesitli benzerlik derecelerine sahip alt1 fonksiyonel alan igerir ve heterodimer olusturma

yetenekleri korunmugstur. Ayrica, iki reseptor tiirii i¢in de, hedef genlerin “Ostrojen yanit



elemanlar1” (ERE’ler) ile etkilesimlerine aracilik eden DNA baglama alanlar1 %96
0zdeslige sahiptir (Feng ve ark., 2018). ERa, meme kanserlerinin patojenezinde 6nemli

bir rol oynar ¢iinkii meme kanserlerinin yaklasik %75’i ER ekspresyonu agisindan

pozitiftir (Nadji ve ark., 2005).

Kok Hiicreler, Meme Kanseri Meme Kanseri Alt Tipleri
Progenitior Hiicreler, Kok Hiicreleri
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Sekil 2-2: Meme karsinojenezi teorileri. (A) kok hiicre teorisi; (B) stokastik teori-Sun ve
ark., 2017°den.

Estradiol, ER’ye baglandiginda, ER konformasyonel degisikliklere ugrar ve
dimerler olusturur. ER dimerleri, hedef genlerin promoterlerinde yer alan ERE dizisine
baglanir ve bir kofaktor kompleksini bdlgeye (ko-aktivatorler ve ko-baskilayicilar)
ceker. Bu baglanma, 6zellikle kanserle ilgili olan ¢ogalma, farklilagsma, hayatta kalma,
istila, metastaz ve anjiyogenezde rol oynayan ylizlerce genin ifadesini etkiler. ER,
aktivator protein-1 (AP-1) ve Ozgiillik proteini-1 (SP-1) gibi diger transkripsiyon
faktorlerine DNA iizerindeki spesifik bolgelerden baglanabilir ve transkripsiyonel
aktivite bu baglanma ile kontrol edilebilir. Ayrica, ER sinyal yolu, EGFR ve insiilin
benzeri biliyiime faktorii reseptorii (IGF1-R) gibi membran reseptor tirozin Kinazlar
(RTK) tarafindan da diizenlenir. Bu membran RTK’ler, PI3K/AKT/mTOR ve MAPK

yolu gibi sinyal yollarin1 aktive eder ve bu aktivasyon ER'nin fosforilasyonuna ve



dolayisi ile ER’nin aktivasyonuna yol agar (Sekil 2-3) (Ali ve Coombes, 2000; Osborne
ve Schiff, 2011; Renoir ve ark., 2013).
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Sekil 2-3: ER sinyali-Tokunaga ve ark., 2014°den.

AKT: Protein kinaz B, AP-1: Aktivatér protein-1, ER: Ostrojen reseptérii, ERE: Ostrojen yamt elemani, MAPK: Mitojenle
aktiflesen protein kinaz kinaz, MEK: Mitojenle aktiflesen protein kinaz, mTOR: Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi,
mTORC1: mTOR kompkles 1, PI3K: Fosfatidilinositol 3-kinaz, p70S6K: p70 ribozomal S6 kinaz, PTEN: Fosfataz ve tensin
homologu, p110: Katalitik alt iinite, p85: Diizenleyici alt iinite, RAS: Sigan sarkoma viral onkogeni, SP-1: Ozgiilliik proteini-1.

Tirozin kinaz reseptorii HER2’ye, ligandin baglanmasi ile dimerizasyon ve
ardindan HER2’nin hiicre i¢i alaninda yer alan tirozin kalintilarinin fosforilasyonu
uyarilir. Fosforilasyona ugrayan reseptor yapisal olarak aktif hale gelir ve meme tiimorii
olusumuyla iliskili MAPK ve PI3K/AKT gibi bir takim alt sinyal yollar:1 aktiflenir
(Sekil 2-4) (Feng ve ark., 2018).
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Sekil 2-4: HER?2 sinyali-Feng ve ark., 2018’den.

AKT: Protein kinaz B, GRB2: Biiyiime faktorii reseptériine bagli protein 2, GSK3: Glikojen sentez kinaz 3, HER1/2/3/4: Insan
epidermal reseptorii 1/2/3/4, MAPK: Mitojenle aktiflesen protein kinaz kinaz, MDM2: E3 Ubikitin Protein Ligaz Mdm2, MEK:
Mitojenle aktiflesen protein kinaz, mTOR: Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi, PI3K:Fosfatidilinositol 3-kinaz, RAF:
Murin 16semi viral onkogeni, RAS: Sican sarkoma viral onkogeni, SOS: Guanozin niikleotid degisim faktorleri.

HER2, c¢esitli insan meme kanseri hiicre serilerinde asir1 ekprese edilir.
HER2’nin bu asir1 ekspresyonu, timdr hiicresinin ¢ogalmasina ve kanserin ilerlemesine
neden olur. HER2’nin asir1 eksprese edildigi meme kanserlerinde metastaz olasiliginin
daha da yiiksek oldugu goriilmektedir (King ve ark., 1985; Slamon ve ark., 1987;
Robert ve ark., 2017)

2.1.3. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseriyle iliskili bazi risk faktorleri Kontrol edilemeyen risk faktorleri
grubundadir. Bu gruptaki risk faktorlerinin basinda cinsiyet gelir ki kadin olmak meme
kanseri i¢in major bir risk faktoridiir (Sung ve ark., 2021). Diger 6nemli bir risk faktorii
ise yastir. Meme kanseri en sik 55-64 yas arasi kadinlarda teshis edilir ve ortalama tani
yast 61°dir. Meme kanserlerinin %5°den az1 40 yasm altindaki kadinlarda goriiliir. Risk

yasla birlikte artar ve menopozdan sonra artis hiz1 azalir (Rojas ve Stuckey, 2016).

Tiim meme kanseri vakalarinin neredeyse dortte biri aile dykiistiyle iligkilidir ve

annesi veya kiz kardesi meme kanseri olan kadimnlar bu hastaliga digerlerine gore daha



yatkindir. Birinci derece akrabalarinda meme kanseri olan kadinlarin bu hastaliga
yakalanma riski, herhangi bir akrabas1t meme kanseri olmayan kadinlara gore yaklasik 2
kat daha yiiksektir. Meme kanseri olan birinci derece akraba sayisi arttik¢ca bu oran daha

da artmaktadir (Brewer ve ark., 2017).

Ostrojenin, HR(+) tiimérler iizerindeki uyarici bir etkisi vardir ve meme kanseri
vakalarmin yaklasik {igte ikisi HR(+)’dir. Bu nedenle 6strojene maruz kalma diizeyi ile
meme kanseri riski arasinda ¢ok sik1 bir baglant1 vardir. Erken menars, ge¢ menopoz,
ilk gebelik yasmin ge¢ olmasi1 ve dogum sayismin diisiik olmas1 gibi tireme faktorleri
meme kanseri riskini arttirmaktadir. Menopozdaki her 1 yillik gecikme meme kanseri
riskini %3 arttirir, menarstaki her 1 yillik gecikme veya her ilave dogum ise meme
kanseri riskini sirasiyla %35 ve %10 oraninda azaltir. Kombine dogum kontrol ilaglarinin
ve menopoz sonrasi hormon kullanimmin meme kanseri riskini arttirdigi bilinmektedir.
Emzirmenin sagladigi hipodstrojenik durum g6z oniine alindiginda, geleneksel olarak
meme kanseri riskinde genel bir azalma ile iliskili oldugu diisiiniiliir. Ancak yapilan
caligmalar ile emzirmenin, ER(+) veya HER2(+) meme kanseri riskinde bir azalma ile
iligkili olmadig1 ancak iiclii negatif meme kanseri riskinde azalmaya neden oldugu
bildirilmistir. Sigara ve alkol kullanimi, fiziksel hareketsizlik, viicut kitle indeksi artigi
da meme kanseri riskini arttirmaktadir (Dieterich ve ark., 2014; Rojas ve Stuckey, 2016;
Sun ve ark., 2017).

Genetik faktorler meme kanseri gelisiminde 6nemli bir yere sahiptir ve bunlarin
basinda BRCAL/2 gen mutasyonlar1 gelmektedir. BRCA1 (meme kanseri tip 1 duyarlilik
proteini, meme kanseri 1) ve BRCA2 (meme kanseri tip 2 duyarlilik proteini, meme
kanseri 2), cift sarmalli DNA kiriklarmm homolog rekombinasyonla aslina uygun
sekilde onarilmasinda gorevli tiimor baskilayici proteinlerdir (Narod ve Salmena, 2011).
BRCA genlerindeki delesyon ve/veya fonksiyon kaybi mutasyonlari, DNA onarim
etkinliginin azalmasina neden olur ve meme kanserine yakalanma riskini 5-6 kat arttirir
(Kuchenbaecker ve ark., 2017). Toplamda, kalitsal meme kanserlerinin yaklagik %20-
25’i, tim meme kanserlerinin ise %5-10'u  BRCA1/2 mutasyonlarindan
kaynaklanmaktadir (Sun ve ark, 2017). BRCA1 ve BRCA2 genlerinde toplamda sirasiyla
1650 ve 1731 mutasyon tespit edilmistir (Rebbeck ve ark., 2018).

Tiimor supresor TP53 genindeki inaktive edici mutasyonlarm varli§i, meme

kanseri de dahil olmak iizere pek ¢ok kanser tiiriinde rapor edilmistir. Otozomal



dominant bir hastalik olan Li-Fraumeni sendromu, TP53 germline mutasyonlarindan
kaynaklanmaktadir ve osteosarkom, l6semi, beyin tiimorleri, adrenokortikal karsinom
ve meme kanseri riskinde artisa yol agar. Bu sendroma sahip kadmnlarin 45 yasindan
oncesi meme kanserine yakalanma riski, genel niifusa kiyasla 18 kat daha ytiksektir
(Feng ve ark., 2018). TP53 genindeki germline mutasyonlar1 meme kanseri vakalarmin
%21’inden azmi olustururken, TP53 genindeki somatik mutasyonlar ise insan meme

kanserlerinin %19-57°sinde rapor edilmektedir (de Jong ve ark., 2002).

Fosfataz ve tensin homolog gen (PTEN) iriinii, MAPK/mTOR sinyal yolunda
yer alan bir tiimor baskilayici proteindir (Ban ve Godellas, 2014). PTEN ekspresyonu
kaybmin varligi, meme kanseri vakalarinin yaklasik %33’inde goriilmektedir (Sun ve
ark., 2017). Hamartomlarin ve iyi huylu timérlerin gelisimi ile karakterize “Cowden
Sendromuna” sahip ailelerin %80’inde PTEN geninde mutasyonlar bulunmaktadir
(Marsh ve ark., 1999). PTEN mutasyonuna sahip “Cowden Sendromlu” bireylerin
yagam boyu meme kanseri riski %85°tir (Tan ve ark., 2012). Meme kanseri riski ile
iliskili genler ve fonskiyonlar1 Tablo 2-2’de yer almaktadir (Narod ve Salmena, 2011;
Ozaki ve Nakagawara, 2011; Ban ve Godellas, 2014; Shiovitz ve Korde, 2015; Sun ve
ark., 2017; Feng ve ark., 2018).

Tablo 2-2: Meme kanseri riski ile iligkili genler ve fonksiyonlari

Gen Fonksiyon

BRCAL/2 Cift sarmallt DNA kiriklariin homolog rekombinasyon ile onarimi
TP53 Hiicre dongiisii, DNA onarimi ve apoptoz kontrolii
PTEN Hiicre biiytimesi ve hiicre proliferasyonunun inhibisyonu
Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi (G2 fazinda). CHEK2, DNA hasarina

CHEK?2 cevap olarak hizla fosforilasyona ugrar ve aktif CHEK2, p53°ii stabilize
eder ve BRCALI ile etkilesime girer.

BRIP1 BRCAL’in C-terminal alamyla etkilesim
ATM dsDNA’nin onarimi, BRCA1 ve CHEK?2 nin regiilasyonu
PALB2 BRCAZ ile etkilesim, BRCA2 nin niikleer lokalizasyonu ve birikimi

2.1.4. Meme Kanserinin Belirtileri, Teshisi ve Evrelemesi
Meme kanserinin klasik semptomu memede veya koltuk altinda (lenf

diigiimlerinde) bulunan bir sislik veya yumrudur. Bu belirtilere ek olarak meme



kanserinin genel uyarict belirtileri sunlardir: memede siirekli hassasiyet ve olagan dist
meme agrisy, meme ucunda agri, meme ucu akintisi (berrak veya kanli), ters (geri
¢ekilmis) meme ucu, meme ucunda pullu veya g¢ukurlasmis cilt. Hastaligin ileri
evresinde metastaza bagl olarak kemik agrisi (kemik metastazlarl), nefes darligi
(akciger metastazlari), istahta azalma ve kilo kayb1 (karaciger metastazlari), bas agrisi,
norolojik agr1 veya zayiflik goriiliir (Sharma ve ark., 2010). Yukaridaki belirtilere sahip,
meme kanserinden siiphelenilen hasta icin ilk yapilmasi gereken, taninin dogrulanmasi
ve ardindan hastaligin evresinin belirlenerek uygun tadavinin se¢imidir. Taniy1
dogrulamak i¢in mamografi, ultrasonografi, manyetik rezonans goriintiileme (MRI) ve
meme biyopsisi yapilir. Gerekli goriilmesi halinde bilgisayarli tomografi (CT) veya
pozitron emisyon tomografisi (PET) ile de goriintiileme yapilabilir (Wang, 2017).
Oldukga heterojen bir hastalik olan meme kanseri i¢in FDA tarafindan kanser antijenleri
(CA); CA 15-3, CA 27-29, HER2 ve dolasimdaki tiimor hiicreleri (CTC) olmak tizere
dort biyolojik belirteg onay alabilmistir. Alt tiplerin belirlenmesinde ise hiicre
proliferasyon geni (Ki67) ve hormon reseptorlerinin (ER, PR ve HER2) ekspresyon
seviyeleri dikkate alinir (Zubair ve ark., 2021). Meme kanseri tanis1 konulduktan sonra,
Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC) ve Uluslararas1 Kanser Kontrolii Birligi
(UICC)’nin tiimor, diigiim (nod) ve metastaz (TNM) evreleme sistemine gore meme

kanserinin klinik evrelemesi yapilir (Tablo 2-3).

Tablo 2-3: Meme kanseri evreleri-Feng ve ark., 2018’den

Evre Tanmm
Evre 0 Duktal karsinom in situ
Evrel 1A Boyutu <20 mm’den kii¢iik primer invaziv tiimér, lenf nodu tutulumu yok
1B < 20 mm primer tiimérle birlikte veya yalniz nodal mikrometastazlar (>0,2 mm, <2,0 mm)

Hareketli ipsilateral seviye L, II lenf nodu metastazli <20 mm primer tiimor veya nodal

Evre Il 1IA tutulumu olmayan > 20 mm, <50 mm tiimor
B Hareketli ipsilateral seviye L, II lenf nodu metastazli >20 mm, <50 mm tiimor veya nodal
tutulumu olmayan >50 mm timor
Evie . HIA Hareketli ipsilateral seviye L, II lenf nodu metastazi ve >50 mm tiimér veya sabit ipsilateral
Seviye L, II veya dahili lenf nodu metastazi olan herhangi bir boyuttaki primer timor
111B Gogiis duvart ve/veya cilt invazyonu olan primer timor
e Supraklavikiiler veya ipsilateral seviye III lenf nodu metastazi olan herhangi bir boyuttaki

primer timor veya ipsilateral Seviye I, II ve internal lenf nodu metastazi olan

Evre IV Uzak organ metastazi olan herhangi bir olgu




2.1.5. Meme Kanserinin Tedavisi

Meme kanserinin evrelenmesinin ardindan, belirlenen molekiiler alt tipin
rehberliginde, cerrahi, radyoterapi ve sistemik kemoterapi veya hedefe yonelik ilag
segeneklerinin  degerlendirilmesi ile uygun tedaviye karar verilir. Rezeksiyon
yapilabilecek derecede kii¢iik tiimoér dokusuna sahip olan erken invaziv meme
kanserleri (I, IIa, IIb) i¢in ameliyat Oncesi tedavi Onerilmez. Ciinkii ameliyat Oncesi
sistemik tedavinin amaci ileri evre hastalarda tiimorlerin boyutunu kiigiilterek
rezeksiyona uygun hale getirmektir ve ayrica ameliyat edilemeyecek hastalar i¢inde tek
segenektir (Waks ve Winer, 2019).

Tiimoriin  cerrahi eksizyonundan sonra kalan subklinik tiimoriin ortadan
kaldirilmast amaciyla radyoterapi uygulanir. Radyoterapi, lumpektomi gecirmis
hastalara veya yiiksek riskli, nod pozitif hastaligi olup mastektomi yapilmis hastalara
onerilmektedir. Lumpektomi sonrast radyoterapi, 20 yillik niiksetme oranini

azaltmaktadir (Fisher ve ark., 2002; O’Sullivan ve ark., 2018).

Meme kanserlerinin yaklasik %70’inde ER ekspresyonu pozitiftir ve ER(+)
hastalar, tamoksifen gibi segici 0strojen reseptor modiilatorleri, segici Ostrojen reseptor
pargalayicilar1 veya aromataz enzim inhibitorleri kullanilarak, anti-hormon (endokrin)
tedavisi ile tedavi edilirler. Segici dstrojen reseptér modiilatorleri (6zellikle tamoksifen)
ile tedavi, meme kanserine bagli Olim oranint %?25-30 oraninda azaltmaktadir.
Aromataz inhibitorleri genellikle tamoksifene direngli timorlerde ikinci basamak tedavi
olarak kullanilir (Haque ve Desai, 2019). HR(+) tanis1 almis menopoz 6ncesi meme
kanseri hastalarmin tamoksifen ve/veya bir aromataz inhibitorii ile tedavisine,
yumurtalik fonsiyonunun (6strojen {iretiminin) baskilanmasi i¢in gonadotropin
salgilayan hormon (GnRH) agonistlerinin eklenmesi gerekir. Menopoz sonras1 donemde
olan kadmlar i¢in ise bu gerekli degildir (Trayes ve Cokenakes, 2021). Cerrahi sonrasi
aromatoz inhibitorii ile tedavi edilen non-metastatik, post-menopozal hastalara, kemik
metastazt ve kirik olusum riskini azaltmak amaciyla bifosfonatlarm kullanimi

onerilmektedir (Bouvard ve ark., 2018).

Meme kanserlerinin yaklasik %15-20’sinde HER2 asir1 eksprese edilmektedir.
HER2(+) kanserlerin prognozu kétidir ve tedavisinde HER2 hedefli ajanlar ve
kemoterapétik ajanlar birlikte kullanilmaktadir. HER2 hedefli tedavinin gelistirilmesi,

meme kanseri tedavisindeki en Onemli ilerlemelerden biri olmus, niiks riskinin



azaltilmasi ile sag kaliminimn arttirilmasinda 6nemli faydalar saglamistir. HER2 hedefli
ajanlara Ornek olarak, HER2 hiicre dig1 alanin1 hedefleyen trastuzumab, HER2
dimerizasyon alanmi hedefleyen pertuzumab ve bir tirozin kinaz inhibitérii olan
neratinib verilebilir (Cameron ve ark., 2017; Waks ve Winer, 2019). HR(-) ve HER2(-)
olan tUi¢clii negatif meme kanseri i¢in mevcut tek sistemik tedavi secenegi kemoterapotik
ajanlarin kullanimidir (O’Sullivan ve ark., 2018). Meme kanserinin sistemik tedavisinde

kullanilan ajanlar Tablo 2-4’ te 6zetlenmistir.

Tablo 2-4: Meme kanserinin sistematik tedavisi-Waks ve Winer, 2019°dan

HR(+)/HER2(-) HER2(+) [HR(+) veya (-)] UCLU NEGATIF
Oral yollu endokrin tedavi Intraveniz yollu kemoterapiye ek Intravenoz yollu kemoterapi
(tiim hastalar) HER? hedefli tedavi (tiim hastalar)  (tiim hastalar)

Tamoksifen, letrozol, anastrozol

veya eksemestan Paklitaksel/trastuzumab (TH) Adriamisin/siklofosfamid
Intravenéz yollu kemoterapi Adriamisin/siklofosfamid/paklitaksel/ Adriamisin/siklofosfamid/paklitaksel
(baz hastalar) trastuzumab = pertuzumab

Dosetaksel/karboplatin/trastuzumab

+ pertuzumab Dosetaksel/siklofosfamid

Adriamisin/siklofosfamid

o . . Endokrin tedavisi
Adriamisin/siklofosfamid/paklitaksel
(HR(+) hastalar i¢in)

Tamoksifen, letrozol, anastrozol

Dosetaksel/siklofosfamid veya eksemestan

2.2. Yumurtahk Kanseri

Yumurtaliklar pelvik girisin hemen altinda, lateral pelvik duvara bitisik olarak
uzanan, rahmin her iki yaninda birer tane olacak sekilde yerlesmis, yaklasik 3-5 cm
uzunlugunda, 2 cm genisliginde ve 2-3,5 g agirhgmnda bir ¢ift oval organdir (Sekil 2-5).
Yumurtaliklar steroid hormon biyosentezi, oosit iiretimi, gebelik olusumu ve destegi,
biiylimenin diizenlenmesi, davranig, istah, bagisiklik fonksiyonu gibi ¢ok sayida
fizyolojik islevi yerine getiren essiz bir organ ¢iftidir. Fonksiyonel alt birimleri oosit

tastyan folikiillerdir ve bu foliikiiller oosit gelisimini ve dongiisel steroid hormon
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tiretimini diizenlemek igin kapsamli parakrin sitokin/bliyiime faktorii aracili aglar ile

iletisim kuran ¢ok sayida somatik hiicre tipinden olusur (Orsi ve ark., 2014 pp. 1-32).

2 o Yumurtalik asici ligamenti
Fallop tiipd

Yumurtalik ligamenti

Ampulla isthmus Fundus

Infundibulum

P
A.
T

3

IRahim govdesi Fimbria

Mezovaryum
Mezosalpinks Rahim genis bagi
Mezometriyum

Rahim yuvarlak bag:

: X .c—"

\3_,_\ -
Endemetriyum/
Miyometriyum

Rahim agzi

Yumurtahk
korteksi

Yumurtahk

Vajina Uterosakral ligament

Sekil 2-5: Yumurtahklarin viicuttaki yerlesimi

https://www.britannica.com/science/ovary-animal-and-human

Yumurtalik kanseri, yumurtaliklardan veya fallop tiiplerinin ve peritonun ilgili
bolgelerinden kdken alan bir grup hastaliktir. Oliimciil jinekolojik maligniteler
denildiginde akla ilk olarak meme kanseri gelse de, bu maligniteler arasinda en 6liimciil
olam1 yumurtalik kanseridir. Belirsiz semptomlar gostermesi ve genellikle ileri evreye
gelinceye kadar teshis edilememesi nedeniyle “sessiz katil” olarak isimlendirilir.
Vakalarin %70’inden fazlasina, III. ve IV. evreye gelindiginde teshis konulabilir ve 5
yillik sag kalim oran1 %47,4’tiir (Stewart ve ark., 2019). 2020 yilinda diinya ¢apinda
toplam 313.959 kisiye yumurtalik kanseri teshisi konulmustur ve ayni y1l yumurtalik
kanseri nedeniyle 207.252 kisi hayatin1 kaybetmistir. Yiiksek gelir diizeyine sahip
iilkelerde yeni vakalarin goriilme siklig1 daha yiiksektir ve bu iilkeleri sirasiyla, iist-orta
gelir diizeyine sahip, diisiik-orta gelir diizeyine sahip ve diisiik gelir diizeyine sahip

tilkeler izlemektedir (Huang ve ark., 2022).

2.2.1. Yumurtalk Kanserinin Histolojik Alt Tipleri

Yumurtalik kanseri, risk faktorlerine, koken aldiklari hiicrelere, molekiiler

bilesimlerine ve klinik 6zelliklere gore farkli histolojik tiplere ayrilir. Epitelyal, germ


https://www.britannica.com/science/ovary-animal-and-human
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hiicreli ve seks-kord-stromal olmak fiizere baslica ii¢ ana histolojik tip vardir.

Yumurtalik kanserininin alt tiplerine ait temel 6zelikler Tablo 2-5’te yer almaktadir.

Tablo 2-5: Yumurtahk kanserinin histolojik simiflamasi-Stewart ve ark., 2019°dan

1-Epitelyal Yumurtahk Kanseri

Seroz Tiimorler Endometrioid Karsinomlar
Yiiksek Dereceli Seroz Tiimorler (HGSC) Endometriozis kaynakli
Tiim tiimér tiirlerinin %90°1 Iyi prognoz
Dabha 6liimciil prognoz Berrak (Seffaf) Hiicreli Karsinomlar
10 y1illik 6liim orant %70 Epitelyal yumurtalik kanserlerinin %10°u
Diisiik Dereceli Seroz Tiimorler (LGSC) Cogunlukla erken evrelerde teshis
Tiim timor tiirlerinin %10°u Geg teshis edilirse kotii prognoz
Geng yasta teshis Miisinéz Karsinom
HGSC’ ye gore daha iyi prognoz En az goriilen epitelyal tiir
Gastrointestinal sistemden metastaz ile iligkili
2-Germ Hiicreli Yumurtalik Kanseri 3-Seks Kord-Stromal Yumurtalik Kanseri
Nadir En az goriilen yumurtalik kanseri
Tiim yumurtalik kanserlerinin %3’ Primer yumurtalik kanserlerinin %?2’sinden az1
Geng kadinlarda siklikla teshis edilir Nadiren malign
Erkeklerin testis germ hiicreli timorlere benzer histolojik tip Genellikle erken teshis

Yumurtalik kanserinin 6nemli bir kismini (~%95) epitelyal tip olusturur ve bu
tip, dort alt tipe ayrilir; serdz, endometrioid, miisinéz ve berrak hiicreli (Sekil 2-6).
Epitelyal tiimorlerin %10, %3 ve %10’ undan sirastyla endometrioid, miisindz ve berrak
hiicreli alt tipleri, geri kalan kismindan ise serdz tlimorler sorumludur. Serdz tiimorler
ise yliksek dereceli ser6z karsinomlar (HGSC) ve diisiik dereceli serdz karsinomlar
(LGSC) olarak ikiye ayrilir. HGSC’ler, epitelyal yumurtalik kanserinin tiim alt
tiplerinin %70-80’ini olusturur. Germ hiicreli ve seks-kord-stromal ana tipler ise,
yumurtalik kanseri vakalarinin yaklagik %S5’ini olusturur (Jayson ve ark., 2014,

National Comprehensive Cancer Network, 2018).

Diisiik
dereceli

Miisindz

Berrak Hiicreli

Endometrioid

Sekil 2-6: Epitelyal yaumurtahk kanserinin histolojik alt tipleri-Cho ve Shih, 2019°dan.
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2.2.2. Epitelyal Yumurtahk Kanseri Karsinojenezi

Epitelyal yumurtalik kanserleri yumurtalik, fallop tiibii ve pelvisteki diger
epitelyal bolgelerden koken alir. Yapilan klinikopatolojik ve molekiiler genetik
calismalar1 sonucunda epitelyal tiimorler igin, tip I ve tip II tiimorleri olarak
adlandirilan, iki ana tiimor olusum yolunun bulundugu yeni bir yumurtalik karsinojenez
modeli onerilmistir. Tip | ve tip II tiimor terimleri, tiimoriin histolopatolojik smifindan
bagimsiz olarak, timoér olusum yollarin1 tanimlamaktadir. Tip I timorler (LGSC,
miisinéz, endometrioid, berrak hiicreli karsinomlar ve Brenner tiimorleri) borderline
tiimorlerden kademeli sekilde olusan diisiik dereceli neoplazmalar iken, tip II timorler
(HGSC, malign karigik mezodermal tiimorler (karsinosarkom) ve farklilagsmamis
karsinom) oncii lezyonlarin tanimlanmadigi, de novo gelisim gosteren yiiksek dereceli
neoplazmlardir (Sekil 2-7) (Shih ve Kurman, 2004).

Yumurtahk

/C« o%

<@

Fallop Tiipii ’0
Tip II Yolu 4

> @

Tip I Yolu

Normal yumurtalik yiizey epiteli PR
. 922 G s ® : Y
ve inkliizyon kistleri . ; . o

Fimbria

.7

Yumurtalik
mikro-metastazi
HER2 \
e E‘GFR/ KRAS/BRAF
OC € %3! PI3K/AKT/PTEN HEFS

Endometriozis

Farkedilebilir ara

histoloji yok PTEN
CCNE1 amplifikasyonu
I|0m0|§g ‘?t‘f’mm TP53 Diigiik malign
eksikligi /' potansiyelli timor
Genetik
kararsizlik
Diigiik dereceli serdz, miisinoz,
d endometrioid, berrak hiicreli

karsinomlar

ikincil TP53 mutasyonu

Yiiksek dereceli ser6z karsinom

Sekil 2-7: Yumurtalik kanserinin patajonez yollari-Hirst ve ark. 2018’den

AKT: Protein kinaz B, BRAF: V-raf murin sarkom viral onkogen homolog B, BRCA1/2: Meme kanseri tip 1/2 duyarlilik proteini,
CCNEL1: Siklin E1, EGFR: Epidermal biiyiime faktdrii reseptérii, HER2: Insan epidermal reseptérii 2, KRAS: Kirsten sican sarkomu
viral onkogeni, MSI: Mikrosatelit kararsizlik, PI3K: Fosfatidilinositol 3-kinaz, PTEN: Fosfataz ve tensin homologu, P53: Timor
protein 53, STIC: Ser6z tubal intraepitelyal karsinom, TP53: Tiimér protein 53 geni.



Tip | timorler yavas biiylime egilimindedir ve ultrasonografiyle daha erken
tespit edilme olasiliklar1 daha yiiksektir, ancak kemoterapdtik kimyasallara karsi daha
az duyarlidirlar ki bu durum tedavilerini zorlastirabilir. Tip II tiimorler ise, genellikle

hizli biiyiirler ve erken yayilirlar (Sundar ve ark., 2015).

Epitelyal yumurtalik kanserlerine bakildiginda, farkli genlerde meydana gelen
mutasyonlarin ve geneomik kararsizliklarin karsinojeneze aracilik ettigi gorilir. Tip |
timorler, mikrosatellit kararsizligi ile birlikte BRAF, KRAS ve PTEN genlerinde
mutasyonlar barmdirir. Tip II tiimorler ise, siklikla p53, BRCA1l ve BRCA2
mutasyonlari igerir ve ayrica NF1, CDK12 mutasyonlar1 da bu tip i¢in tanimlanmistir.
HGSC’lerin kabaca %50’sinde DNA hasarmin homolog rekombinasyon onarimi
kusurludur ve seréz tiimorlerin patofizyolojisinde NOTCH ve FOXML1 sinyallemesi de
onemli bir rol oynar (Jayson ve ark., 2014). Epitelyal tiimor alt tipleri ve bu tiplerin

olusumu ile iliskili mutasyonlarin meydana geldigi genler Tablo 2-6’da 6zetlenmistir.

Tablo 2-6: Epitelyal yuamurtalk kanseri ile iliskili genler-Jayson ve ark., 2014’den

Yiiksek Dereceli Seroz Diisiik Dereceli Seroz Endometrioid Berrak Hiicreli Miisinoz

TP53 BRAF ARID1A ARID1A KRAS

BRCAL/2 KRAS PI3KCA PI3KCA a2
amplifikasyonu

NF1 NRAS PTEN PTEN

CDK12 HER2 PPP2R1A PPP2R1A

Homolog

rekombinasyon tamir MMR CTNNB1

genleri

Sinyal yolu

degisiklikleri

P13/Ras/Notch/FoxM1

2.2.3. Yumurtahk Kanseri Risk Faktorleri

Epitelyal yumurtalik kanseri, ¢ogunlukla ileri yaslarda ortaya ¢ikan, post-
menopozal bir hastaliktir. Kanserin goriilme sikhigi 65 yas iistii kadinlarda daha
belirgindir ve ileri yas, hastaligin ilerlemis olmasi ve daha disiik sag kalim oraniyla
iligkilidir. 64 yas istii olmak, yumurtalik kanseri olan kisilerde Oliim oranmin
belirleyicilerinden biridir. Yash hastalar, gen¢ hastalarin aksine daha az agresif bir
sekilde tedavi edilir ve dolayisiyla bu grupta hayatta kalma orani daha diistiktiir.

(Momenimovahed ve ark., 2019).



Ailesinde yumurtalik kanseri 0ykiisii olan kadnlarm, hastaliga yakalanma riski
daha yiiksektir. Risk, birinci derece akraba Oykiisli olan kadinlar igin, akraba &ykiisii
olmayan kadinlara gore yaklasik {i¢ kat daha fazladir ve akrabanmn yasmin 50’nin
altinda olmasi durumda ise bu risk daha da artmaktadir (Stratton ve ark., 1988; Jervis ve
ark., 2014). Belirli etnik kokenlere sahip bireylerde yumurtalik kanserine yatkinlik daha
fazla goriilmektedir. Ozellikle, Yahudi, Kanadali Fransiz, Hollanda ve Izlanda
kokenlilerine sahip olan bireylerde yumurtalik kanseri riski daha fazladir (Slatnik ve

Duff, 2015; National Cancer Institute, 2018)

Yumurtlama ile yumurtalik kanseri arasmmda dogrudan bir baglant1 vardir.
“Siirekli yumurtlama” teorisini gore kesintisiz yumurtlama, yumurtalik epiteline zarar
vererek kanser olusumuna katkida bulunur ve yumurtlamanin azalmasma katkida
bulunan herhangi bir faktor, yumurtalik kanserine karsi koruyucu bir etkiye sahiptir
(Fathalla, 1971). Yapilan galismalar, yamurtlama dongiileri ne kadar fazla tamamlanirsa
yumurtalik kanseri riskinin de o oranda arttigini gostermektedir (Mori ve ark., 1988;
Kim ve ark., 2017). Salazar-Martinez ve ark. (1999) tarafindan yapilan ¢alismada 8,7 yil
boyunca yumurtlama ger¢eklesmeyen kadinlarda, yumurtalik kanseri riskinin 4 Kkat
azaldig1 bildirilmistir. Oral kontraseptif kullanimi, hamilelik, emzirme ve erken
menopoz gibi yumurtlamay1 kesintiye ugratan faktorler, yumurtalik kanseri riskini

azaltmaktadir (Stewart ve ark., 2019).

Endometriozis, polikistik over sendromu (PCOS) ve diger iyi huylu jinekolojik
durumlar ile yumurtalik kanser riski arasindaki iliskiye bakildiginda; endometriozis
Oykiisiiniin, endometrioid ve berrak hiicreli yumurtalik kanseri riskini 2-3 kat arttirdig:
bildirilmistir (Pearce ve ark., 2012; Wentzensen ve ark., 2016) PCOS vakalar1 ve
yumurtalik kanseri arasindaki iliski ise ¢ok acik degildir ve yiiriitiilen ¢aligmalarin
cogunda anlamli bir iliski bulunamamustir. Yine yumurtalik kistleri ve fibroidler gibi
durumlar ile yumurtalik kanseri riski arasinda net bir iligski saptanamamustir (Webb ve
Jordan, 2017).

Yumurtalik kanseri riski, ¢esitli genetik degisikliklerle yakindan iligkilidir. En
iyi incelenen degisiklikler, DNA onarimin mekanizmalarinda gorevli genlerde meydana
gelen mutasyonlardir ve bu mutasyonlar, yumurtalik karsinomlarinin yaklasik {igte
birinde tanimlanmigtir. Yumurtalik kanseri i¢in bilinen en 6nemli genetik risk faktorii

germline BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlaridir ki bu mutasyonlar, hastalarin yaklasik



%17’sinde goriiliir. Epitelyal yumurtalik kanserlerinin ¢ogu tipinde goriilen bu
mutasyonlar en yaygin olarak HGSC’ler ile iliskilendirilmistir (Matulonis ve ark.,
2016). BRCA1/2’nin yani sira, RAD51C, RAD51D, BRIP1, BARD1 ve PALB2 gibi
DNA onariminda rol oynayan genlerdeki diger germline mutasyonlar1 da yumurtalik
kanseri gelisme riskini arttirmaktadir. Yine, CHEK2, MRE11A, RAD50, ATM ve TP53
gibi DNA onariminda rol oynayan diger genlerdeki kalitsal mutasyonlar da yumurtalik
kanseri gelisme riskini arttirabilmektedir (Tablo 2-7) (Walsh ve ark., 2011; Pennington
ve Swisher, 2012; Norquist ve ark., 2016).

Tablo 2-7: Yumurtahk kanserinde yaygin olarak mutasyona ugrayan genler-Matulonis ve
ark., 2016’dan

Gen Protein Fonksiyon

BRCA1 Meme kanseri tip 1 duyarlilik proteini Homolog rekombinasyon yoluyla DNA
onariminda yer alan diger proteinler i¢in iskele
gorevi gorerek cift zincirdeki kopmalari

BRCA2 Meme kanseri tip 2 duyarlilik proteini onarmak ve RAD51-ssDNA komplekslerini
stabilize etmek

Mutual stabilite icin gerekli BRCA1-BARD1

BARD1 BRCAI ile iliskili RING alani proteini 1 kompleksi olusturmak

. o . . . BRCAL’e baglanarak, S fazi kontrol noktasi
BRIPL BRCAI 11; etjkﬂestl“}e. giren protein 1 (Fanconi .y ¢ivacvonu igin gerekli BRCAI-BRIP1
anemi grubu J proteini) kompleksi olusturmak

DNA hasari bolgelerinde BRCA1 ve BRCA2yi
baglayan bir koprii gérevi gormek, RAD51’in

PALB2 BRCA2'nin ortagi ve yerellestiricisi ssDNA’ya baglanmasina yardimer olmak

RAD51C DNA onarim proteini RAD51 homologu 3 Niikleoprotein filamentleri olusturmak ve DNA
onarimini baslatmak i¢in ssDNA kiriklarina

RAD51D DNA onarim proteini RAD51 homologu 4 baglanmak

MSH2 MutS protein homologu 2

MSH6 MutS protein homologu 6 DNA rep.hkasyonu sirasinda meydana gelen baz
eslesmesi hatalarini tanimak ve onarmak

. < (uyumsuzluk onarim genlerindeki mutasyonlar
MLH1 MutL protein homologu 1 Lynch sendromuyla da iliskili)
PMS2 Uyumsuzluk onarimi endoniikleazi PMS2

Epitelyal tiimorlerde gozlenen molekiiler degisiklikleri arasinda kusurlu
NOTCH, PI3K/AKT, RAS-MEK ve Forkhead (¢atal uglu) kutu proteini M1 (FOXM1)
sinyal yollar1 ve ayrica proteinleri kodlayan genlerde yiiksek diizeyde somatik kopya
sayist degisiklikleri sayilabilir (CGARN, 2011). Yumurtalik kanseri i¢in bir diger risk
faktorii “Lynch Sendromu”dur. Bu sendrom, MLH1, PMS2, MSH2/6 gibi DNA yanlis



eslesme tamiri genlerindeki mutasyonlarla karakterizedir ve yumurtalik kanserinin yani
sira kolorektal, endometriyal, idrar yolu, mide, ince bagirsak ve safra yolu kanserleriyle

de iligkilidir (Lynch ve ark., 2015).

Alkol ve sigara kullanimi ile yumurtalik kanseri riski arasindaki iliski
tartismalidir. Toplam alkol alimi ile yumurtalik kanseri riski arasinda higbir iliski
olmadigint gosteren genis Olgekli analizler ile alkoliin yumurtalik kanseri riskini
arttirdigin1 one stiren ¢ok az kanit vardir. Sigara kullaniminin miisindz yumurtalik
kanseri riskini arttirdigina dair tutarl kanitlar olmakla birlikte, diger tiirler i¢in boyle bir
kanit s6z konsudur degildir (Webb ve Jordan, 2017).

2.2.4. Yumurtahk Kanseri Belirtileri, Teshisi ve Evrelemesi

Yumurtalik kanserinin semptomlar1 genellikle belirsizdir ve kotii tanimlanmistir.
Karmnda sislik ve/veya kitle, karin kitlesi, karin veya pelvik bdlgesinde siskinlik,
hazimsizlik, karin veya pelvik agrisi, anormal vajinal kanama, istah kayb1 ve kilo kaybi,
bagirsak aligkanliklarinda degisiklik (kabizlik, ishal), idrar sikhigi veya aciliyeti gibi
belirtiler yumurtalik kanseriyle iliskili semptomlar arasinda yer almaktadir. Bu
belirtiler, spesifik olmadiklar1 i¢in baslangicta gézden kagirilabilir veya diger hastalik
stireglerine (dispepsi, irritabl bagirsak sendromu, mensturasyon Ve menopoz gibi)
atfedilebilir. Buna gore tani siklikla kanser ge¢ bir asamaya ulastiginda (evre III veya
IV) konur, ¢iinkii semptomlar belirgin hale gelmistir ve miidahale gerektirir. (Goff ve
ark., 2000; Ebell ve ark., 2016).

Tani, yukarida belirtilen semptomlara sahip hastanin Oncelikle fiziksel
muayenesinin (pelvik ve/veya rektovajinal) yapilmasi ve ardindan radyografik
goriintiilemesi (abdominal ultrasonografi, transvajinal ultrasonografi, CT, MR ve/veya
PET) ile konulur. Ayrica, CA125 tiimér belirteci de tanida kullanilmaktadir. CA125’in
ozgiilliigiiniin ve duyarlihigmin olmadig: ve iyi huylu durumlarda ve hatta hamilelik de
bile yiikselebildigi ve ayrica erken evre yumurtalik kanser hastalarin yaklasik
%50’sinde artis gostermedigi unutulmamalidir. Kesin tani i¢in doku biyopsisi yapilir
(Matulonis ve ark., 2016; Stewart ve ark., 2019), Uluslararas1 Jinekoloji ve Obstetrik
Federasyonu (FIGO) ve Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC) tarafindan
gelistirilen evreleme sistemleri kullanilarak kanser evrelemesi gergeklestirilir (Tablo 2-
8) (Heintz ve ark., 2006).



Tablo 2-8: Yumurtahk kanseri evreleri (FIGO)-Heintz ve ark., 2006’dan

Evre Tanim

Evre | Tiimé6r yumurtaliklarla smirh

la Biiyiime tek bir yamurtalikla sinirlt
Ib Biiyiime her iki yumurtalikla smirlt

Evre Ia veya Ib, ancak bir veya her iki yumurtaligin dis yiizeyinde timér var veya
Ic kapsiil yirtilmig veya malign hiicreler igeren asit mevcut veya pozitif periton
yikamalar var.

Evre Il Pelvik yayilim ile birlikte bir veya her iki yumurtalig1 iceren timor
lla Rahim ve/veya tiiplere yayilim
b Diger pelvik dokulara yayilim
Evre lla veya I1b ancak bir veya her iki yumurtaligin ylizeyinde tiimor mevcut veya
lic riiptiire olmus kapsiil(ler) veya malign hiicreler igeren asit veya pozitif periton
yikamalar

Pelvis diginda histolojik olarak dogrulanmig periton yayilimi ve/veya pozitif
Evre I11 retroperitoneal veya kasik diigtimleri olan bir veya her iki yumurtalig1 igeren tlimor,
yiizeysel karaciger metastazlari Evre I1I’e esit

Tiimor biiyiik dlgiide gergek pelvisle sinirli, negatif diigiimler, abdominal periton
Ia yiizeylerine mikroskobik yayilim veya ince bagirsak veya mezentere histolojik olarak
kanitlanmig yayilim

b Karin periton yiizeylerinde ¢ap1 2 cm’yi gegmeyen metastazlar, negatif diigiimler

e Pelvisin &tesinde 2 cm c¢apindan biiyilk peritoneal metastaz ve/veya pozitif
retroperitoneal veya inguinal nodlar

Evre IV Uzak metastazlarla birlikte bir veya her iki yumurtalig1 kapsayan tiimér, parankimal

karaciger metastazi Evre [V’e esit

2.2.5. Yumurtalik Kanseri Tedavisi

Mevcut tedavi, hastanin yasi, genel saglik durumu ve bagvuru evresi gibi ¢esitli
prognostik faktorlere baglidir. Yumurtalik kanserinin tedavisinde, birincil basamakta
cerrahi ve adjuvan kemoterapi (ameliyat sonrasi kemoterapi) veya neoadjuvan
kemoterapi (ameliyattan 6nce kemoterapi), ardindan aralikli cerrahi ve ek kemoterapi

yer alir (Matulonis ve ark., 2016).

Cerrahide baglica hedef, miimkiin oldugunca fazla miktarda kanserli dokunun
¢ikarilmasidir. Cerrahi segenekler arasinda: total histerektomi, iki tarafli salpingo-
ooferektomi, sitorediiksiyon (“Debulking surgery”/timér kiigiiltme) ve omentektomi

yer alir (Jayson ve ark., 2014).

Erken evre yumurtalik kanseri olan kadmlarin ¢ogu ameliyatla iyilesir. Yeterli
evreleme ile “diisiik riskli” erken evre hastaligi olan hastalarin adjuvan kemoterapi

olmadan hayatta kalma oran1 da %90’1n iizerindedir (Ahmed ve ark., 1996). Bununla



birlikte evre Ic'li hastalar, yiiksek risk tasidiklarindan, bu hastalara adjuvan kemoterapi
onerilir (Vergote ve ark., 2001). Yiksek dereceli (1I-11I-1V) velveya spesifik
histolojilere (HGSC ve berrak hiicreli karsinom gibi) sahip hastalara ise standart olarak
ameliyat sonrasi adjuvan kemoterapi uygulanir. Yumurtalik kanserinde birincil
kemoterapi yaklasimi, taksan (paklitaksel veya dosetaksel) ve platin analoglarinin
(sisplatin  veya karboplatin) kombinasyonudur. Karboplatin/paklitaksel ikilisi,
yumurtalik kanserinin baslangi¢ tedavisinin omurgasi durumundadir (Boyd ve Muggia,
2018). Saglk durumu cerrahiye imkan vermeyen ve/veya tam rezeksiyona izin
vermeyecek derecede biiylik kanser dokusuna sahip hastalara neoadjuvant terapi
uygulanir. Ug kiir boyunca karboplatin ve paklitakselden olusan kombine tedaviyi, daha
sonra cerrahi sitorediiksiyon ve ameliyat sonrasi ilave kemoterapi takip eder (Elies ve
ark., 2018). Tedavide yaygin olarak kullanilan ajanlar ve uygulama sekilleri Tablo 2-
9’da yer almaktadir.

Tablo 2-9: Yumurtahk kanserinde yaygin olarak kullamilan kemoterapotik ajanlar-
Stewart ve ark., 2019°dan

Ajan Uygulama yolu Evre Siire

Paklitaksel+karboplatin Intravenoz I 21 giin
Paklitaksel+karboplatin Intravenoz I 7 giin

Dosetaksel+karboplatin Intravenéz I 21 giin
Paklitaksel+sisplatin Intravendz/intraperitoneal I, i, v 21 giin
Paklitaksel+karboplatin Intravendz/intraperitoneal I, i, v 21 giin
Yogun doz paklitaksel+karboplatin Intravenéz I, 11, 1v 21 giin
Paklitaksel+karboplatin Intravenéz I, 1, v 7 giin

Dosetaksel+karboplatin Intravenéz I, 1, v 21 giin
Karboplatin+liposomal doksorubisin Intravenéz I, i, v 28 giin
Bevasizumab+paklitaksel+karboplatin  Intravenéz I, i, v 21 giin

2.3. Paklitaksel

[k olarak 1963 yilinda, Ulusal Kanser Enstitiisii (National Cancer Institute)
tarafindan, Kuzeybat1 Pasifigin ormanlarinda yasayan nadir bir tiir olan, Taxus
brevifolia (pasifik porsuk agacit) agacinin kabugundan elde edilen ekstre igerigi analiz
edildi. Ekstre ile yapilan preklinik ¢aligmalar, bu ekstrenin bir ¢ok kanser tiirii tizerinde
toksik etkiye sahip oldugunu gosterdi. 1971 yilinda ise, paklitaksel bu ekstrenin aktif
bilesini olarak belirlendi (Nikolic ve ark., 2011). 1992 yilinda, paklitaksel (Taxol) ilk



kez yumurtahik kanserinin tedavisi icin ABD Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) tarafindan
onaylandi. Ik onaymn ardindan 1994 yilinda, FDA meme kanseri i¢in paklitakselin
kullanimina onay verdi. Gliniimiizde paklitaksel, yumurtalik, ilerlemis prostat ve meme
karsinomlari, kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomu, endometrial kanser, mesane kanseri,
servikal karsinom, kaposi sarkomu gibi malignitelerin tedavisinde kullanilmaktadir
(Zhao ve ark., 2022).

2.3.1. Paklitakselin Yapisi

Paklitaksel, taksan sinifinin 6ncii bir ilacidir ve [IUPAC’a (Uluslararas1 Temel ve
Uygulamali Kimya Birligi) gore (1S,2S,3R,4S,7R,9S,10S,12R,15S)-4,12-diasetiloksi-
15-[(2R,3S)-3-benzamido-2-hidroksi-3-fenilpropanoil]oksi-1,9-dihidroksi-10,14,17,17-
tetrametil-11-okso-6-oksatetrasiklo[11.3.1.03,10.04,7]heptadek-13-en-2-yl] benzoat
olarak isimlendirilir. Bir taksan halkasi ve bir N-benzoilfenilizoserin grubuna sahip
paklitaksel, C47H5:NO14 molekiiler formiiliine ve 853,906 g/mol molekiiler agirligina
sahip bir psddoalkaloiddir. Suda ¢éziinmeyen (5,56x10° g/L) oldukca lipofilik, beyaz
kristal bir tozdur (Rowinsky ve ark., 1990). Paklitaksel, bir adet taksan halkasi igeren,
karmasik bir kimyasal yapiya sahip, trisiklik bir diterpenoiddir (Sekil 2-8).

Sekil 2-8: Paklitakselin yapisi.

https://www.abcam.com/products/biochemicals/paclitaxel-anticancer-agent-ab120143.html#lb

Taksan halkasmin yani sira C13 yan zinciri, oksetan halkasi, hidroksil grubunun
2" konumu, homokiral ester zinciri, molekiiliin antitiimor aktivitesi i¢in gereklidir.
Bununla birlikte, C-7 pozisyonundaki hidroksil grubu ve C-10 hidroksil grubunun
asetilasyonu, antitiimor aktivitesi i¢in gerekli olmadig1 bildirilmistir ki, bu pozisyonda
asetil grubu olmayan paklitakselin sentetik analogu dosetaksel, yine yliksek antitimdor

aktivite gosterir (Gallego-Jara ve ark., 2020).


https://www.abcam.com/products/biochemicals/paclitaxel-anticancer-agent-ab120143.html#lb

Paklitakselin yapisal modifikasyonu ile ¢esitli tiirevler sentezlenmis ve bu
modifikasyonlarda temel olarak C-13 yan zincirin 3'-amino grubuna, C-7 hidroksil ve
C-10 asetil gruplarina odaklanilmistir (Sekil 2-9). Paklitakselin bir 3'-amino tiirevi olan
ve yar1 sentezle elde edilebilen dosetaksel, 1998 yilinda kemoterapi tedavisinde
basarisiz olan ileri evre veya metastatik, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinin
tedavisi i¢in FDA tarafindan onay almistir. C-7 hidroksil ve C-10 asetil gruplar1 temel
aktivite gruplar1 olmasa da, bu gruplarin yapisal modifikasyonu ile ¢oklu ila¢ direngli
timorler tizerinde anti-timor aktivite artis1 oldugu bildirilmektedir. Bu duruma ornek,
doketakselin C-7 hidroksil ve C-10 asetil gruplarinin yapisal modifikasyon tiirevi olan
ve P-glikoprotein ile etkilesime girdiginde zayif etki goOsteren kabazitakseldir.
Kabazitaksel dosectaksele gore kan-beyin bariyerini daha kolay gegebilmektedir ve
metastatik prostat kanseri tedavisi i¢in kullanilmaktadir (Cao ve ark., 2018).

Aktivite icin gerekli, modifive edilebilir
C13 yan zincir

J-N acil grubu esnek bir sekilde modifive / )J\
I

edilebilir; 3'-fenil grubu, p-klorofenil veya -‘T—'—'_'"“-'-—-—._h
heterosiklik arile doniistirilebilir \

@/_\)'L wi
C2' hidroksil grubu A/_'/ -

estere doniistirilebilir

Oksijen hetero halkas: aktivite icin
gereklidir ve halkanin acilmasa aktivite
kayhi ile sonuclanir

Benzoiloksi grubu paklitakselin tubuline
baglanmasinda dnemlidir

Paklitaksel | Ry=Ph, R;=0Ac, R;=0H
Dosetaksel : R1=tBuO, R,=0H, R;=0H
Kabazitaksel : R4y=tBuO, R;=0CH;, R;=0CH;

Sekil 2-9: Paklitaksel ve tiirevlerinin yapi-aktivite iliskisi-Cao ve ark., 2018’den.

Paklitaksel ~ kullanimmm ana kisitlamalarmmdan  biri, sudaki  disiik
¢coziiniirligidiir (0,1 pg/mL). Bu sorunu ¢6zmek i¢in ilk paklitaksel formiilasyonu olan
Taxol®, PEG-35 hint yag1 (Cremophor EL, CrEL) ve absolii etanol igerir. CrEL, az
coziinen farkl ilaglar i¢in bir ara¢ olarak kullanilan heterojen iyonik olmayan bir yiizey
aktif maddedir ancak ciddi yan etkilere (anafilaktoid asir1 duyarlilik reaksiyonlars,
hiperlipidemi, anormal lipoprotein tablolari, eritrosit agregasyonu ve periferik ndropati
gibi) sahiptir. Bu nedenle alternatif ila¢ formiilasyonlarma ihtiyac dogmustur
(Gelderblom ve ark., 2001) ve bir¢ok ilag firmasi tarafindan yeni formiilasyonlar
piyasaya siirlilmiistir. Bu formiilasyonlar arasindaki en biiyiik fark ilag tasiyic
sistemlerindeki farkliliklardir. Bu nedenle, alblimin bazli nanopartikiiller (Orn.

Abraxane®), polimerik lipidik nanopartikiiller (6rn. PICN®), polimerik miseller (6rn.



Cynvilog®, Nanoxel® ve Paclical) ve lipozomlar (6rn., Lipusu®) gibi farkl paklitaksel
tabanli nanoteknolojik tasiyici bazl ilaglar gelistirilmis ve onaylanmistir (Gallego-Jara
ve ark., 2020). Abraxane® siliphesiz en basarilisidir. Bununla birlikte, genel yanit orant
Abraxane® i¢in Taxol®’dan agik¢a daha iyi olmasina ragmen, metastatik meme kanseri
hastalarinda yanit orani yalnizca %33 tiir (Taxol®'un yanit oran1 %25°tir) (Dranitsaris
ve ark., 2015).

2.3.2. Paklitakselin Yan Etkileri

Paklitakselin en ciddi yan etkisi, asir1 duyarlilik reaksiyonlarmnin gelisimi ve
kemik iliginin baskilanmasidir. Anafilaksi ve bronkodilatator gerektiren nefes darligi,
tedavi gerektiren hipotansiyon, anjiyoodem ve/veya genellestirilmis tirtiker gibi siddetli
asir1 duyarlhilik reaksiyonlarinin Onlenebilmesi i¢in, hastalarin infiizyon Oncesi
kortikosteroidler, difenhidramin ve H2 antagonistleri ile premedikasyonu gerekir. Minor
asir1 duyarhilik reaksiyonlari arasinda kizariklik, nefes darligi, hipotansiyon, cilt
reaksiyonlar1 ve tagikardi yer alir. Ciddi asir1 duyarlilik reaksiyonlarinin gelismesi

durumunda infiizyon durdurulmalidir (Morgan ve ark., 2011; Banerji ve ark., 2014).

Paklitakselin alopesi, bulanti, kusma, halsizlik, mukozit, nétropeni, l6kopeni,
anemi, asir1 duyarhlik reaksiyonlari, artralji, miyalji, periferik noropati gibi yaygin yan
etkileri vardir (Brewer ve ark., 2016). Daha az goriilen yan etkilere 6rnek olarak ise
kizariklik, deri dokiintiisii, 60dem, hipotansiyon, stomatit, trombositopeni, kanama,
alkalen fosfataz (ALP) ve aspartat transaminaz (AST) artisi, enjeksiyon bolgesinde
reaksiyon, serum kreatinin artis1 verilebilir. Inflizyona bagli bradikardi ve/veya
hipertansiyon da goriilebilir. Bu olas1 yan etkiler nedeniyle infiizyonun 6zellikle ilk

saatinde hastanin sik sik takip edilmesi onerilir (Marupudi ve ark., 2007).

2.3.3. Paklitakselin Farmakokinetigi

Paklitakselin plazma klirensi bifaziktir. Plazma konsantrasyonundaki ilk hizli
diisiis, ilacin merkezi bolmeye dagilimmin ve eliminasyonunun bir sonucudur. Ikinci
faz ise ilacin periferik bolmeden geri dagilimimin sonucudur. Farmakokinetigi yiiksek
standart sapma gosterir. Terminal yar1 Omiir 1,3—8,6 saat (ortalama 5 saat) araligindadir.
flag, sitokrom P450 (CYP450) (izoenzim CYP3A ve CYP2C) aracili yogun hepatik
metabolizmaya ugrar. Esas olarak CYP2CS tarafindan biiyiik 6l¢tide inaktif metabolit
6-hidroksipaklitaksele ~ve daha az derecede CYP3A4 tarafindan 3-fenil-
hidroksipaklitaksele metabolize edilir (Sekil 2-10). Degismemis formdaki ilacin
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%10’dan azi1 idrarla, cogu ise diskiyla atilir. Paklitakselin %90°dan fazlas1 hizla ve genis

Olglide plazma proteinlerine baglanir (Cresteil ve ark., 2002; Alves ve ark., 2018).

Paklitaksel, MDR1 (P-gp), BCRP ve MRP1/2 dahil olmak iizere ¢oklu ilag
direnciyle iligkili ATP baglayic1 kaset (ABC) efluks tasiyicilari i¢in bir substrattir (Sekil
2-10). Paklitakselin ABC tasiyicilari aracili olarak bagirsak limenine geri atilmasi, oral
biyoyararlaniminin ¢ok diisik olmasimm1 ve intravendz uygulama gerekliligini
agiklamaktadir. Influks tasiyict OATP1B3’iin paklitakselin hepatik aliminda rol
oynadig1 gosterilmistir ve paklitaksel ayn1 zamanda renal OAT2 (SLC22A7) i¢in de bir
substrattir. Bu hepatik ve renal tasiyicilarin aktivitesi, paklitakselin dagilimi ve

eliminasyonunda 6nemli bir rol oynayarak ilacin farmakokinetigindeki degiskenliklere

katkida bulunabilir (Stage ve ark., 2018).
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Sekil 2-10: Paklitakselin metabolizmasi- Johnson ve ark., 2023’ten.

ABCBL1: Coklu ilag direnci proteini 1, CYP1B1: Sitokrom P450 ailesi 1- alt aile B tiyesi 1, CYP2C8: Sitokrom P450 ailesi 2 -alt
aile C tiyesi 8, CYP3A4: Sitokrom P450 ailesi 3 alt aile A tiyesi 4, SLCO1B1: Coziinen tasiyici organik anyon tastyici aile iiyesi
1B1 (OATP1B1).

2.3.4. Paklitalselin Etki Mekanizmasi

2.3.4.1. Mikrotiibiil Stabilizasyonu

Mikrotiibiiller, hiicre iskeletinin ana bilesenlerini olusturan, ince filamentli
tiipler seklinde diizenlenmis, o-tiibiilin ve B-tiibiilin heterodimerlerinden olusan protein

polimerleridir. Hiicreye 6zgii seklin olusumunda ve devamliliginin saglanmasinda,



hiicre i¢i tasimada ve sinyal iletiminde, hiicre boliinmesinde ve mitozda oynadiklari
roller nedeniyle tiim dkaryotik hiicrelerde hayati 6neme sahiptirler (Jordan ve Wilson,
2004) . Mikrotiibiillerin bu hayati nemi nedeniyle, mikrotiibiil olusumu kanser tedavisi
icin gelistirilen cok sayida dogal ve sentetik molekiil tarafindan hedef almnan

mekanizmalardan biridir.

Paklitaksel, ilk tanimlanan mikrotiibiill stabilize edici ajandir ve
mikrotiibiillerdeki p-tiibiilin alt birimine baglanir. Paklitaksel, komsu mikrotubiil alt
birimler arasindaki ara yiizde spesifik olarak B-tiibiilin ile taksan baglayici bolge
iizerinden etkilesime girer ve mikrotiibiillerde (protofilamentler arasinda) yanal
temaslarin kurulmasinda rol oynayan anahtar bir element olan M-dongiisii (loop)
tizerindeki spesifik kalintilarla hidrojen baglar1 olusturur. Bu etkilesim p-tiibiilin alt
iinitesinde konformasyonel degisikliklere neden olarak mikrotiibiiliin kendisinde yapisal
degisikliklere  yol agcar. Bu  konformasyonel degisiklikler, = mikrotiibiil
depolimerizasyonunda kritik bir adim olan protofilamentlerin egriliginin dnlenmesinde

cok onemlidir (Wang ve ark., 2023) (Sekil 2-11).

A) (B)

Polimerizasyon Depolimerizasyon

Kurtarma

Felaket

Protofilament  Mikrotiibiil Biiyiiyen mikrotiibiil Kiiciilen mikrotiibiil

Sekil 2-11:Mikrotiibiil yapisi ve dinamikleri-Wang ve ark., 2023’den.
(A) Mikrotiibiil yapisi. (B) Polimerizasyon-depolimerizasyon dongiisi. GDP: Guanozin difosfat, GTP: Guanozin trifosfat.

Paklitakselin mikrotiibiillere baglanmasi, mikrotiibiilleri stabilize ederek
polimerizasyonu arttirir ve hiicre 6liimiine yol agar. Ayrica bu stabilizasyon G2/M
fazinda somatik hiicre mitozunu durdururur ve hiicreleri apoptoza siiriikkler (Sekil 2-12)
(Schiff ve Horwitz, 1980; Parness ve Horwitz, 1981). Taksanlar ¢oziiniir formdaki

tiiblilinlere zayif, mikrotiibiil yapisindaki tiibiilinlere ise yiiksek afinite ile baglanirlar.



Mikrotiibiil stabilizasyonu i¢in gerekli ¢cok sayida taksan molekiiliiniin aksine, ¢ok az

sayida paklitaksel molekiilii gii¢lii bir stabilizasyon igin yeterlidir (Derry ve ark., 1995).
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Sekil 2-12: Paklitakselin mikrotiibiil olusumu iizerine etkisi-Skubnik ve ark., 2021’dan

2.3.4.2. Apoptozun Indiiksiyonu

Apoptoz, embriyojenez ve yetiskin doku homeostazinin saglanmasi gibi normal
fizyolojik siireglerde aktif rol alan, siki bir sekilde diizenlenen ve evrimsel olarak
korunmus bir hiicre 6liim yoludur. Apoptoz ayni zamanda bir tiimoér baskilayici
mekanizma olarak iglev gorir. Apoptoz, hiicreler tarafindan onarilamayan DNA
lezyonlar1 olusturan kanser ilaglarma ve/veya radyoterapi dahil olmak iizere birgok
uyarana, enfeksiyona veya hiicresel hasara kars1 verilen normal fizyolojik bir tepkidir.
Kanser ilaglarnin etkinligi yanlizca neden olduklar1 hiicresel hasara degil, ayni
zamanda kanser hiicrelerinde apoptozu aktive etme yeteneklerine de baghdir (Morana
ve ark., 2022). Paklitakselin kanser hiicrelerindeki ana hedeflerinden biri de apoptozdur
ve paklitaksel hem ekstrinsik hem de intrinsik sinyal yollar araciligiyla apoptozu
indiiklemektedir (Sekil 2-13).
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Sekil 2-13: Paklitekselin etki mekanizmasi-Abu Samaan ve ark., 2019°dan.

(A) Mikrotiibiiliin stabilizasyonu, hiicre dongiisiiniin durmasi ve ardindan apoptoz, (B) Anti-apoptotik protein Bcl-2’nin
fosforilasyonu ve etkisiz hale getirilmesi, (C) Mitokondriden sitokrom ¢ salinimi, (D) Tiimér ilerlemesinin modiilasyonuyla iliskili
miRNA'larin diizenlenmesi, (E) Bagisiklik tepkisinin aktivasyonu.

Tiimor baskilayact (supresor) genlerin aktivasyonu

Timoér baskilayict genler (TBG), tiimor gelisiminin  ve biiylimesinin
baskilanmasinda anahtar role sahiptir ve kanser olgularinda ¢esitli TBG’de ¢esitli
mutasyonlarin oldugu bildirilmistir. BRCAL, p53, PTEN, p21, BAX, Fas ile iliskili 6lim
domaini (FADD) gibi bazi tiim6r baskiliyict genler apoptozun indiiklenmesinde rol
oynarlar (Xu ve ark., 2016). Paklitakselin BRCA1/JNK ve p38 yoluyla apoptozu
indiikleyebilecegi belirtilmistir. Yine bazi kanser hiicrelerinde, PTEN ve p53 genlerinin
paklitaksel tarafindan aktive edilerek apoptozun indiiklendigi ifade edilmektedir.
Ayrica, paklitakselin kanser hiicrelerinde asir1 reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimini
tetikleyerek de PTEN aktivasyonuna yol agtigi bildirilmistir (Gilmore ve ark., 2004; Li
ve ark., 2011; Wang ve ark, 2016).

Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi

ROS, yeni mutasyon olusumuna neden olur ve anjiyogenezi arttirabilir.
Bununla birlikte, kanser tedavisi sirasinda kanserli hiicrede biiyilk miktarda ROS

tiretimi DNA’da ve diger kritik organellerde onarilamaz hasarlarin olusumuna, tiimor



biiyiimesinin inhibisyonuna yol agabilir (Zhao ve ark., 2022). Paklitaksel, endojen ROS
tiretimini arttirarak kanser hiicrelerinde apoptozun indiiklenmesine neden olur (Lin ve
ark., 2000). Yapilan calismalarda, paklitakselin seramid, p38, JNK ve AMPK
aktivasyonuna yol agan ROS bagimli bir yol ile apoptozu indiikledigi belirtilmistir (Sun
ve ark., 2011; Liu ve ark., 2015). Buna ¢k olarak, AMPK’nin aktivasyonu da p53
(apoptoz indiikleyicisi) aktivitesinde artisa yol acarak apoptozu tetikler (Adamovich ve
ark., 2014). ROS iiretimi ayn1 zamanda endoplazmik retikulum stresinin artmasina ve
buna bagl olarak, AMPK gibi bazi apoptotik sinyallerin indiiklenmesine neden olur ki
bu durum da apoptozu tetikleyebilir (Huang ve ark., 2011; Young ve ark., 2013).

Kalsiyum sinyal arfis:

Paklitaksel, mitokondriyal gecirgenlik gecis poru (MGGP) yoluyla
mitokondriyal rezervden kalsiyum iyonlarmin tiikenmesine neden olur. Kalsiyum
iyonlarmin mitokondriden salinimi, apoptozu baglatmak {izere sitokrom c’nin
mitokondriden sitozole salinmasini saglayan MGGP’yi indiikler (Abu Samaan ve ark.,
2019). MGGP’nin indiiksiyonu birikmis Ca*? salinimu da dahil olmak iizere mitokondri
ve sitozol arasindaki metabolik degisimlerin bozulmasima yol agmakla kalmayacak, ayni
zamanda mitokondrinin sismesine de neden olacaktir. Mitokondriyal matris
genisledik¢e dis zar lizerine baski uygular ve zar sonunda yirtilir. Bu olay, apoptotik
hiicre Olimiinii baslatma potansiyeline sahip sitokrom ¢ ve diger pro-apoptotik

proteinleri serbest kalmasina yol agar (Halestrap, 2009).

PI3K/AKT vyolunun hedeflenmesi

PI3K/AKT yolu, BCL-2, STAT3, NF-xB ve COX-2 gibi anti-apoptotik genlerinin
aktivasyonlarinda anahtar bir role sahiptir ve bu yolunun asag1 regiilasyonu, kanserde
onemli bir hedeftir. Paklitaksel, PTEN aktivasyonu yoluyla AKT fosforilasyonunu ve
ekpresyonunu azaltir (Wang ve ark., 2016) ve ayrica miR-145'in diizenlenmesini
indiikleyerek AKT ekpresyonunun inhibisyonuna neden olur ve hiicreleri apoptoza
stirekler (Papadopoulos ve Scorilas, 2015; Xin ve ark., 2021). Paklitaksel, AKT nin
inhibisyonu ve c-Jun NH2-terminal kinaz 1/2°’nin (JNK1/2) uyarilmasi araciligi ile
FOXO3’ii uyrarir. Paklitaksel tedavisini takiben JNK1/2°nin uyarilmasi da ayrica
AKT’yi inhibe eder ki bu durum FOXO3a’nin aktivasyonuna ve niikleusa hareketine

neden olur ve hiicrelerde apoptoz indiiklenir (Sunters ve ark., 2006) (Sekil 2-14).
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Sekil 2-14: Paklitakselin P13K/AKT yolu iizerinden apoptozu indiiklemesi-Zhao ve ark.,
2022°den.

AKT: Protein kinaz B, Apafl: Apoptotik peptidaz aktive edici faktor 1, Bax: Bel-2 ile iliskili X proteini, Bcl-2: B-hiicre lenfoma 2,
BIM: Bcl-2 benzeri protein 11, Foxo3: Forkhead kutu proteini O3, JNK: Jun N-terminal kinase, miR:Mikro RNA, PAK: Paklitaksel,
PIP2: Fosfatidilinositol-4,5-bifosfat, PIP3:Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat, PI3K: Fosfatidilinositol 3-kinaz PTEN: Fosfataz ve
tensin homologu, ROS,: Reaktif oksijen tiirleri, STAT3: Sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii 3.

BCL-2 fonksiyonunun tersine cevrimi

Paklitakselin, anti-apoptotik bir protein olan BCL-2’nin aktivitesinde tersine bir
degisime neden olarak BCL2’yi proapoptotik bir faktore doniistiirdiigii bulunmustur
(Haldar ve ark., 1996). Bu doniisiimiin temelini ise, paklitakselin niikleer yetim reseptor
Nurr77 ile olan yapisal benzerligi olusturur. Paklitaksel, bu benzerlik sayesinde
Nurr77’yi taklit eder ve BCL-2’nin N-terminal halkasina baglanarak, BCL2-homoloji
3 alanmi ortaya ¢ikarmak tizere konformasyonel bir degisiklige neden olur. Olusan bu
konformasyonel degisimle birlikte BCL-2 fosforilasyona ugrar ve mitokondriden
sitokrom ¢ salinimini indiikleyerek proapoptotik bir etki gosteririr (Lin ve ark., 2004;
Ferlini ve ark., 2009).

2.3.4.3. Epigenetik Diizenleme

MikroRNA’lar (miRNA’lar), 18-25 niikleotid uzunluguna sahip kodlamayan
RNA’lardir. Yiizlerce hedef genin ekspresyonunun diizenlenmesinde gorev alarak hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi1 ve apoptoz gibi temel biyolojik siireglerde Onemli

diizenleyici roller iistlenebilirler. miRNA ekspresyonunun diizensizligi, timdr olusumu,



kanserin ilerlemesi ve metastaz ile iligkilidir (Yanokura ve ark., 2020). Paklitakselin,
HER(+) meme kanseri hiicrelerinde KRAS ve HER3’{i hedef alan tiimor baskilayici
potansiyele sahip let-7a ve miR-205 miRNA’larin, ekspresyon seviyelerini arttirdigi
gorilmiistiir (Asghari ve ark., 2018). Yine paklitakselin metronomik tedavisinin, meme
kanseri hiicrelerinde let-7f miRNA seviyerlerinin azalmasina neden olarak, anti-
anjiyogenik potansiyel ile iligkili trombospondin-1 (TSP-1) ekspresyonunun artigina

katikida bulundugu belirtilmistir (Tao ve ark., 2015).

2.3.4.4. immiin Sistem Aktivasyonu

Paklitaksel ve immiin sistem arasindaki etkilesimler, hem tekli hem de kombine
tedaviler (immiinoterapi, radyoterapi gibi) icin kritik dneme sahiptir. Paklitakselin,
makrofajlar1 anti-timor sitokinlerin salinmasi1 (TNF-alfa, 1L-12 gibi) i¢in uyardigi
gosterilmistir. Anti-timor sitokinlerin salmimi sitotoksik T-lenfositleri (CTL), dogal
oldiiriicii hiicreler (NK) ve dendritik hiicreler (DC) dahil olmak {izere anti-tiimér immiin

hiicrelerinin proliferasyonlarinin ve aktivasyonlarmin artistyla iliskilidir (Javeed ve ark.,

2009).

2.4. Kanserde Ila¢ Direnci

[lag direnci, kanser tedavisinde baslica Kisitlayic1 faktér olmaya devam etmekte
ve ciddi bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Klinikte igsel (intrinsik) ve
kazanilmis olmak {izere iki gesit ila¢ direnci vardir. Hiicresel diizeyde intrinsik direng,
tedaviden Once tlimor hiicrelerinde bir direng mekanizmasmin varligma bagh olarak
ortaya ¢ikarken, kazanilmis direngte tiimor hiicrelerinin cogunlugu baslangigta tedaviye

yanit verir ancak zamanla ilaca kars1 direng gelisir (Burrell ve Swanton, 2014).

Tiimor hiicrelerinin adaptasyon yetenekleri son derece yiiksektir ve ilag
direncinde ¢ok cesitli molekiiler mekanizmalar rol oynamaktadir. Tiimor hiicreleri,
ilacin hiicre icerisine verimli bir sekilde alimamamasi, artmis ilag disa atimi (efflux),
hiicre i¢inde ilacin inaktive veya metabolize edilmesi gibi ¢cok sayida farkli yol ile ilaca

kars1 direng kazanabilirler (Sekil 2-15) (Holohan ve ark., 2013; Blair ve ark., 2014).
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Sekil 2-15: Tlac direncinin genel prensipleri- Holohan ve ark., 2013’ten.

Yine, hayatta kalma sinyal yollarinin aktivasyonu ve/veya 6liim sinyal yollarinin
etkisizlestirilmesi yoluyla ila¢ direnci gelisebilir. Epigenetik degisiklikler, lokal timor
mikro ¢evresi, molekiiler ve genetik heterojenite de dirence katkida bulunan
parametreler arasindadir. Birgok ilaca karsi olduk¢a direngli olan kanser kok
hiicrelerinin varlig1 da yine tedavi basarisizliginin nedenleri arasinda sayilmaktadir

(Sekil 2-16) (Holohan ve ark., 2013; Blair ve ark., 2014).
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Sekil 2-16: Tla¢ direncini etkileyen alt faktérlerin 6zeti- Holohan ve ark., 2013 ten.

a. DNA hasarina neden olan kemoterapétik ajanlarin etkinliginin sinirlanmasi. b. Spesifik hiicresel enzimleri ve reseptorleri inhibe
eden hedefe yonelik tedavilerin etkinliginin sinirlanmasi.

Ilag direncini ortadan kaldirmak icin tek ajanli kemoterapi yerine, drtiismeyen
etki mekanizmalarina sahip farkli kemoterapdtik ajanlarin kombine olarak uygulanmasi,
biiytime faktorii destekli tedaviler, doz yogunluklarma ve siirelerine yonelik bir dizi
farkli yaklasimlarla tedavilerde basarilar elde edilse de yetersiz kalmistir. Cerrahi,
radyoterapi ve polikemoterapi pek ¢ok tiimor tipini iyilestirmek i¢in yeterli degildir ve
kanserin biyolojik belirleyicileri anlasilarak hedefe yonelik yeni tedavilerin

gelistirilmesi zorunludur (Vasan ve ark., 2019).



2.4.1. Tiimdr Yiikii ve Biiyiime Kinetigi

Teshis anindaki tiimor yiikii (boyutu), prognozu tahmin etmek ig¢in en sik
kullanilan degiskendir. Tiimor yiikii ile tedavi edilebilirlik arasinda neredeyse evrensel
bir iligki vardir ve biiyiik tiimorler artan metastatik riskle iligkilidir (Fisher ve ark.,
1969). Timdr boyutu ilag direncinin kritik bir belirleyicisi olmasina ragmen, tiimoriin
biiylime hizi ve tedavi ile indiiklenen biiyiime kinetigindeki degisiklikler de terapiye
direncte 6nemli bir role sahiptir. Tiimdriin biiyiime kinetigi, yavastan agresife farkli
degiskenlikler sergiler. Diisliik biiylime oranlarma sahip tiimorler genellikle uzun
sagkalim ile iliskilendirilse de, tipik olarak kemoterapi ve hatta hedefe yonelik
tedavilerle tedavi edilemezler. Buna karsm, yliksek hizlarda biiyliyen tiimorler,

kemoterapiye son derece duyarli olabilirler (Vasan ve ark., 2019).

Ilag ile tedavi sonras1 kanserin biilyiimesini veya gerilemesini belki de en iyi
aciklayan ve kati tiimorlerin ¢ogu igin gegerli olan model “Norton-Simon” hipotezidir.
“Gompertzian” biliylime egrisine dayanan bu modele gore, tiimorler sigmoidal bir
biliylime gosterirler. Diistik tiimor yiikleri ilk asamada katlanarak daha hizli ve ardindan
daha biiyiik bir boyuta ulastikca daha yavas bir biliylime orani sergileyerek plato yapar.
Kemoteraprotikler tiimor boyutunu kiigiilttiigli icin biiyliime kinetigini etkilemis olurlar
ve tek bir kemoterapi uygulamasindan sonra, kalan tiimor hiicreleri sigmoidal
biiyiimenin erken fazina donebilirler (Laird, 1964; Norton ve ark., 1976; Norton ve
Simon, 1977). Tedaviler arasinda tiimoriin hizli bir sekilde yeniden biiylimesini 6nleyip
eradikasyon olasiliginin en iist diizeye cikarilmasi amaglanmistir. Bu da doz-yogun
kemoterapi (en etkili dozun en kisa zaman araliginda verilmesi) kavramini dogurmus

ancak ilag tedavisinde yeterli olamamustir.

2.4.2. Tiimor Heterojenitesi

Timor heterojenitesi, primer timdr ve metastazlar1 iginde veya ayni
histopatolojik alt tipteki tiimorler arasinda farkli biyolojik davranislar barindirabilen
farkli genotiplere ve fenotiplere sahip hiicre alt popiilasyonlarinin varhigini ifade eder Ki
bu durum hastaligin prognozunu ve tedaviye yanitini etkiler (Fisher ve ark., 2013). Bu
nedenle, tiimor heterojenitesini anlamak ila¢ direncinin anlagilmasimda ¢ok onemlidir.
Tiimor heterojenitesi, tiimorlerin dogal seyri igerisinde goriilen 6nemli bir durumdur ve
birgok farkli seviyede, bir dizi farkli faktdre bagl olarak gdzlemlenebilir. 11k olarak

hiicresel diizeyde (hiicreler arasi heterojenite) meydana gelen heterojenlik, herhangi bir



hiicre klonunun/veya klonlarinin secici biiylimesiyle degisen derecelerde klonal
heterojenligi ortaya ¢ikabilir. Alt klonlar ise genisleyebilir ve gelisebilir veya dallanmig
evrimsel yorlingeleri izleyerek birbirinden giderek ayrilmaya devam edebilir (Burrell ve

Swanton, 2014).

Tiimor heterojenitesi, timdr i¢i (intratlimoral) ve tiimorler arasi (intertiimoral)
olmak iizere ikiye ayrilir. Intratiiméral heterojenitede, tek bir tiimor iginde farkh
molekiiler profillere sahip birkag¢ alt klonun bir arada bulunmasi durumu mevcutken,
intertlimoral heterojenite ise, ayn1 hastadaki farkl lokasyonlarda veya farkli hastalardan

alman tiimorler arasinda molekiiler farkliliklar vardir (McGranahan ve Swanton, 2017).

Timor heterojenligi ya dogrudan terapotik hedefleri etkiler ya da transkriptom
ve fenotipik Ozellikleri tanimlayarak tedavi direncini etkilemek i¢in tiimér mikro
cevresini degistirir. Meme kanseri hastalarinda yapilan bir arastirmada, yiiksek timor
heterojenitesine sahip bireylerin diisiik heterojeniteye sahip bireylere kiyasla tedaviye
direng gelistirme olasiliginin daha yiiksek oldugu belirtilmistir (McDonald ve ark.,
2019). Yine yumurtalik kanseri hastalarinda yiiriitiillen bir ¢alismada, belirgin
heterojeniteye sahip bireylerde platin bazli tedaviye direng gelistirme olasiliginin daha

yiiksek oldugu kesfedilmistir (Patch ve ark., 2015).

2.4.3. Ila¢ Tasinimi ve Metabolizmasi

2.4.3.1. Ila¢ inaktivasyonu

Kanser ilaglarina kars1 gelisen diren¢ mekanizmalarindan biri, ilacin
biyotransformasyonu asamasinda meydana gelen degisimlerdir. Ilag
biyotransformasyonu iki asamada (Faz 1 ve Faz 2) gergeklesir. Sitokrom P450
(CYP450) ve daha az olglide flavin iceren monooksijenazlar (FMO) araciligi ile
gerceklesen Faz 1 asamasinda, ana ilag, redoks reaksiyonlari, dealkilasyonlar gibi
reaksiyonlara girer ve ilacin kimyasal yapist degiserek suda daha ¢oziiniir hale gelir. Faz
2 asamasinda ise, ilac1 detoksifiye etmek ve daha polar, inert ve suda ¢oziiniir bir forma
doniistirmek i¢in konjugasyon reaksiyonlar1 gerceklesir, bdylece olusan ilag
metabolitleri viicuttan atilir. Faz 2 biyotransformasyon reaksiyonlari, UDP-
glukuronoziltransferazlar (UGT ’ler), siilfotransferazlar (SULT’ler), N-asetiltransferazlar
(NAT’ler) ve glutatyon S-transferazlar (GST’ler) dahil olmak {izere ¢ok sayida enzim
ailesini igerir. Konjugasyon reaksiyonlar1 sonucunda, ilag detoksifiye edilir ve buna

bagli olarak aktivasyon kapasitesi azalir (Crettol ve ark., 2010).



CYPIBI1 izoenziminin meme kanseri hastalarinda yiiksek derecede eksprese
edildigi ve tamoksifene karsi gelisen direncle iliskili oldugu bildirilmistir. Bagka bir
CYP izoenzimi olan CYP2D6’nin bozulmus ekpresyonunun, tamoksifen direnci ile
baglantili olabilecek 6nemli bir faktdr oldugu ifade edilmektedir. Kronik lenfositik
16semili hastalarda artmig UGT2B17 ekspresyonunun ilag direncine sebep olmasi
nedeniyle kotli prognoz ile iligkili oldugu bildirilmistir (de Souza ve Olopade, 2011).
Glutatyon S-transferazlar (GST) ile birlikte glutatyon, ksenobiyotiklere ve kanser
ilaglarma kars1 viicudun ana savunma mekanizmasidir. Glutatyonun, sisplatin,
doksorubisin gibi kanser ilaglarinin detoksifikasyonunda gorev aldigi ve ayrica bu
ilaglarin neden oldugu DNA hasarinin onarilmasina da yardimci oldugu bilinmektedir.
Bu nedenle, glutatyon, gerek ilaglarin inaktivasyonu gerekse DNA hasar onarimina olan
katkisiyla kemoterapi etkilerine maruz kalan tiimor hiicrelerinin hayatta kalma

olasiligmni arttirarak ilag direncine yol agar. (Kannampuzha ve Gopalakrishnan, 2023).

2.4.3.2. Ila¢ Disa Atim

ATP baglayic1 kaset (ABC) tastyici ailesi, ¢ok sayida kemoterapdtik ajanin
plazma zar1 boyunca akisini diizenleyen ve kemoterapétiklere karsi gelisen direncgle
iliskili olan bir protein ailesidir. Bu proteinleri kodlayan genlerin ekspresyon
diizeylerinde meydana gelen degisiklikler veya tasidiklari mutasyonlar ila¢ direncine
sebep olan faktorler arasinda yer almaktadir. 49 iiyeden olusan bu ailenin 6zellikle ii¢
iiyesi coklu ilag direnci (MDR) ile ilgili olarak kapsamli bir sekilde incelenmistir.
Bunlar; MDR protein 1 (P-glikoprotein, ABCB1), MDR ile iliskili protein 1 (MRP1,
ABCC1) ve meme kanseri diren¢ proteini (BCRP, ABCG2) dir. Bu ii¢ protein, ortiisen
substrat  Ozgiilligli gosterir ve taksanlar, topoizomeraz inhibitorleri gibi
kemoterapoétikler dahil ¢esitli hidrofobik bilesiklerin ortadan kaldirilmasmda etkin rol
alirlar (Holohan ve ark., 2013).

MDRI1 asir1 ekspresyonunun bobrek, kolon, karaciger kanserleri, losemi ve
lenfoma dahil bir¢ok kanserde, MRP1’in asir1 ekspresyonu ise prostat, akciger ve
meme kanserinde goriilen kemorezistans ile iliskilendirilmistir (Nooter ve ark., 1997;
Zalcberg ve ark., 2000; Triller ve ark., 2006). BCRP ise, meme kanseri ve 16semide
gelisen ilag direnci ile iliskilidir (Doyle ve ark., 1998, Robey ve ark., 2007).



2.4.4. DNA Hasar Onarimi

Saglikli hiicrelerde, DNA {izerinde olusan hasarlarin onarimimdan ve genom
stabilitesinin devamliligindan sorumlu ¢esitli mekanizmalar vardir. Bununla birlikte,
olusan hasarin giderilememesi, yanlis DNA onarimi, hasarli DNA’ya kars1 hiicresel
tolerans gelisimi gibi durumlar hiicreyi mutajeneze siiriikkleyerek DNA lezyonlarina
sahip hiicrenin hayatta kalmasiyla sonuc¢lanabilir. Birgok kemoterapotik ilacin temel
ozelligi, DNA hasar1 olusturmak suretiyle hiicre O6lim yolu olan apoptozu
indiiklemektir. Artmis DNA hasar onarim mekanizmalari, kemoterapinin neden oldugu
DNA hasarmin onarilmasmi saglayarak ilaca karsi direng gelisimine sebep olur. Ilag
direncindeki bir diger potansiyel mekanizma ise DNA hasarina kars1 gelisen toleranstir
ve burada DNA replikasyonu swrasmmda bu lezyonlarinin onarilmasi yerine onlari
atlayarak DNA zincirlerini kopyalama siireci devam eder (Salehan ve Morse, 2013).
Yapilan pek ¢ok caligmada, gesitli kanser tiirlerinde TRIP13, XRCC4 benzeri faktor
(XLF), FOXM1, flap endoniikleaz 1 (FEN1) ve glikojen sentaz kinaz-3p (GSK-3p) gibi
DNA hasar onarmmiyla iliskili genlerin yiiksek diizeyde eksprese edildigi ve ilag

direncine neden oldugu bildirilmistir (Kannampuzha ve Gopalakrishnan, 2023).

2.4.5. Tlac Hedefindeki Degisiklikler

Hedefe yonelik ilaglar, geleneksel kemoterapotiklere kiyasla, kanser ile iliskili
spesifik hedef proteinlerin aktivitesini inhibe edip kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
durdururlar bu nedenle daha secici ve etkilidirler. ila¢ hedeflerinde, ikincil bir mutasyon
ve/veya epigenetik degisikliklere bagli olarak ekspresyon seviyelerinde degisiklikler
meydana gelebilir ki bu durum ila¢ direncine sebep olur. Bu diren¢ mekanizmasina
ornek olarak kiigiik hiicre dis1 akciger kanserinin tedavisinde kullanilan, epidermal
biiylime faktorii reseptoriinii (EGFR) hedefleyen erlotinib ve gefitinibe (tirozin kinaz
inhibitorleri) karsi gelisen direng¢ verilebilir. Tedavinin baslangicinda alinan yiiksek
yanit oranina ragmen, yanit veren hastalarin neredeyse %50 sinde ilk bir sene igerisinde
EGFR’de bir T790M mutasyonu gelisir ve bu degisim direngle sonuglanir (Wang ve
ark., 2019). ER(+) meme kanserinin anti-strojenik (tamoksifen gibi) tedavisi sirasinda
da, timor hiicrelerinde ER’lerin belirgin derecede kaybi nedeniyle hastalar endokrin
tedaviye direncli hale gelir (kanser hiicreleri biiylimeleri igin artik Ostrojene bagimli

degildir) (Lugmani, 2005).



2.4.6. Akis Asagi Diren¢c Mekanizmalari

Yeterli miktarda aktif ila¢ birikip hiicresel hedeflerini etkiledikten sonra,
tedavinin sonucu kanser hiicresinin nasil tepki verdigine baghdir. Ideal olan, ilaca bagl
olusan hiicresel hasarmn, hiicre Oliimiiniin indiiklenmesiyle sonug¢lanmasidir. Bunun
yaninda, kanser hiicresinin hayatta kalmasini destekleyen cok sayida igsel yanit da
tetiklenebilir. Bu doniisiim siirecinin bir pargasi olarak, apoptoz yoluyla hiicre 6liimiinii
diizenleyen sinyal yollar1 siklikla islevsiz hale gelir; bu da, kanserin klasik
ozelliklerinden biridir (Hanahan ve Weinberg, 2000).

2.4.6.1. flaca Bagh Apoptozdan Ka¢inma

Timor hiicreleri onkojenik stres, genomik instabilite, hiicresel hipoksi,
kemoterapotiklere bagli gelisen hasarlar dahil olmak {izere siirekli bir stres altindadir.
Bu tiir apoptotik uyaranlara maruz kalma sonucunda apoptozun normal olarak aktive
olmasi beklenir ancak, kanser hiicrelerinde apoptotik yollar1 devre dis1 birakan birgok
mekanizmanin varligi s6z konusudur ki bu durum kanser hiicrelerinin apoptozdan
kaginmasi ile sonuglanir. Kanser hiicreleri anti-apoptotik genlerin ekspresyonunu
arttirarak ve/veya pro-apoptotik genlerin ekspresyonunu azaltarak, sirasiyla anti-
ve/veya pro-apoptotik proteinleri stabilize ederek ve/veya destabilize ederek apoptozdan
kaginabilir. Yine bu hiicreler, fosforilasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlar ile
anti- veya pro-apoptotik proteinlerin fonksiyonlarin1 degistirerek apoptozu inhibe
edebilir (Fernald ve Kurokawa, 2013). laca bagh olarak indiiklenen apoptoza timér
hiicresi duyarliligi, pro-apoptotik ve anti-apoptotik sinyallerin dengesine baghdir ve
pro-apoptotik siireglerin bloke edilmesi veya artmis anti-apoptotik sinyaller hiicreyi ilag

direncine stiriikler (Fodale ve ark., 2011).

Kanser hiicrelerinde ozellikle anti-apoptotik BCL-2 ailesi proteinleri olmak
lizere anti-apoptotik proteinlerin asir1 diizeyde ifade edildigi ve bu proteinlerin asir1
ekspresyonunun siklikla kétii prognoz, metastaz ve kanser terapotiklerine karsi direng
ile iligkili oldugu bildirilmistir (Taniai ve ark., 2004; Wuilleme-Toumi ve ark., 2005;
Yu ve ark., 2015). Hiicreyi, apoptozdan kagma yoluna siiriikleyen bir bagka mekanizma
da, PI3K/AKT sinyal yolunun aktivasyonudur. Bu sinyal yolu, apoptozu inhibe etmede
ve hiicre sag kalimma yol agmada 6nemli bir rol oynar (Neophytou ve ark., 2021).
Kiigiik hiicre dis1 akciger kanserinde, paklitaksel tedavisine direncin asmr1 AKT

ekspresyonuna bagli olabilecegi ve AKT’nin, BAD’nin Serl136/Serl12’deki



fosforilasyon siirecini destekleyerek apoptozu engelledigi belirtilmektedir (Liu ve ark.,
2020). Bir tiimor supressor protein olan p53°te, apoptozun diizenlenmesinde 6nemli bir
rol oynar. p53 modifikasyonlar1 varliginda, hiicreler apoptozdan kagabilir ve
kemoterapotik ilaglarin neden oldugu DNA hasarma karsi daha direngli hale gelir
(Levine, 1997).

2.4.6.2. Otofaji

Otofaji, metabolik stresler sirasinda hiicresel biyosentezi ve canlilig1 siirdiirmek
icin organelleri ve proteinleri pargalayan bir lizozomal bozunma yoludur. Hem
baskiliyict rolii ile tlimoriin baslamasini engellemesi hem de kemoterapdtik ajanlarin
neden oldugu metabolik stresler swrasinda kanser hiicresinin hayatta kalmasini
kolaylastirarak bir ila¢ diren¢ mekanizmasi olarak islev gormesi nedeniyle kanserdeki
rolii paradoksaldir (White, 2012). Bir otofaji inhibitorii olan klorokin ile tedavi edilen
fare lenfoma modelinde, otofajinin baskilanmasinin ilag yanitini arttirarak tiimoriin
gerilemesini arttirdigi, yine hidroksiklorokin ile otofajinin inhibe edilmesi yoluyla insan
kanser hiicrelerinin ilaca duyarh hale geldigi belirtilmistir (Amaravadi ve ark., 2007;

Sasaki ve ark., 2010).

2.4.7. Direnci Tesvik Edici Adaptif Cevaplar

2.4.7.1. Hayatta Kalma Sinyalinin Aktivasyonu

Hiicre hayatta kalma yollar1 genellikle protein tirozin kinazlar (PTK’ler)
tarafindan diizenlenir. EGFR tirozin kinaz aktivasyonu, cesitli kemoterapilere karsi
gelisen bir direng mekanizmasidir. Bu nedenle, EGFR hedefli tedavilerin ¢esitli timor
tiplerini 5-FU, irinotekan ve paklitaksel gibi ajanlara karsi duyarli hale getirdigi
gosterilmistir (Holohan ve ark., 2013). Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/AKT ve
STAT’larin (sinyal transdiiserleri ve transkripsiyon aktivatorleri) aracilik ettigi sinyal
yollar1 da hayatta kalma yollarina 6rnektir. AKT yolunun aktivasyonu, apoptozu birgok
diizeyde inhibe eder. AKT, proapoptotik BAD’i dogrudan inhibe edebilir ve ayni
zamanda niikleer faktor-B (NFB) transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonu veya
proapoptotik Forkhead transkripsiyon faktoriiniin etkisizlestirilmesi yoluyla hiicre
hayatta kalimini destekler. Buna ek olarak, AKT, insan ¢ift dakika-2’yi (HDM-2)
fosforile edebilir, bu da HDM-2’nin ¢ekirdege translokasyonuna ve p53 aracili
stireclerin inhibisyonuna neden olur. STAT-3/-5’in PTK’ler tarafindan fosforile edilerek

aktive edilmeleri, anjiyogenezin, hiicre dongiisiiniin ilerlemesinin ve hiicre dongisiinde



rol oynayan proteinleri kodlayan genlerin ekspresyonlarinin artigina yol agar (Wilson ve

ark., 2009).

2.4.7.2. Onkojenik “Baypas” ve Sinyal Yolunun Asir1 Aktivasyonu

Bazi durumlarda kanser ilacinin birincil hedefinde herhangi bir degisim yoktur
ve ilag etkisini bu yolla gostermeye devam eder ancak alternatif bir kinaz yolu, adaptif
bir geri beslenme dongiisiiyle veya segilen bir mutasyon nedeniyle aktive olur ki bu
“onkojenik baypas” olarak adlandirilir (Holohan ve ark., 2013). Onkojenik baypasa en
iyi orneklerden biri, HER3 ve PI3K/AKT yolu aktivasyonu ile EGFR hedefli ajanlara
(tirozin kinaz inhibitérleri ve monoklonal antikorlar) karsi gelisen adaptif direngtir
(Wheeler ve ark., 2008). Yine insan kanserlerinin yaklasik %25’inde goriilen aktive
edici KRAS mutasyonlari, pek ¢ok kanser tiirlinde kemoterapotik direngten sorumludur
(Jiao ve Yang, 2020). Bir serin/treonin kinaz olan BRAF, basta melanom olmak iizere
pek cok kanserde siklikla mutasyona ugrayarak aktive olmustur. Vemurafenib gibi bazi
inhibitorler, BRAF’in o6zellikle en yaygm mutant formu olan BRAF-V600E’ye
hedeflenerek  gelistirilmistir. Ancak BRAF VG600E mutasyonlu melanomda
vemurafenibe Kklinik yanit oranlar1 yiiksek olsa da (~%50), ikincil direng her zaman

gelisir (Chapman ve ark., 2011).

2.4.8. Epitelyal-Mezenkimal Gegis

Epitelyal-mezenkimal gecis (EMG), iyi polarize olmus epitel hiicrelerinin geri
doniisiimli olarak apikal-bazal polaritelerini ve hiicre-hiicre baglantilarini1 kaybederek,
ileri hareketlilige ve goc edici 6zelliklere sahip, i seklinde mezenkimal benzeri bir
morfoloji kazanmalari ile sonuglanan fizyolojik bir siiregtir. Siire¢, mezankimal genleri
aktive epitelyal genleri ise inibe edebilen SNAIL, SLUG, TWIST ve ZEB gibi
diizenleyciciler tarafindan diizenlenir. Bu diizenlenmeler ve hiicresel dinamikler,
embriyojeneze, yara iyilesmesine, doku rejenerasyonuna, fibroza, ila¢ direncine, immiin
kagisa ve metastaza eden olur (Jonckheere ve ark., 2022; Manfioletti ve Fedele, 2023).
Yapilan bazi galigmalarda meme kanseri hiicrelerinde paklitaksel/dosetaksel ve 5-
florourasile kars1 gelisen dirence EMG’nin de eslik ettigi, trastuzumab'a direngli HER2
agirt eksprese meme kanseri hiicrelerinde EMG benzeri fenotipler gozlendigi
bildirilmistir (Wu ve ark., 2016).



2.4.9. Tiimor Mikro Cevresi

Tiimor mikro ¢evresi (TMC), tiimor hiicrelerini gevreleyen ve bir vaskiiler ag
tarafindan beslenen cesitli hiicre tiplerini (endotel hiicreleri, fibroblastlar, bagisiklik
hiicreleri vb.) ve hiicre dis1 bilesenleri (sitokinler, biiyiime faktorleri, hormonlar,
ekstrasiiliiler matriks vb.) ifade eder. TMC, yalnizca tiimoriin baslamasi, ilerlemesi ve
metastazi sirasinda ¢ok Onemli bir rol oynamakla kalmaz, ayni zamanda terapotik
cevapla da yakindan iliskilidir. Timor hiicreleri ve TMC arasindaki karsilikl
etkilesimler, tiimor hiicrelerinin apoptozdan kagarak direng gelismesine neden olur (Wu
ve Dai, 2017). Bu direng¢ genellikle gegicidir, yalnizca tiimdr hiicreleri TMC ile temas
halindeyken ortaya c¢ikar ve tiimor hiicreleri bu mikro ¢evreden uzaklastirildiginda ilag

direnci geri donebilirler (Meads ve ark., 2009).

[lag direnci, TMC kapsaminda incelendiginde; bazi spesifik proteinler 6n plana
cikmaktadir. Bir kemokin olan stromal hiicreden tiireyen faktér 1 (SDF1), anti-
apoptotoik proteinler olan MYC ve BCL-XL'nin transkripsiyonel aktivasyonuna neden
olarak 16semi hiicrelerinde ila¢ direncini indiikler (Chen ve ark., 2013). insan kolon
kanserinde, SDF1 reseptorii olan CXCR4 geni asir1 cksprese edilir ve lenf
diiglimlerinden gelen stromal hiicreler, SDF1/CXCR4’e¢ bagli mekanizma ile 5-
florourasil ve oksaliplatine kars1 direnci destekler (Margolin ve ark., 2011). Bunun yan
sira, melanoma hiicrelerinde kanser iligkli fibroblastlar (CAF) tarafindan salgilanan
hepatosit biiyiime faktorii (HGF), MAPK ve PI3K/AKT sinyal yollarinin aktivasyonuna
yol agarak BRAF inhibitorlerine karsi gelisen direngten sorumludur (Straussman ve
ark., 2012). Yine insiilin benzeri biiyiime faktorii 1’in (IGF1), MAPK ve PI3K sinyal
kaskadlar1 yoluyla multipl miyelom (MM) hiicrelerinin hayatta kalmasimni, goc¢iinii ve

metastazini desteklemektedir (Qiang ve ark., 2002).

2.5. Kanserde Paklitaksel Direnci
Kanser tedavisinde goriilen paklitaksel direnci ile iliskili ¢esitli mekanizmalar
tanimlanmustir (Sekil 2-17).

Bu mekanizmalar1 su sekilde listeleyebiliriz:
1. P-glikoprotein aracili ilag atiminda artis
2. Mikrotiibiil elemanlarindaki degisiklikler

3. PI3K/AKT hiperaktivasyonu



4. Glutatyon (GSH) aracili detoksifikasyon

5. Bcl-2’nin konformasyonel degisiklikleri
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Sekil 2-17: Paklitaksel direnci ile iliskili mekanizmalar-Ortiz ve ark., 2022°den.

AKT: Protein kinaz B, Bcl-2: B-hiicre lenfoma 2, GSH: Glutatyon, PI3K: Fosfatidilinositol 3-kinaz, P-gp: P-glikoprotein.

2.5.1. P-Glikoprotein

Coklu ila¢ direnci, kanser hiicrelerinde yapisal olarak ilgisiz sitotoksik ajanlara
kars1 gelisen ¢apraz direnctir ve ¢ogu kanser tiiriinde goriilen ortak bir olgudur (Baldini,
1997). Kanser hiicrelerinde ¢oklu ilag¢ direncine bir dizi mekanizma neden olabilir ve
bunlardan en iyi tanimlanmis olan1 P-glikoproteini (Pgp) kodlayan MDR-1 geninin asir1
ekspresyonudur. Pgp, taksanlar, vinka alkaloidleri, epipodofilotoksinler ve antrasiklinler
dahil olmak tizere bir dizi amfipatik dogal {irliniin hiicreden digariya atimindan ve
bunlara kars1 gelisen direngten sorumludur (Gottesman, 1993). Paklitaksel, Pgp i¢in ana
substrattir ve Pgp’nin asir1 ekspresyonu paklitaksel direnciyle sonuglanir. Yapilan
calismalarda, paklitaksele direngli hiicre serilerinde MDR-1 mRNA veya Pgp protein
diizeylerinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica MDR-1’1 asir1 eksprese eden
paklitaksel direngli kanser hiicrelerinde, verapamil, siklosporin A gibi Pgp inhibitorleri

ile paklitaksele duyarliligin yeniden saglandigi goriilmiistiir (Yusuf ve ark., 2003).

2.5.2. Mikrotiibiil Elemanlar
Paklitakselin mikrotiibiil stabilize edici ajan olmasi nedeniyle, mikrotiibiil
bilesimindeki degisiklikler paklitaksele karsi gelisen hiicresel cevapta dnemli bir rol

oynar. Tibiilin birden fazla izoforma sahiptir ve ¢ogunlukla BIII izoformundan olusan



mikrotiibiiller, BI ve BII mikrotiibiillere kiyasla onemli 6lciide daha diisiik stabilite
gosterir (Maloney ve ark., 2020). Diisikk mikrotiibiil stabilitesi, paklitakselin etkisini
ortadan kaldrabilir ve hiicre boliinmesine izin verebilir. Paklitaksele direngli yumurtalik
timorlerinde, BIII izoformunda 4 kata kadar bir artis oldugu ve bu artisin paklitaksel
direncine neden oldugu bildirilmistir (Kavallaris ve ark., 1997). Bununla birlikte, alfa-
ve B-tiibiilinin ekspresyonunda meydana gelen degisimler, B-tiibiilin ekspresyon artisi,
tiibiilinlerde meydana gelen mutasyonlar ve mikrotiibiil iligkili proteinlerin ifade
diizeylerindeki degisiklikler de taksan direnci ile yakindan iliskilidir (Murray ve ark.,
2012).

2.5.3. Fosfatidilinositol 3-Kinaz/Protein Kinaz B (PI3K/AKT) Yolu

PI3K/AKT sinyal yolu, BCL-2, STAT3, MCL-1, BCL-XL, NF-xB ve COX-2 gibi
anti-apoptotik genlerin yukari regiilasyonunda anahtar bir rol oynar. Bu sinyal yolu
ayrica, epitelyal-mezenkimal gecisin uyarilmasi ile de apoptozu baskilayabilir ve
metaztazi indiikleyebilir. PI3K/AKT yolunun asir1 aktivasyonu, yumurtalik ve meme
kanseri de dahil birgok farkli kanserde, paklitaksel direncinin 6énemli bir nedenidir.
PTEN (PI3K/AKT’nin negatif diizenleyicisi) fonksiyon kaybi, PI3K ve AKT
hiperaktivitesi, PI3K/AKT kaynakli direncin nedenleri arasindadir (Ortiz ve ark., 2022;
Zhao ve ark., 2022). Ayica, artmus SOX2 (cinsiyet belirleyici bolge Y) seviyelerinin (Li
ve ark., 2014; Li ve ark., 2015) ve timor mikro ¢evresindeki artmis biiyiime
faktorlerinin saliniminin, kanser hiicrelerinde PI3K/AKT yolunun aktivasyonuna neden

olarak paklitaksel direncine yol a¢tig1 da bilinmektedir (Ying ve ark., 2015).

PI3K/AKT yolunun baskinlanmasi ile, kanser hiicreleri paklitaksele duyarli hale
gelir (Du ve ark., 2013; Chen ve ark., 2018). Paklitakselin, PTEN aktivasyonu yoluyla
PISK/AKT’nin ekspresyonunu ve fosforilasyonunu azalttigi ve apoptozu arttirdigi
bilinmektedir (Wang ve ark., 2016).

2.5.4. B hiicreli Lenfoma 2 (BCL-2) Ailesi

BCL-2 ailesi, ¢cok sayida proteini barmndirir ve apoptozda 6nemli bir yere
sahiptir. BCL-2 ailesinin anti-apoptotik (BCL-2, BCL-XL, MCL-1, BFL-1, BCL-W, ve
BCL2L10) ve pro-apoptotik (BAX, BAK, BOK) iiyelerinin diizeylerinde degisiklikler,
paklitaksel direnci ile ilskilidir (Huang ve ark., 1997; Gazitt ve ark., 1998; Liu ve ark.,
1998).



Yapilan calismalarda, artmis BAX ve BAD ifadesinin kanser hiicrelerinin
paklitaksele olan duyarliligini arttirdigi (Strobel ve ark., 1996; Strobel ve ark., 1998),
BCL-2 ve BCL-XL’nin asir1 ekspresyonunun ise paklitaksel direncine neden oldugu
(lbrado ve ark., 1997; Sharma ve ark., 2000; Sharifi ve ark., 2014) gosterilmektedir.
Ancak BCL-2’nin asir1 ekspresyonunun paklitaksel direncine katkida bulunmadigini
one siiren (Ogretmen ve Safa, 1996; Luo ve ark., 2000) ve hatta yumurtalik kanserinde,
BCL-2’nin paklitakselin bir hiicre i¢i hedefi oldugu ve azalmig BCL-2 seviyelerinin

taksan direncinde rol oynadigini ifade eden (Ferlini ve ark., 2003) caligmalar da vardur.

Paklitaksel, genellikle anti-apoptotik bir protein olan BCL-XL’nin inhibisyonu
ile apoptozda artisa yol acar (Yamanaka ve ark., 2004; Parrondo ve ark., 2013; Kasai ve
ark., 2017). Ancak, paklitakselin BCL-XL’nin fosforilasyonunu indiikleyebildigi ve
paklitaksel tedavisini takiben apoptoz direncine yol agabilecegi gosteren ¢alismalar da
bulunmaktadir. Bunu engellemek adina paklitaksel ile kombinasyon halinde spesifik
inhibitorler kullanilarak, BCL-XL ve MCL-1 inhibe edilebilir ve paklitakselin anti-

timor etkisini arttirabilir (Basu ve Haldar, 2003; Flores ve ark., 2012).

2.5.5. p53

DNA hasar1 varliginda, hiicre dongiisiiniin durmasma neden olan ve apoptozu
indiikleyen p53 proteinin taksan direncine olan katkisi tartismalidir. Mutant p53°iin,
apoptotik mekanizmayr devre dis1 biraktigi ve ilag direncine katki sagladigi
bildirilmistir (Murray ve ark., 2012). Buna karsin, paklitaksel direnci ile ilgili bazi
calismalarda, p53 geni susturulmus farelerde paklitaksele karsi hassasiyetin arttigi

goriilmiistiir (Vasey ve ark., 1996; Yusuf ve ark., 2003).

2.5.6. Glutatyon Aracih Detoksifikasyon

Bu diren¢ mekanizmasi, kanser hiicrelerinde paklitakselin glutatyon S-transferaz
1 (GSTP1) tarafindan sekestre ve tiibiiline baglanmadan once detoksifiye edilmesi ile
paklitakselin aleyhine islemektedir. Saglikli hiicresel kosullarda, yiiksek protein arginin
metiltransferaz 6 (PRMT6) aktivitesi ile glukoz-6-P dehidrojenaz (G6PD)’mn ve
dolayistyla GSTPI’in iiretimi inhibe edilir. Paklitaksele direngli yumurtalik kanseri
hiicrelerinde ise, PRMT6 diizeyinin baskilandigi, G6PD ve GSTP1 seviyelerinin ise
artt1g1 gosterilmistir (Feng ve ark., 2020).



2.5.7. Otofaji

Otofajinin paklitaksel direncindeki etkisi tam olarak anlagilamamistir ve direng
iizerindeki etkisinin, biiylik oranda kanserin tiirline ve paklitakselin konsantrasyonuna
bagl oldugu goriilmektedir. Veldhoen ve ark., (2013) tarafindan yapilan ¢aligmada,
paklitakselin meme kanseri hiicrelerinde, hiicre dongiisiiniin asamasma baglt olarak,
otofajiyi iki farkli yolla inhibe ettigi (Sekil 2-18) ve ayrica, otofagozom olusumu bloke
edilerek paklitaksel kaynakli apoptozun azaldigi gosterilmistir. Yine ayni c¢alismada,
meme kanseri hastalarinda, otofaji genlerinin asagi regiilasyonu ile kotii prognoz
arasinda anlamli bir iligki bulunmustur. Diger yandan, MDA-MB-231 meme kanseri
hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada, paklitaksel ile birlikte otofajinin uyarilmasmin
paklitakselin etkisini arttirdig1 (Lee ve ark., 2018) ifade edilmektedir. Buna karsin, diger
bir ¢aligmada, meme kanseri hiicrelerinde, apoptozdan otofajik hiicre 6liimiine gegisin,

paklitaksel direncine neden oldugu ifade edilmektedir (Ajabnoor ve ark., 2012).
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Sekil 2-18: Paklitakselin iki farklhi yolla otofajiyi inhibe etmesi- Veldhoen ve ark.,
2013’den.

1: Mitotik durma, Vps34'iin fosforilasyonu ve inhibisyonu yoluyla otofajini inhibisyonu.
2: Otofagozomlarin bozulmasinin engellenmesi, anormal otofagozom trafigi ve lokalizasyonu.

Yumurtalik kanserinde ise, otofajiyi indiikleyen ve apoptozu inhibe eden “taurin
yukari regiile edilmis 1 in (TUG1) silinmesi ile, otofagozom olusumunun azaldig1 ve
apoptozun arttig1 goriilmiistiir. Bu bulgu, otofajinin yumurtalik kanseri hiicrelerinde

paklitaksel direncinde etkin bir mekanizma oldugunu géstermektedir (Gu ve ark., 2020).



2.5.8. Diger Diren¢c Mekanizmalarina Ornekler

Bir transkripsiyon faktorii olan STAT3 apoptozun inhibisyonuna neden olur. Bu
faktoriin yukar1 regiilasyonu ve fosforilasyonu, ¢oklu ilag¢ direnci, anjiyogenez ve
metastaz ile iliskilidir (Siveen ve ark., 2014). Paklitakselin STAT3 ekspresyonunu asagi
regiile ettigi (Zhang ve ark., 2017) ve STAT3 inhibisyonunun paklitaksel tedavisini
takiben kanser hiicrelerinde apoptozu arttirabilecegi gosterilmistir (Liu ve ark., 2011;

Fan ve ark., 2016).

Kemoterapi veya iyonlastirici radyasyona maruziyet gibi stres kosullar1 altinda,
bagisiklik hiicreleri tarafindan salinan TGF-f, IL-1 ve TNF-a gibi baz1 sitokinler, NF-
kB’nin yukar1 regiilasyonuna ve niikleer translokasyonuna yol agar (Magné ve ark.,
2006). Meme kanseri hiicrelerinde NF-kB’nin yukari regiilasyonu, anti-apoptotik
genleri indiikleyerek paklitaksele karst direnci arttirabilir (Patel ve ark., 2000). TGF-p,
malign hiicrelerde epitelyal-mezenkimal gecisi (EMT) indiikleyebilen ve paklitaksel
direncine yol agabilen 6nemli bir immiinosiipresif sitokindir (Bhola ve Arteaga, 2011).
Park ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, TGF-B sinyalinin inhibisyonunun,
meme Kkanseri hiicrelerinde EMT’yi azalttigi ve bu azalisin kanser hiicrelerinin

paklitaksele duyarli hale gelmesiyle iliskili oldugu belirtilmektedir.

Bazi miRNA’larm yukar1 veya asagi regiilasyonu, paklitaksel direncinde rol
oynayabilir. miR-22 diizeyindeki azalma ve miR-29¢ diizeyindeki artisin, kanser
hiicrelerinde paklitaksel kaynakli apoptoza karsi direnci indiikledigi bildirilmistir (Li ve
ark., 2011; Huang ve ark., 2019). Yine yapilan baska bir ¢alismada, paklitaksele direngli
kanser hiicrelerinde miR-125b ekspresyonunda bir artis oldugu gériilmiistiir (Zhou ve
ark., 2010). Bunlara ek olarak, azalmis organik anyon tasiyan polipeptit 1 B3’{in
(OATP1B3/SLCO1B3) ekspresyonu, artismis CYP2C8 ve HER2 ekspresyonlar1 da

paklitaksel direncinde rol oynamaktadir (Kumar ve ark., 2010).

2.6. Kanonikal WNT Sinyal Yolu

Kanonikal WNT sinyal yolu, WNT/pB-katenin sinyal yolu olarak da bilinir. Bu
yol, hiicrenin akibetinin belirlenmesi, organogenez, doku homeostazi ve gesitli patolojik
kosullar gibi ¢ok sayida hayati siireci yoneten, evrimsel olarak korunmus bir sinyal
yoludur. Anormal WNT/B-katenin sinyal yolu, kanser olusumu ile birgok yonden siki
bir sekilde baglantilidir (MacDonald ve ark., 2009). Sitozolik B-katenin proteininin



fosforilasyonu ve bunun WNTtarafindan diizenlenmesi, WNT/B-katenin sinyal yolunun

temelini olusturur (Clevers, 2006).

WNT protein ailesi on bes kadar reseptor ve yardime1 reseptor igin ligand gorevi
goren, sistein acisindan zengin glikoproteinlerden olusur. Memelilerde, WNT1
proteininin tanimlanmasindan bu yana dizi benzerligine dayali olarak son derece
korunmus, 18 adet WNT geninin daha varligi saptanmistir. WNT genlerinin birgogunun,
erken donemdeki (evrimsel siire¢) ¢ok hiicreli organizmalar da dahi yiiksek diizeyde
korunmus olmas1 bu yolun kritik bir 6nemi oldugunu gostermektedir. Hiicre dist WNT,
WNT/B-katenin bagimli (kanonikal) yol ve B-katenin bagimsiz (non-kanonikal) yol gibi
cesitli hiicre i¢i sinyal iletim yollarmi tetikleyebilir. Non-kanonikal yolun 6rnekleri
arasmda WNT/Ca*? yolu ve “Diizlemsel Hiicre Polaritesi” (PCP) yolu yer alr
(Coudreuse ve Korswagen, 2007; Krishnamurthy ve Kurzrock, 2018).

B-katenin, hem hiicreler aras1 adherent baglantilarda hem de WNT sinyalinde
onemli rolleri olan ¢ok fonksiyonlu bir proteindir. Sitozolde ve c¢ekirdekte, WNT
sinyallerinin iletiminden sorumlu olan kii¢iik ve dinamik bir B-katenin havuzu vardir.
Hiicredeki B-kateninin biiyiik ¢ogunlugu ise, E-kaderin proteininin sitoplazmik boélgesi
ile etkilesime girdigi adherent baglantilarla iliskilidir. Her ne kadar B-kateninin, E-
kaderini a-katenin yoluyla hiicre iskeletine bagladigi uzun siiredir diisiiniilse de, son
calismalar B-kateninin a-katenin homodimerizasyonunu diizenledigini ve bunun da

aktin dallanmasini ve demetlenmesini kontrol ettigini gostermektedir (Xu ve Kimelman,

2007).

781 amino asitten olusan B-katenin proteini, 16 ekzona sahip CTNNB1 geni
(23,2 kb) tarafindan kodlanmaktadir (Gao ve ark., 2018). B-kateninin birincil yapisi, 12
armadillo tekrarmdan olusan merkezi bir armadillo tekrar alani (141-664 kalmntilari)
(~500 a.a.), o-katenin i¢in baglanma ve Beta-transducin tekrarlari igeren protein (B-
Trcp) ubikitin ligaz tarafindan taninan glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3) ve kazein kinaz
1 (CK-1) i¢in fosforilasyon bolgeleri iceren bir N-terminal alan1 (~150 a.a.) ve C-
terminal alan1 (~100 a.a.) olmak iizere baslica ii¢ alandan meydana gelir (Sekil 2-19)
(Rimm ve ark., 1995; Jiang ve Struhl, 1998; Wu ve ark., 2003). Armadillo tekrar alani,
B-kateninin en korunmus bolgesidir ve ¢ok sayida f-katenin baglayict protein igin

baglanma bolgesi gorevi goriir. B-katenin, gesitli bolgelerde serin/treonin (Ser/Thr) ve



tirozin (Tyr) fosforilasyonu, ubikitinasyon ve asetilasyon gibi ¢ok sayida post-

translasyonel modifikasyonla siki bir sekilde diizenlenir (Xu ve Kimelman, 2007).
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Sekil 2-19: B-kateninin primer yapisi ve baglanma boélgeleri-Gao ve ark., 2018’den

GSK-3B: Glikojen sentaz kinaz-3 beta, CKI: Kazein kinaz I, TCF: T hiicresi faktorii, LEF: Lenfoid arttiric1 faktor ailesi.

2.6.1. WNT Sinyali Yoklugunda

Sitozolik B-katenin, bir “scaffold” proteini olan AXIN tarafindan yakalanir.
AXIN, adenomatdz polipozis koli (APC), CK-1 ve GSK-3 proteinlerini de igeren yikim
kompleksinin bir elemamidir. Bu kompeksteki APC, B-kateninin etkili bir sekilde
yakalanmasinda ve komplekse sabitlenmesinde 6nemlidir. AXIN, B-katenin, CK-1 ve
GSK-3 ile etkilesime girerek yikim kompleksi tarafindan yakalanmis olan B-kateninin,
N-ucundaki korunmus Ser ve Thr kalintilarinin fosforilasyonunu diizenler. p-katenin
CK-1 tarafindan Ser45 iizerinden ve ardindan GSK-3 tarafindan Thr41, Ser37 ve Ser33
tizerinden sirali olarak fosforillenir. Bu fosforillenme, B-kateninin bir E3 ubikitin ligaz
alt birimi olan p-Trcp tarafindan tanmarak ubikitinasyonuna ve proteazomal
parcalanmasina neden olur. Bu proteazomal yikim, [B-kateninin niikleusa
translokasyonunu ve dolayisi ile WNT hedef genlerinin aktivasyonunu engeller. GSK-3
ve CK-1, B-katenine ek olarak AXIN ve APC’yi de fosforileyerek, bu proteinlerin f3-
katenin ile etkilesimlerinin artmasma ve dolayisiyla B-katenin fosforilasyonunun ve

yikimimin artmasina yol ac¢ar (Kimelman ve Xu, 2006; Barker 2008 pp. 5-15).

Sitozolik B-katenin seviyesinin azalmasi, “Groucho” proteinlerinin TCF/LEF
proteinlerine baglanmasi ile sonuglanir. Bu baglanma, TCF/LEF proteinlerinin
cekirdekteki WNT hedef genlerinin promotorlerini ve giiclendiricilerine baglanarak

ilgili genlerin transkripsiyonlarinin baskilanmasma neden olur. WNT hedef genlerinin
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baskilanmasi, hiicre ¢ogalmasi da dahil olmak iizere bir dizi biyolojik tepkinin
susturulmasi ile sonuglanir (Cavallo ve ark., 1998) (Sekil 2-20).
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Sekil 2-20: WNT/g-katenin sinyal yolunun inaktivasyonu-Gao ve ark., 2018’den.

APC: Adenomatdz polipozis koli, Axin-1: Axis inhibisyon proteini 1, Axin-2: Axis inhibisyon proteini 2, -cat: Beta-katenin, CKI:
Kazein kinaz I, GSK-3p: Glikojen sentaz kinaz-3 beta, LEF: Lenfoid arttiric1 faktor ailesi, Ser: Serin amino asidi, TCF: T hiicresi
faktorii, Thr: Treonin amino asidi, Wnt: Wingless.

2.6.2. WNT Sinyali Varhginda

WNT ligandinin yedi gegisli bir transmembran protein olan Frizzled (Fz/Fzd)
reseptOriine ve onun koreseptori olan, diisiik yogunluklu lipoprotein reseptdoriiyle iliskili
protein 6’ya (LRP6) veya LRP5’e baglanmasi ile WNT/B-katenin yolu aktive olur.
WNT-FZD-LRP6/LRPS5 kompleksinin olusumu, scaffold proteini Disheveled’in (DVL)
aktive olarak Fzd reseptorii ile etkilesimine girmesi ile sonuclanir. Reseptdr kompleksi
ile etkilesimde olan DVL, yikim kompleksinin (AXIN, GSK-3, CK-1 ve APC)
reseptoriin etrafinda toplanmasina aracilik eder (Gordon ve Nusse, 2006; Bilic ve ark.,

2007; Wu ve Pan, 2010).

LRP6 fosforilasyonu, reseptor aktivasyonunda anahtar bir rol oynar. LRP6’nin
sahip oldugu PPPSPxS motifleri (P:prolin, S: serin, X: degisken bir a.a.) yikim
kompleksi i¢in kenetlenme bolgeleridir ve LRP6, tagidig1 bu motifler lizerinden GSK-3
ve CK-1 tarafindan fosforillenerek aktive olur. Reseptor aktivasyonu, AXIN aracili -

katenin fosforilasyonunun inhibisyonuna ve dolayisiyla sitozolde B-katenin birikimine
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neden olur (Tamai ve ark., 2004; Davidson ve ark., 2005; Zeng ve ark., 2005) (Sekil 2-
21).
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Sekil 2-21: WNT/p-katenin sinyal yolunun aktivasyonu-Gao ve ark., 2018’den.

APC: Adenomatdz polipozis koli, Axin-1: Axis inhibisyon proteini 1, Axin-2: Axis inhibisyon proteini 2, B-cat: Beta-katenin, CKI:
Kazein kinaz I, DSH: Dishevelled, GSK-3B: Glikojen sentaz kinaz-3 beta, LEF: Lenfoid arttiric1 faktor ailesi, TCF: T hiicresi
faktorii, LRP: Diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorii ile ilgili protein, Wnt: Wingless.

B-katenin sitozol ve ¢ekirdek arasinda iki yOnlii olarak hareket edebilen bir
proteindir. Klasik bir niikleer protein, niikleer por proteini olan importine baglanarak
niikleusa gecisine imkan saglayan niikleer lokalizasyon dizisine (NLS) sahiptir. Ancak
B-katenin NLS’ye sahip degildir. B-kateninin importin ile benzer armadillo tekrar
alanlarin1 paylagsmasi, importini atlayarak niikleer por bilesenleriyle dogrudan
etkilesime girebilecegini (Fagotto ve ark., 1998) ve bir protein kinaz olan AKT
tarafindan Ser552 tlizerinden (Fang ve ark., 2007) ve ayrica JNK2 ile Ser191 ve Ser605
tizerinden fosforilasyona ugramasinmn (Wu ve ark., 2008) pB-kateninin niikleusa
tagimimini diizenledigi diistiniilmektedir. B-katenin yine niikleustan sitozole tagmimi igin
gerekli, niikleer ¢ikis sinyali (NES) de icermemektedir. B-kateninin sitozole taginimu ise,
AXIN (Cong ve Varmus, 2004) ve APC (Rosin-Arbesfeld ve ark., 2000) gibi WNT

yolundaki diger proteinler tarafindan kontrol edilir.

Sitozolde biriken B-katenin niikleusa go¢ ederek, WNT yolu inhibitorleri (B-
katenin ve TCF inhibitorii (ICAT) ve CHIBBY) veya bir takim transkripsiyonel



aktivatorlerle birlikte (BCL9/BCL9-2, CBP/p300, pygopus ve TCF/LEF ailesinin

tiyeleri vb) ¢oklu protein kompleksleri olusturur (Xu ve Kimelaman, 2007).

DNA’ya bagli transkripsiyon faktorlerinden TCF/LEF ailesi, gen
regiilasyonunda f-katenin ile yakindan iliskilidir (Hoppler ve Kavanagh, 2007). TCF,
histon deasetilasyonunu ve kromatin sikigmasini destekleyen “Groucho” (insanda
TLE1) ile etkilesime girerek gen ekspresyonunu baskilar. WNT kaynakli B-kateninin
stabilizasyonu ve niikleer birikimi, TCF'nin, “Groucho” yerine p-katenin ile kompleks
olusturmasina yol agar (Daniels ve Weis, 2005). TCF/LEF, N-terminali ile niikleusa
giren B-katenine, HMG alani ile ise WNT yanit elemanlar1 (WRE) ad1 verilen spesifik
DNA dizilerine baglanir. WRE dizisi, CCTTTGNN (N:T/A) seklindedir ve bir¢ok
WNT hedef geni, promotdr bolgesinde veya uzak bolgelerde birden fazla WRE dizisi
icerir (Liu ve ark., 2016). TCF-p-katenin kompleksi BCL-9, c-MYC, siklin D1 ve siklin
bagimli kinaz (SBK) gibi genlerin ekspresyonlarii arttirir. Bu sinyal yolunun siirekli
olarak aktive olmasi, hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasina ve sonug olarak ise

karsinojeneze neden olur (Gordon ve Nusse, 2006).

Kanonikal WNT sinyali, hiicre dongiisii, bagisiklik dongiisii, sirkadiyen ritim,
kanser stromasi, Warburg glikolizi, inflamasyon ve fibrozis gibi cesitli kanser

patofizyolojilerinin temel alanlarinda etkilidir (Lecarpentier ve ark., 2019) (Sekil 2-22).
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Sekil 2-22: WNT/B-katenin sinyalinin kanser patofizyolojizinde etkiledigi temel alanlar-
Lecarpentier ve ark., 2019°dan.

2.6.3. Kanserde Anormal WNT/-katenin Sinyal Yolu
Baz1 kanser olgularinda, sinyal yolunun ligandindan bagimsiz olarak asagi
akisinda bulunan en az bir bileseninde, bu yolun aktivasyonunu saglayacak

mutasyonlarin varligir s6z konusudur. Bu duruma en giizel 6rnek, kolorektal kanser



vakalarinin yaklasik %85’inde goriilen APC’nin mutasyonlaridir ve bu mutasyonlar
APC’nin fonksiyon kaybina neden olur. Bu fonksiyon kaybi, B-katenin seviyelerinde
artiga ve bunu takiben karsinojenez siirecine girilmesine yol agar. Kanser olgularinda,
WNT sinyal yolunun diger bilesenlerine kiyasla, PB-katenin proteinini kodlayan
CTNNB1 geninde meydana gelen mutasyonlar ¢ok daha yaygin olarak goriilmektedir
(Howe ve Brown, 2004).

Cesitli kanserlerde goriilen CTNNB1 mutasyonlari genellikle yanlis anlamli
mutasyonlardir ve bunlarin neredeyse tamami ekzon 3’te lokalize olmustur. Bu
mutasyonlar ¢ogunlukla, B-katenin proteininin N-terminal bolgesinde yer alan GSK-3f3
tarafindan fosforilasyona ugradigi S33, S37 ve T41 bolgelerinde, CK-1 tarafindan
fosforilasyona ugradigi S45 bolgesinde ve F-box/WD tekrar igeren protein 1A (Fbwl)
ile etkilesim bolgelerinde (ubikitinasyon tanima bolgeleri) (D32 ve G34) meydana gelir.
Meydana gelen bu mutasyonlar B-kateninin fosforilasyona ve ubikitinasyona direngli
hale gelmesine boylece hiicrede, dolayisi ile niikleusta B-katenin birikimine neden olur
(Gao ve ark., 2018). Bu bolgelerde meydana gelen yanlis anlamli mutasyonlarm bazilari

Tablo 2-10’da verilmistir.

Tablo 2-10: Bazz CTNNB1 mutasyonlar: ve bu mutasyonlarin etkileri

Mutasyon Etki

Niikleer p-katenin birikimi, ubikitinasyonda azalma ve yiikksek hiicresel
transformasyon (Provost ve ark., 2005; Zhong ve ark., 2023)

D32G (95A>G) p-katenin protein seviyelerinde artig, gii¢liit TCF-4’e bagimli transkripsiyon artist
(Al-Fageeh ve ark., 2004)

D32V (95A>T) Niikleer B-katenin birikimi (Machin ve ark., 2002)

D32Y (94G>T) p-katenin protein seviyelerinde artig, gii¢lit TCF-4’e bagimli transkripsiyon artist
(Al-Fageeh ve ark., 2004)

S33A (97T>G)  Niikleer p-katenin birikimi (Machin ve ark., 2002; Gondak ve ark., 2020)

S33C (98C>G) B-katenin bagimlh transkripsiyon artisi ve nikleer B-katenin birikimi (Lee ve ark.,
2009; Haller ve ark., 2015)

S33F (98C>T)  Sitoplazmada ve niikleusta B-katenin birikimi (Haller ve ark., 2015; Alomar ve ark.,
2016)

S33P (97T>C)  Niikleer B-katenin birikimi (Tanaka ve ark., 2001; Machin ve ark., 2002; Oulés ve
ark., 2022)

S33Y (98C>A) Niikleer B-kateninin birikimi, p-katenin bagimli transkripsiyonel artig ve artmis
hiicre proliferasyonu (Groen ve ark., 2008)

Ubikitinasyonda azalma, niikleer B-katenin birikimi (Provost ve ark., 2005; Aono
ve ark., 2022)

G34E (101G>A) Niikleer B-katenin birikimi (Machin ve ark., 2002; Haller ve ark., 2015)
G34V (101G>T) Niikleer p-katenin birikimi (Ikeda ve ark., 2000; Machin ve ark., 2002)

S37A (109T>G) Total ve non-fosforile B-katenin seviyesinde artig (Bjorklund ve ark., 2008)
S37F (110C>T) Niikleer B-katenin birikimi (Yanagisawa ve ark., 2001; Machin ve ark., 2002;)

D32A (95A>C)

G34A (101G>C)
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S37T (109T>A) Total B-katenin seviyesinde artis (Zeng ve ark. 2006)

Niikleer B-katenin birikimi ve WNT hedef gen (IL-8) transkripsiyonunda artig (Van
Nhieu ve ark., 1999; Lévy ve ark., 2002; An ve ark., 2021)

T411 (122C>T) Niikleer B-katenin birikimi (Garcia-Rostan ve ark., 1999; An ve ark., 2021)

T41P (121A>C) B-katenin ve WNT hedef gen (c-myc) seviyelerinde artig (Javanmard ve ark., 2020)
S45A (133T>G) pB-katenin bagimh transkripsiyonel artis (Hagen ve ark., 2009)

S45C (134C>G) Niikleer B-katenin birikimi (Huss ve ark., 2013)

S45F (134C>T) Niikleer B-katenin birikimi, B-katenin bagimli transkripsiyonel artis (Austinat ve
ark., 2008; Hamada ve ark., 2014; An ve ark., 2021)

S45P (133T>C) Niikleer B-katenin birikimi (Haller ve ark., 2015; An ve ark., 2021)
S45T (133T>A) Niikleer B-katenin birikimi (Wong ve ark., 2001)

T41A (121A>G)

2.7. PI3K/AKT Sinyal Yolu

PI3K/AKT, hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii, apoptoz, hiicre iskeleti
organizasyonu, vezikiil trafigi ve trombosit fonksiyonu gibi 6nemli hiicresel siireclerde
etkili olan bircok efektér molekiilii aktive ederek, coklu hiicresel siireclerin
diizenlenmesinde rol oynayan 6nemli bir sinyal yoludur. Bu yolun asir1 aktivasyonu,
insan malignitelerinde sikga karsilasilan bir durumdur, bu nedenle, kanser tedavisindeki
onemli yaklasimlardan biri, PI3K/AKT sinyal yolunun ve/veya bu yolun etkiledigi

molekiilerin hedeflenerek rasyonel ilaglarin tasarimidir (Shi ve ark., 2019).

PI3K’ler, plazma membraninda yer alan inositol fosfolipitlerinin 3-hidroksil
grubunu fosforile eden 6nemli bir lipit kinaz ailesidir (Fruman ve ark., 1998). PI3K
substratlar1 olan 3-fosfoinositidler, spesifik lipit baglama alanlarma (Plekstrin homoloji
alani: PH, Phox homoloji alani: PX ve FYVE alan1) sahip efektor proteinleri (PDK1 ve
AKT1 gibi) kendine baglayarak, bu proteinlerin lokalizasyonunu ve fonksiyonunu
kontrol ederler. PI3K’ler substrat segiciliklerine ve hiicre biyolojisinin farkli yonlerini
kontrol eden yapilara baglh olarak smif I, II ve III olarak tige ayrilir. Bu ii¢ grup
icerisinden smif I PI3K’ler (PI3Ka, PI3Kp, PI3Ky, PI3K9), diizenleyici alt birim p85 ve
katalitik alt birim p110°’dan olusan heterodimerik enzimleri igerirler ve kanserde en

kapsamli incelenmis olan izoformlardir (Vanhaesebroeck ve ark., 2010).

PI3K aktivasyonu, biiyiime faktorleri, hormonlar, sitokinler gibi ligandlarn,
reseptor tirozin kinazlar (RTK) ile baglanmasi sonucunda p110 ve p85 gibi diizenleyici
alt birimler etkinlestirilmesi yoluyla veya G protein baglh reseptor (GPCR) araciligiyla
gerceklesir. Bu aktivasyon sonucunda membranda fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat
(PIP3) olusur. Daha sonra AKT, membrana alinir ve PDK-1 ve mTORC2 tarafindan
fosforile edilir. PISBK/AKT yolunun genel aktivitesi, bir lipit fosfataz olan PTEN
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tarafindan diizenlenir. PTEN, ve PIP3’iin 3' pozisyonunu defosforile eder ve
fosfatidilinositol 3,4-bifosfati (PIP2) olusur, boylece, PI3K aktivitesini dogrudan
antagonize edilir. PTEN aktivite kayb1 ise, AKT nin yapisal aktivasyonuna neden olur
(Davies, 2012) (Sekil 2-23).
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Sekil 2-23: PI3K aktivasyonu-Asproni ve ark., 2021°den.

AKT: Protein kinaz B, GF: Biiyiime faktorii, GTP: Guanozin trifosfat., GBL: Rapamisin kompleksi alt birimi LST8'in hedefi, ILK:
integrin baglantih kinaz, mTOR: Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi, PDK1: Piruvat dehidrojenaz kinaz 1, PI3K,
Fosfatidilinositol 3-kinaz; Pip 2: Fosfatidilinositol 3,4-bifosfat1, Pip 3: Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat, PTEN: Fosfataz ve tensin
homologu, RAS: Sican sarkoma viral onkogeni, Rheb: Ras homologu, RICTOR: MTOR'un rapamisine duyarsiz ortagi, RTK:
Reseptor tirozin kinaz, Ser: Serin amino asidi, Thr: Treonin amino asidi, TSC1: Tiiberoz skleroz 1, TSC2: Tiiberoz skleroz 2.

RTK’ler, N-terminal hiicre dis1 alan (ECD), tek transmembran (TM) alan, hiicre
ici kinaz alan ve hiicre i¢i C-terminal kuyruk bdlgesini igerirler. RTK’lerin ¢ogunda
kinaz alanlar1 korunmus bir yapi sergilerken, ECD’ler, reseptor alt aileleri arasinda
farklilik gosterir. ECD alanlarindaki bu ¢esitlilik, reseptorlerin yapisal olarak farkli
protein ligandlarini tanimasina olanak saglar ve bu da, kinaz alaninin aktivasyonunun
regililasyonunda rol alir. Ligandlarin, reseptorlerin ECD’lerine baglamasi ile reseptor
dimerizasyonu gergeklesir ve dimerizasyon C-terminal kuyrugun transfosforilasyonuna
(otofosforilasyonu) neden olur. Bu yapisal degisim, PI3K i¢in kenetlenme alani gorevi
gorerek, PI3K’nin, p85 diizenleyici alt birimi ile birlesmesini ve bu sayede PI3K

aktivasyonunu saglar (An ve ark., 2018; Trenker ve Jura, 2020).

Aktive olmus PI3K, katalitik alt birim pl100 araciligiyla PIP2’yi, PIP3’e
dontisttiriir. PIP3 ise, ikinci haberci olarak goérev yapar ve AKT’nin membrana

yonlendirilmesini ve fosforilasyon yoluyla AKT aktivasyonuna neden olur (Dong ve
ark., 2021).



AKT (Protein kinaz v-akt murin timoma viral onkogen homolog) mTOR, matris
metaloproteinaz (MMP), sikline bagimli kinazlar (CDK’ler) ve VEGF dahil olmak
lizere g¢esitli substratlar1 ve asagi akis efektorlerini fosforile eden bir Ser/Thr kinazdir.
AKT, PI3K/AKT sinyal yolunun merkezi konumundadir ve 6nemli bir sinyal iletim
proteinidir (Cidado ve Park, 2012). 56 kDa agirligina sahip AKT, AGC protein kinaz
ailesinin bir iiyesidir ve farkli kromozomlar {izerindeki farkli genler tarafindan kodlanan
ti¢ izoformdan olusur; AKT1 (PKBa), AKT2 (PKBp) ve AKT3 (PKBy) (Toker ve
Marmiroli, 2014). Katalitik ve NHy-terminal PH alanlarinda yiiksek diizeyde dizi
homolojisine sahip bu ii¢ izoform, alanlar arasindaki baglayic1 bolgeler ve COOH

terminal uzantilar bakimmdan farklilik gosterir (Sekil 2-24) (Coffer ve ark., 1998).
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Sekil 2-24: AKT izoformlarimn yapisi-Chautard ve ark., 2014°den.

AKT1, PH alami ile membranda yerlesim gosteren PIP3’e baglanir ve
baglanmay1 takiben PDKI tarafindan Kalatitik alanda yer alan T308 kalintisi ve
MTORC2 (PDK2) tarafindan C-terminal uzantida yer alan S473 kalintis1 {izerinden
fosforile edilir. Ser473 kalintisinin fosforilasyonu, mTORC2’ye ¢k olarak integrin bagli
kinaz, protein kinaz Ce ve otofosforilasyon yoluyla saglanir (Mahadevan ve ark., 2008;
Basu ve Lambring, 2021). Fosforile AKT (aktif), hiicrenin hayatta kalmasimi tesvik
etmek iizere Oliim genlerinin ekspresyonunu baskilayip, hiicrenin hayatta kalmasini
tesvik eden genlerin ekpresyonlarini arttirmak iizere membrandan ayrilarak sitoplazma
ve niikleusa dogru serbestge hareket eder ve bir dizi hedefin fosforilasyonunu saglar

(Nicholson ve Anderson, 2002) (Sekil 2-25).
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Sekil 2-25: AKT’nin aktivasyonu ve hiicresel siireclerdeki rolii- Vidal ve ark., 2022°den.

AKT: Protein kinaz B, Bad: BCL2 iliskili hiicre 6liimii agonisti, Bim: Bcl-2 benzeri protein 11, FOXO: Transkripsiyon faktorlerinin
Forkhead ailesi., GPRCs: G-proteinine bagh reseptorler, GSK3p: Glikojen sentez kinaz 3, IKK-a.: Niikleer faktor kappa B kinaz
kompleksinin inhibitor bileseni, MDM2: E3 Ubikitin Protein Ligaz Mdm2., mTORC2: mTOR kompkles 2, p110: Katalitik alt tinite,
p21 ve p27: Siklin bagimli kinaz inhibitorler, p85: Diizenleyici alt tnite, PDKI1: Piruvat dehidrojenaz kinaz 1, PIP2:
Fosfatidilinositol 3,4-bifosfati, PIP3: Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat, PTEN: Fosfataz ve tensin homologu, RAF: Murin 16semi viral
onkogeni, RAS: Sigan sarkoma viral onkogeni, RTKs:Reseptor tirozin kinazlar, TERT: Telomeraz ters transkriptaz, mTORCI1:
mTOR kompkles 1.TSC2: Tiiberoz skleroz 1.

2.7.1. AKT1 Tarafindan Diizenlenen Hiicresel Siirecler

AKT1’in aktivasyonu ile birlikte farkli hiicre hayatta kalma mekanizmalari
aktiflenir. AKT1, proapoptotik faktérler olan BAD ve prokaspaz-9’u ve ayni zamanda
Fas ligand1 gibi proapoptotik faktorlerin ekspresyonunu indiikleyen “Forkhead
Tanskripsiyon Faktorleri Ailesi™ni fosforilleyerek inaktive eder. Ote yandan, AKT1,
antiapoptotik aktiviteye sahip genlerin ekspresyonunu diizenleyen, transkripsiyon
faktori “Siklik AMP Yanit Eleman1 Baglayici Proteini” (CREB) ve NF-kB’nin pozitif
diizenleyicisi olan IkB kinaz1 (IKK), fosforilasyon yoluyla aktive eder. Kanser
hiicrelerinde AKT aktivasyonu, secici antitiimdr aktivitesine sahip oldugu bilinen TNF
stiper ailesinin bir iiyesi olan TRAIL/APO-2L (TNF ile iliskili apoptoz indiikliyici
ligand) tarafindan indiiklenen apoptoza kars1 artan direngle iligkilendirilmistir (Vara ve

ark., 2004).

GSK-3, fosfodisteraz-3B, mTOR, insiilin reseptor substrat-1 (IRS-1), Forkhead
ailesi tiyesi FKHR, siklin bagimli kinaz inhibitorleri p21 ve p27 protein sentezi,
glikojen metabolizmasi ve hiicre dongiisii diizenlemesinde gorevli AKT1 hedefleri
arasindadir (Blume-Jensen ve Hunter, 2001). AKT1 tarafindan B-katenin, p21, p27,
MDM2 veya Forkhead transkripsiyon faktorleri gibi substratlarin aktivitelerinin



diizenlenmesindeki temel mekanizma, fosforilasyonlar1 yoluyla sitoplazmik veya
niikleer lokalizasyonlarmin  diizenlenmesidir. AKT1 tarafindan GSK-3p’nin
inhibisyonu, B-katenin ve Siklin D1 fosforilasyonunun azaltilmasi yoluyla bu
proteinlerin stabilizasyonunu destekler (Diehl ve ark., 1998). AKT1 tarafindan p21°in
fosforile edilerek sitoplazmada tutulmasi, onun antiproliferatif etkilerini inhibe eder ve
buna benzer bir mekanizma p27 i¢in de gegerlidir (Zhou ve ark., 2001; Viglietto ve ark.,

2002).

AKT1, mTOR aktivasyonuna neden olarak protein sentezi ve hiicre biiylimesini
aktifler. Buna ek olarak, AKT1’in, mTOR aktivasyonu hipoksi ile indiiklenebilir faktor-
la (HIF-1) diizeyini ve dolayisiyla VEGF iiretimini ve anjiyogenezi arttirir (Mahadevan
ve ark., 2008). AKT1, ayrica, tiimor baskilayictytr TSC2’nin fosforilasyonu yoluyla
inhibisyonuna ve dolayisi ile p70 ribozomal protein S6 kinaz 1°i (translasyonun bir
aktivatorii) inhibe eden ve 4E-BP1°i (translasyonel baslatmanin bir inhibitorii) aktive
eden TSCL:TSC2 kompleksinin olusumunu inhibe edererek biiylimeyi uyarir.
PIBK/AKT’ye bagimli TSC kompleksinin inhibisyonu mTORC]1’in aktivasyonu ile
sonuglanir (Vara ve ark., 2004). AKT1’nin diger bir substrati olan MDMZ2,
fosforilasyona ugramasinin ardindan niikleusa girererek bir tiimor baskilayic1 protein
olan p53 diizeylerinde azalmaya neden olur (Mayo ve Donner, 2002). AKT ’nin fosforile
ettigi bazi substratlar ve bu yolla diizenledigi hiicresel siiregler Tablo 2-11’de

Ozetlenmistir.

Tablo 2-11: AKT tarafindan diizenlenen hiicresel siirecler-Vara ve ark, 2004’den

AKT substrat1 Etki

Hayatta kalma: BAD’nin 14-3-3 proteinleriyle birlesimi; BAD’nin

BAD proapoptotik aktivitesinin baskilanmasi
Prokaspaz-9 Hayatta kalma: Kaspaz-9 aracili apoptozun baskilanmasi
CREB Hayatta kalma: CREB tarafindan diizenlenen hayatta kalma genlerinin

artan transkripsiyonu

Forkhead Ailesi (FKHR, FKHRL1, Hayatta kalma: 14-3-3 proteinleriyle iligki; niiklear dislama ve proapoptotik
AFX) genlerin transkripsiyonunun inhibisyonu

Hayatta kalma: NF-xB transkripsiyon aktivitesinin indiiksiyonu; hayatta
kalma genlerinin transkripsiyonunun aktivasyonu

ASK1 Hayatta kalma: Stresle aktive olan kinazlarin inhibisyonu
Hayatta kalma: MDM2’nin niiklear girisi; p53 tarafindan diizenlenen

IKK

MDM2 stireglerin inhibisyonu

GSK3 Hiicre biiyiimesi ve cogalma: GSK3’iin katalitik aktivitesinin inhibisyonu

021, p27 {-liicre bﬁyﬁmesi ve cogalma: Niikleer dislama; antiproliferatif aktivitesinin
' 6nlenmesi

mTOR/FRAP Hiicre biiyiimesi ve ¢ogalma: mRNA translasyonunun diizenlenmesi

TSC2 Hiicre biiyiimesi ve cogalma: mTOR aktivitesinin diizenlenmesi




2.7.2. Kanserde PI3K/AKT Sinyal Yolu

PIBK/AKT sinyal yolu ¢esitli kanserlerde, anormal sekilde aktive olmustur.
PISK/AKT aktivasyonu, RTK’ler ve/veya sinyal yolunun belirli proteinlerindeki
somatik mutasyonlar tarafindan tetiklenir ve bu yolun anormal uyarimi, timor
biiyiimesi, anjiyogenez ve hayatta kalma ile baglantilidir (Noorolyai ve ark., 2019).
PIK3CA, p110a izoformunun mutasyonlar1 ve PTEN’in fonksiyon kaybina neden olan
mutasyonlar insan tiimorlerinde sikga goriiliir ve bu yolun uyarilmasina neden olur
(Pérez-Tenorio ve ark., 2007; Balakrishnan ve Chaillet, 2013).

AKT’nin diizenleyicileri ve substratlari, timor gelisiminde Onemli bir rol
oynamakla birlikte, anormal AKT aktivasyonunun kendisi de olduk¢a onkojeniktir.
AKT’nin asir1 ekspresyonu ve fosforilasyonu yoluyla aktiflenmesi, c¢ok gesitli
kanserlerde meydana gelen iki ana olaydir ve onemli derecede AKT mutasyonlariyla
iligkilidir (Cerami ve ark., 2012). AKT1 aktivasyon artisina neden olan baz1 yanlis

anlamli mutasyonlar Tablo 2-12°de verilmistir.

Tablo 2-12: AKT1 aktivasyon artisina neden olan bazi1 yanhs anlamh mutasyonlar

Mutasyon Etki
PH Alam
E17K (49G>A) AKT!1 fosforilasyonunda ve dolayisiyla aktivasyonunda artis, yiiksek hiicresel

transformasyon (Carpten ve ark., 2007)
E49K (145G>A) AKTI aktivasyonunda artis ve hiicresel transformasyon (Askham ve ark., 2010)
L52R (155T>G) p-AKT1 diizeyinde, asag1 akis AKT hedeflerinin fosforilasyonunda ve AKT nin

plazma membranina lokalizasyonunda artis, hiicresel transformasyon (Parikh ve ark.,
2012; Kyung ve ark., 2013)

F55Y (164T>A) AKT]I aktivitesinde ve hiicre proliferasyonunda artig (Parikh ve ark., 2012)

p-AKT1 diizeyinde, asagi akis AKT hedeflerinin fosforilasyonunda ve AKT’nin
plazma membranina lokalizasyonunda artis (Kyung ve ark., 2013)
Q79K (235C>A) p-AKTI diizeyinde, asag1 akis AKT hedeflerinin fosforilasyonunda ve AKT nin

plazma membranina lokalizasyonudna artis, hiicresel transformasyon (Parikh ve ark.,
2012; Kyung ve ark., 2013)

C77F (230G>T)

Kinaz Alam

K189N (567G>C) p-AKT1 ve pS6RP seviyelerinde artis (Parikh ve ark., 2012)

E191A (572A>C) AKT!1 fosforilasyonunda ve hiicre proliferasyonunda artis (Lu ve ark., 2015)
V271A (812T>C) Hiicre proliferasyonunda artig (Parikh ve ark., 2012)

D323H (967G>C) p-AKT1 diizeyinde (aktivasyonunda) artis ve hiicresel transformasyon (Parikh ve
ark., 2012)

D323Y (967G>T) AKT1 aktivasyonu (Parikh ve ark., 2012)



https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/mutation/overview?id=160160820

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar
Genel

Bikinkoninik Asit Kiti (Sigma, BCAL)

DMSO (Sigma, 41639)

Hidroklorik Asit (Merck, 320331)

MTS Reaktifi (Promega, G1111)

Nonidet P-40 (Merck, 11754599001)

Paklitaksel (Sigma, T7402)

PMS (Sigma, P9625)

SDS (Sigma, 428023)

Sigir Serum Albumini (Sigma, A9418)

Sodyum Deoksikolat (Sigma, D6750)

Sodyum Kloriir (Sigma, S9888)

Alan Hedefli Mutajenez, Transformasyon ve Transfeksiyon
Kanamisin (Sigma, 60615)

LB Broth (Sigma, L3522)

LB Broth Agar (Sigma, L3147)

Maxi Plazmid Izolasyon Kiti (Qiagen, 12162)

MegaTran 2.0 Transfeksiyon Ajan1 (Origene, TT210003)
Mini Plazmid izolasyon Kiti (Qiagen, 12123)

Mutajenez Kiti (Agilent, 200519)

SOC Besiyeri (Invitrogen, 15544034)

TOP 10F' E. coli Hiicreleri (Invitrogen, C3030-03)



Western Blot

Anti-Beta Aktin Monoklonal Antikoru (Boster, M01263)
Anti-DDK Monoklonal Antikoru (Origene, TA5011)
Anti-Mouse 1gG-HRP Antikoru (Santa Cruz, sc-2005)
Anti-Rabbit 1lgG H&L Antikoru (HRP) (Abcam, ab205718)
EDTA (Sigma, E9884)

Glisin (Sigma, G8898)

Kemiliiminesans Substrat (Bio-Rad, 1705060)

Laemmli Ornek Tamponu (2X) (Sigma, S3401)
Poliakrilamid Jel (Bio-Rad, 4569034)

Protein Marker (Invitrogen, LC5615)

PVDF Transfer Kiti, (Bio-Rad, 1704272)

Tris (Merck, 108387)

Tween 20 (Sigma, P9416)

Yagsiz Siit Tozu (Havancizade)

B-Merkaptoetanol (Sigma, M6250)

Hiicre Kiiltiiri

DPBS (Wisent Bioproducts, 311-425-CL)

EMEM (Wisent Bioproducts, 320-026-CL)

Fetal Sigir Serumu (Capricorn SCI, FBS-11A)

Insan Insiilin Soliisyonu (Sigma; 19278)

McCoys’s 5A (Wisent Bioproducts, 317-010-CL)
Penisilin-Streptomisin (Wisent Bioproducts, 450-201-EL)
RPMI 1640 (Wisent Bioproducts, 350-007-CL)

Tripsin (Sigma, T4799)

Tripan Mavisi (Sigma, T6146)



3.2. Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

-80°C Dondurucu (Nuaire)

37°C’lik Su Banyosu (Memmert)

Buz Makinesi (Eurfrigor)

Buzdolabi (Argelik)

CO; Destekli Inkiibatdr (N-Biotek)
Calkalamali Inkiibator (N-Biotek)

Elektroforez Giig¢ Kaynagi (Bio-Rad)
Elektroforez Tank1 (Bio-rad)

Fusion FXS5 Jel Goriintiileme Cihaz1 (Vilber Lourmat)
Hassas Terazi (AND HM 200)

Hemositometre Lamui (Isolab)

Inverted Mikroskop (Olympus)

Is1 Blogu (Lab Line)

Laminar Flow Kabin (N-Biotek)

Mikro-plaka Okuyucu (Eon Biotek)

Orbital Calkalayic1 (N-Biotek)

Otoklav (Hirayama)

Otomatik Pipetler (Eppendorf)

pH Metre (WTW)

Stv1 Azot Tanki (Arpege 70)

Sogutmali Santriflij (Gyrozen)

Steril 15 mL’lik Santrifiij Tiipti (Nest, 601052)
Steril 50 mL’lik Santrifiij Tiipili (Nest, 602052)
Steril 96 Kuyucuklu Plaka (Nest, 701001)

Steril Flask 75 cm2 (Nest, 708003)



Steril Oze (LP Italiana, 31018)

Steril Petri Kaplar1 100 mm (Nest, 704001)
Steril Serolojik Pipet (Nest, 327001)

Siringa (Set Inject)

Siringa Filtresi (Aisimo, ASF33CA22S)
Termal Dongiileyici (PCR Cihazi) (Bio-Rad)
Trans-Blot Turbo Transfer Sistemi (Bio-Rad)
Ultra Saf Su Cihazi (Elga)

UV Spektrofotometre (Biotek Epoch)

Vorteks (Velp Scientifica)
3.3. Kullanilan Yontemler

3.3.1. Alan Hedefli Mutajenez

Alan hedefli mutajenez, bir plazmid vektorii igerisinde yer alan spesifik bir
dizinin, 6zel olarak tasarlanan primerler kullanilarak, belirli niikleotidlerini mutasyona
ugratmak i¢in kullanilan “Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)” temelli bir yontemdir.
Bu yontem ile istenen mutasyonlarin olusturulmasi sonucunda; protein yapisinda yer
alan amino asitler degistirilebilir, enzimatik aktivite arttirtlip/inhibe edilebilir, protein-
protein etkilesimleri incelenebilir veya post-translasyonel degisiklikler engellenebilir/
taklit edilebilir (Bachman 2013 pp. 241-248).

flag direnci ile olas1 iliskileri arastirilan spesifik AKT1 ve CTNNB1 gen
mutasyonlari, AKT1 genini tasiyan pCMV6 vektori (Myc-DDK etiketli, Origene-
RC220361) (Sekil 3-1) ve CTNNB1 genini tastyan pPCMV6 vektorii (Myc-DDK etiketli,
Origene-RC208947) (Sekil 3-1) iizerinde, “Quick Change Site Directed Mutagenesis

Kit” yardimi ile iiretici firma tarafindan belirtilen protokole uygun olarak olusturuldu.
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Sekil 3-1: Bos pCMV6 vektorii, AKT1 ve CTNNB1 genlerini tasiyan pCMV6 vektorleri

Neo/Neo’ : Neomisin direng geni, Kan/Kan': Kanamisin direng geni, PolyA/PolyA signal: Poliadenilasyon igin tanima sekansi, Col
El; “ColicinE1” ekspresyon verimliligini arttiran dizi, Myc-DDK: DY KDDDDK-Myc etiketi, Kozak: kozak dizisi, CMV promoter;
promotdr, T7 promotore: promotdr, fi ori ve SV40 ori: filamentli faj ve “smian vacuolating” viriis 40 igin replikasyon orijinleri

https://cdn.origene.com/datasheet/ps100001.pdf, https://cdn.origene.com/datasheet/rc220361.pdf
https://cdn.origene.com/datasheet/rc208947.pdf
3.3.1.1. Primelerin Tasarlanmasi

Mutajenik primerler “www.agilent.com/genomics/qcpd” adresinden g¢evrimigi
olarak ulasilabilen, “Quik Change Primer Tasarim Programi” kullanarak tasarlandi ve

IDT (Integreted DNA Technologies) firmasi tarafindan sentezlendi (Tablo 3-1).

Tablo 3-1: AKT1 ve CTNNB1 gen mutasyonlar i¢in alan hedefli mutajenez primerleri

Mutasyon Primerler

AKT1

fleri primer: 5'- GCACAAACGAGGGAAGTACATCAAGAC -3'
Geri primer: 5- GTCTTGATGTACTTCCCTCGTTTGTGC -3

E17K (Glul7Lys) 49G>A

Tleri primer: 5'- GATGTGGACCAACGTAAGGCTCCCCTCAAC -3'
Geri primer: 5- GTTGAGGGGAGCCTTACGTTGGTCCACATC -3'

E49K (Glu49Lys) 145G>A

Tleri primer: 5'- CGTGAGGCTCCCCGCAACAACTTCTCTG -3'
Geri primer: 5- CAGAGAAGTTGTTGCGGGGAGCCTCACG -3

L52R (Leu52Arg) 155T>G

CTNNB1

fleri primer: 5'- CAGTCTTACCTGGACCCTGGAATCCATTC -3'
Geri primer: 5- GAATGGATTCCAGGGTCCAGGTAAGACTG -3'

S33P (Ser33Pro) 97T>C

fleri primer: 5'- CTACCACAGCTCCTTTTCTGAGTGGTAAAG -3'
Geri primer: 5- CTTTACCACTCAGAAAAGGAGCTGTGGTAG -3'

S45F (Ser45Phe) 134C>T

fleri primer: 5'- CATTCTGGTGCCACTGCCACAGCTCCTTCTC -3'
Geri primer: 5'- GAGAAGGAGCTGTGGCAGTGGCACCAGAATG -3

T41A (Thr41Ala) 121A>G




3.3.1.2. Mutant Zincir Sentez Reaksiyonlari
5 uL 10X reaksiyon tamponu

2,5 uL (50 ng) dsDNA kalip

2,5 uL (125 ng) mutajenik ileri primer

2,5 uL (125 ng) mutajenik geri primer

1 uL dNTP karigimi

Reaksiyon karisimi son hacim 50 pL olacak sekilde yukaridaki gibi hazirlandi
ve tzerine 1pL PfuTurbo DNA polimeraz (2,5 U/uL) enzimi eklendi. Uygun sartlar
altinda PZR gergeklestirilerek mutant genlerin amplifikasyonu saglandi (Tablo 3-2).
Amplifikasyon sonrasi 6rnekler buz iizerine alinarak sogumalari igin yaklasik 2 dakika
bekletildi.

Tablo 3-2: PZR kosullan

Dongii Sicakhik Siire
1 95°C 30 saniye
95°C 30 saniye
15 55°C 1 dakika
68°C 8 dakika

3.3.1.3. Amplifikasyon Uriinlerinin Dpn I Enzimi ile Kesimi

1. Dpn I enzimi, 5-GmM6ATC-3' metilasyonuna sahip kalip DNA’larin kesilmesini
saglayan bir endoniikleazdir. PZR sonucunda mutajenez reaksiyonuna katilmamis,
hala ortamda var olan kalip (WT) DNA’larin ortamdan uzaklastirilmalar1 i¢in, her

bir amplifikasyon reaksiyonuna 1 pL Dpn I enzimi (10 U/uL) eklendi.
2. Her bir 6rnek pipetleme yapilarak nazikge ve iyice karigtirildi.

3. Ornekler 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakilarak mutant olmayan DNA’larmn

kesilmesi saglandi.
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1. Mutant Zincir Sentezi

2. Kalip DNA'nin Dpn | Enzimi ile Kesimi

‘ 3. Mutant DNA'nin Transformasyonu

Sekil 3-2: Alan hedefli mutajenez (Walquist ve EI-Gewely, 2018)

3.3.2. pCMV6 Vektorlerinin Escherichia coli Hiicrelerine Tranformasyonu

Mutant ve WT AKT1/CTNNB1 pCMV6 vektorlerinin ve bos pCMV6
vektoriiniin transformasyonu i¢in Escherichia coli hiicreleri (One Shot® TOPI10F’
Competent Cells, Invitrogen) kullanildi. Transformasyon, iiretici firma tarafindan

belirtilen 1s1-sok yontemi temelli protokol kullanilarak gerceklestirildi.

1. Hiicreler buz {iizerinde yavas¢a ¢Oziildi ve 15 mL’lik falkonlara, 50 uL’lik

hacimlerde dagitild.

2. Uzerlerine, Dpn | enzimi ile muamele edilmis mutant DNA/WT DNA/bos vektor

karisimi eklendi ve nazikge karistirildi.

3. Karigim 30 dakika buz iizerinde inkiibe edildikten sonra 42°C’de 45 saniye Ve

ardindan buz tizerinde 2 dakika inkiibe edildi.

4. Transformasyon sonrasi her bir falkona 250 pL SOC siv1 besiyeri ilave edildi ve
calkalamali inkiibatorde 250 rpm’de, 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.



5. Hiicre karisimdan 100 pL alindi ve 25 pg/mL kanamisin iceren LB Broth agar
petrilerine yayma yontemi ile ekildi. Ters ¢evrilen petriler 37°C’de, 1 gece inkiibe
edildi.

Kullanilan plazmid vektorler kanamisin direng geni tagimaktadir. Segici besiyerine

(kanamisin i¢eren LB Broth agar) ekimi yapilan hiicre karigimindan sadece transforme

TOPI10F’ hiicreleri (kanamisin direng geni tasiyanlar) ¢ogalarak, 1 gecelik inkiibasyon

sonrasinda koloni olusturur.
Kullanilan Cozeltiler:

Stok Kanamisin: 0,25 g kanamisin, 5 mL steril ddHO ile ¢oziilerek stok ¢ozeltisi (50
mg/mL) hazirlandi1 ve kii¢iik hacimlere boliinerek -20°C’de saklandi.

LB Broth Agar: 100 g LB Broth agar 2,5 L ddH,0 igerisinde ¢6ziildii ve 15 dakika
121°C’de otoklavlanarak steril hale getirildi. Otoklav sonrasi ¢6zelti 50°C’ye sogutuldu
ve 1,25 mL kanamisin ¢ozeltisinden (50 mg/mL) eklenerek karigtirildi. 20-25 mL LB

Broth agar, steril 100 mm’lik petri kaplarma pipetlendi ve katilasana kadar oda 1s1sinda
bekletildi.

3.3.3. Mini Kit ile Plazmid DNA izolasyonu

Plazmid DNA’larin izolasyonu, Qiagen marka “Plazmid Mini Kit” ile tiretici

firma tarafindan belirtilen protokole uygun sekilde gergeklestirildi.

1. Petrilerden tek bir koloni segilerek, seg¢ici antibiyotik igeren 3 mL LB besiyeri
icerisine eklendi ve c¢alkalamali inkiibatorde 37°C’de 8 saat 300 rpm’de inkiibe
edildi.

2. Sekizinci saatin sonunda baslangi¢ kiiltiirlerinden 6 pL alimarak 3 mL LB
besiyerlerine eklendi (1/500 oraninda seyreltildi). Calkalamali inkiibatérde 37°C’de
16 saat 300 rpm’de inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonras1 bakteri hiicreleri, 4°C’de 6000 g’de 15 dakika santrifiije edilerek
toplandi.

4. Bakteri pelletleri tizerine 300 uL “P1 (resiispansiyon) tamponu” eklenerek hiicreler
stispanse edildi. Stispansiyonlar tizerlerine 300 pL “P2 (lizis) tamponu” ilave edildi.

Tiipler, karigmalart i¢in 4-6 kez ters-diiz yapildi ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe
edildi.
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11.

12.

13.

Onceden sogutulmus “P3 (nétralize edici) tamponundan” 300 pL ilave edilerek,

tiipler hizli bir sekilde 4-6 kez ters-diiz yapilarak karistirildi ve buz iizerinden 5
dakika bekletildi.

Inkiibasyon sonrasi tiipler 4°C’de 18000 g’de 10 dakika santrifiije edildi. Plazmid
DNA igeren siipernatantlar temiz tiiplere aktarildi ve siipernatantlar bir kez daha

santrifiije edildi.

Qiagen-tip 20 kolonlar1 iizerine 1 mL “QBT (esitleyici) tamponu” uygulanarak yer

¢ekimi ile bosalmasina izin verildi ve bu yolla kolonlar dengelendi.

Dengelenmis kolonlar iizerine siipernatantlar eklendi ve yer ¢ekimi akisi ile kolona

girmeleri beklendi.

Kolonlar 2 kez 2 mL “QC (yikama) tamponu” ile yikandi ve ardindan 800 puL “QF

(eliisyon) tamponu” ile eliie edildi.

Eliie edilen DNA’lar lizerine 560 puL izopropanol eklenerek DNA’lar ¢oktiiriildii ve
ardindan 4°C’de 22000 g’de, 30 dakika santrifiije edildi.

Stipernatantlar DNA pelletlerine zarar vermeden dikkatlice uzaklastirildi. DNA
pelletleri 1 mL, %70’lik etanol ile yikandi ve 10 dakika boyunca 22000 g’de
santrifiije edildi.

DNA pelletleri 5-10 dakika a¢ik havada kurutuldu ve 50 upL Tris-EDTA (TE)

tamponunda (pH:8) ¢oziildii.

Plazmid DNA’larin konsantrasyonlar1 ve safliklar1t UV spektrofotometrede 260/280
nm’de Olgildii. Saf olduklar1 teyit edilen plazmid DNA Ornekleri, mutasyon

olusumunun dogrulanmas1 adina dizi analizine génderildi.

Kullanilan Cozeltiler

LB Broth Besiyeri: 12,5 g LB Broth tartilarak 500 mL ddH-O ile ¢oziildi ve 15 dk,

121°C’de otoklavlandi. Otoklavdan sonrast sicakligin 50°C’ye inmesi beklendi ve son

konsantrasyon 25 pg/mL olacak sekilde stok kanamisin ¢dzeltisinden eklendi.

Calismada kullanilmak tizere 4°C’de saklandi.

Tris-EDTA Tamponu (pH:8): 25 mL 1 M Tris-HCI ve 5 mL 05 M EDTA
karigtirillarak ddH,O ile 250 mL’ye tamamlandi. 121°C’de, 15 dk otoklavlanarak

sterilize edildi.



1 M Tris-HCI: 12,11 g tris baz tlizerine, 4,2 uLL HCI ve ~90 mL ddH,O eklenerek
¢oziildii. Hacim ddH,O ile 100 mL’ye tamamlandi. Cozelti 121°C’de, 15 dk
otoklavlanarak steril hale getirildi.

0,5M EDTA: 18,61 g EDTA 80 mL ddH-0 ile ¢6ziildii. 1 N NaOH ile ¢ozeltinin pH’s1
8’e ayarland1 ve sonrasinda ddH,O ile hacim 100 mL’ye tamamlandi. Cozelti 121°C’de,

15 dk otoklavlanarak sterilize edildi.
%70’lik Etanol: 72,9 mL %96°1lik etanol, steril ddH»0 ile 100 mL’ye tamamlandi.

P1, P2, P3, QBT, QC ve QF Tamponlari: Satin almman izolasyon Kitinin igerisinde

hazir olarak yer almaktadir.

3.3.4. Dizi Analizi

Yaratilan AKT1 ve CTNNB1 gen mutasyonlarmin varliginin dizi analizi ile
dogrulanmas i¢in, izole edilen DNA Ornekleri Ankara’da faaliyet gosteren ‘“RefGen
Gen Arastirmalart ve Biyoteknoloji” firmasma gonderildi. Firma tarafindan DNA
orneklerinin dizi analizleri yapilarak tarafimiza gonderildi. Sonuglar “SnapGene Viewer
3.2.17 programi yardimi ile okunarak “Nucleotide @BLAST” programi
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch) ile degerlendirildi.

3.3.5. Maxi Kit ile Plazmid DNA izolasyonu

Elde edilen DNA miktarin1 arttirmak i¢in dizi analizi sonuglarina gére mutant
olduklar1 dogrulanan baslangi¢ kiiltiirleri, WT ve bos vektorleri tasiyan baslangig
kiiltiirleri daha biiyiik hacimde LB Broth besiyeri i¢inde ¢ogaltildi. Cogaltilan plazmid
DNA’lar, Qiagen firmasi tarafindan iretilen “Plazmid Maxi Kit” yardimi ile belirtilen

protokole uygun olarak saflastirildi.

1. Baslangic kiiltiirlerinden 100 pL alinarak igerisinde 100 mL segici LB besiyeri
iceren erlenlere konuldu (1/1000 oraninda seyreltildi). Calkalamali inkiibatérde

37°C’de 16 saat 300 rpm’de inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonrasi bakteri hiicreleri 4°C’de 6000 g’de 15 dakika santrifiije edilerek
toplandi.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch
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Bakteri pelletleri tizerine 10 mL P1 tamponu eklenerek siispanse edildi. Ardindan

tizerlerine 10 mL P2 tamponu ilave edilerek, tiipler 4-6 kez ters-diiz yapildi ve oda
1s1sinda 5 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras: tiipler iizerine 6nceden sogutulmus 10 mL P3 tamponu ilave

edilip, 4-6 kez ters-diiz yapilarak karistirildi ve buz tizerinde 20 dakika bekletildi.

Bekleme sonrasi tiipler 4°C’de 22000 g’de 30 dakika santrifiije edildi ve plazmid

DNA igeren siipernatantlar temiz tiiplere aktarildi.
Ayn1 adim bir kez daha tekrarland:.

Qiagen-tip 500 kolonlar1 iizerine 10 mL QBT tamponu uygulanarak, yer ¢ekimi ile

akisma izin verildi ve bu yolla kolonlar dengelendi.

Dengelenmis Qiagen-500 tip kolonlar1 iizerine silipernatantlar pipetlenerek yer

¢ekimi yardimiyla kolonlara girmeleri beklendi.

Kolonlar 2 kez 30 mL QC tamponu ile yikandi ve ardindan 15 mL QF tamponu
eklenerek DNA’lar eliie edildi.

Eliie edilen DNA’lar iizerine 10,5 mL izopropanol eklenerek DNA’lar ¢oktiiriildii ve
ardindan 4°C’de 22000 g’de 30 dakika santrifiije edilerek siipernatantlar dikkatlice
uzaklastirildi

DNA pelletleri 5 mL %70’lik etanol ile yikand1 ve 10 dakika boyunca 22000 g’de
santrifiije edildi.

DNA pelletleri 5-10 dakika a¢ik havada kurutuldu ve 200 pL TE tamponunda
¢Oziildii.

Saflagtirma sonrasi plazmid DNA’larin  konsantrasyonlar1 ve safliklari, UV

spektrofotometrede 260/280 nm’de Olglilerek ileri caligmalarda kullanilmak {izere

-20°C’de sakland..

3.3.6. Hiicre Kiiltiirii

Calismamizda, MCF-7 (ATCC; HTB-22) ve MDA-MB-231 (ATCC; HTB-26)

meme kanseri hiicre serileri ve SKOV-3 (ATCC; HTB-77) yumurtalik kanseri hiicre

serisi kullanildi. Hiicre serilerinin mikroskobik goriintiileri ve karakteristik ozellikleri

Sekil 3-3 ve Tablo 3-3’te gosterilmistir.
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MCF-7 MDA-MB-231 SK-OV-3 [SKOV-3]

Sekil 3-3: Hiicre serilerinin yiiksek yogunluktaki mikroskop goriintiileri
https://www.atcc.org/products/htb-22 https://www.atcc.org/products/htb-26, https://www.atcc.org/products/htb-77

Tablo 3-3: Hiicre serilerinin karakteristik ozellikleri

Hiicre Tiir Irk Cinsiyet Yas Doku Kanser Tiirii Ozellik
MCF7  HOMO  Bevmz  Kadm 69 Meme  Epitelal - Adnerent
sapiens adenokarsinom  siispansiyon
MDA- Homo Epitelyal
Beyaz Kad 51 Meme Adherent
MB-231 sapiens 4 A adenokarsinom
SKOV-3 ~ HOMO  Beva;  Kadn 64  Yumurtalk  Epitelyal Adherent
sapiens adenokarsinom

https://www.atcc.org/products/htb-22, https://www.atcc.org/products/htb-26, https://www.atcc.org/products/htb-77

Hiicrelerin ¢ogaltilmasi i¢in her hiicre serisine 6zgii besiyerleri hazirlandi ve
kullanildi. MCF-7 hiicreleri i¢in %10 fetal sigir serumu (FBS), 100 U/mL penisilin/100
pg/mL streptomisin ve 0,01 mg/mL rekombinant insan insiilinii igeren “Eagle’s
Minimum Essential Medium” (EMEM) besiyeri, MDA-MB-231 hiicreleri i¢in %10
FBS ve 100 U/mL penisilin/100 pg/mL streptomisin igeren “Roswell Park Memorial
Institute” (RPMI) 1640 besiyeri, SK-OV-3 hiicreleri i¢in ise %10 FBS ve 100 U/mL
penisilin/100 pg/mL streptomisin igeren “McCoy’s 5a Medium Modified” besiyeri
kullanild1.

3.3.6.1. Hiicrelerin Cogaltilmasi

1. Swvi azot tankindan alinan hiicreler hizlica ¢oziildii ve 15 mL’lik steril tiiplere

alindi.

2. Hiicrelerin tizerlerine 3 mL besiyeri (her hiicre serisine 6zel olarak hazirlanan)

eklendi ve nazikge pipetlenerek karigmalart saglandi.


https://www.atcc.org/products/htb-22
https://www.atcc.org/products/htb-26
https://www.atcc.org/products/htb-77

Tipler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiije edilerek santrifiij sonrasi siipernatant

kisimlari atildi ve hiicre pelletleri iizerine taze besiyeri eklendi.

Pipetleme yapilarak hiicrelerin siispanse hale gelmeleri saglandi ve steril 75

cm?’lik flasklara alind1.
Flasklar 37°C’lik %5 CO; igeren nem destekli inkiibatore konuldu.

Hiicreler her giin invert mikroskop altinda kontrol edilerek gelisimleri izlendi ve

cogalmalarinin devamini saglamak tizere iki giin ara ile besiyerleri tazelendi.

Flasklardaki hiicrelerin doluluk orani % 70-80’e ulastiginda, hiicreler pasajlandi.

3.3.6.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

1.

Pasajlanacak flasklarin medyumlar1 pipet yardimi ile aspire edildi ve besiyeri
kalintilarindan arindirmak i¢in her bir flaska 3 mL DPBS tamponu eklenerek

hiicrelere zarar vermeden flasklar nazikce yikandi.

Her bir flaska 2-3 mL Tripsin-EDTA ¢ozeltisi (%0,25) eklenerek 4-5 dakika
37°C’lik inkiibatorde inkiibe edildi. Tripsin-EDTA etkisi ile hiicrelerin flask
yiizeyinden ve birbirlerinden ayrilip ayrilmadigi invert mikroskop altinda kontrol
edildi.

Her bir flaska 3 mL besiyeri eklerenek Tripsin-EDTA ¢6zeltisinin etkisi durduruldu.

Hiicreler 15 mL’lik tiiplere almarak 1500 rpm’de 5 dakika santrifiije edildi.

Stipernatant kisimlari atildi.

Hiicre pelletleri iizerine 6 mL besiyeri eklenerek pelletler siispanse hale getirildi. 6
mL’lik hiicre-besiyeri karisimi 3 farkl flaska boliindii ve tizerlerine 12 mL besiyeri

eklenerek ¢cogalmalarmi saglamak iizere inkiibatore konuldu.

Bu sekilde her bir pasaj sonrasi her flask, 3’e boliinerek flask sayisi arttirilarak

hiicreler ¢ogaltild1.

3.3.6.3. Hiicrelerin Stoklanmasi

1.

%70-80 doluluk oranina sahip flasklardaki hiicreler, yukarida anlatildig: sekilde
tripsinize edildi ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifiije edild.i.



2. Sipernatant kisimlari atilan hiicre pelletleri lizerine %5 dimetilsiilfoksit (DMSO)

iceren besiyeri eklenerek hiicre pelleti siispanse edildi.

3. Her 1 mL hiicre-DMSO’Iu besiyeri karigimi, bir steril kriyo tiipe konularak hiicreler
kademeli olarak (her bir dakikada 1°C diisiis) donduruldu ve sivi azot tankinda

saklandi.

3.3.7. Transfeksiyon

Transfeksiyon, konake¢t hiicrenin genetik yapisini degistirmek amaci ile DNA,
RNA gibi yabanci niikleik asit molekiillerinin 6karyotik bir hiicreye kimyasal veya
fiziksel metotlar yardimi ile transfer edilmesi islemidir. Genel olarak transfeksiyon,
stabil ve gegici olmak iizere iki tipe ayrilir. Stabil transfeksiyonda, yabanci niikleik
asitinin konakg1 niikleer genomuna entegre edilmesi veya konakg¢i ¢ekirdegindeki bir
epizomal vektoriin kromozom dis1 bir element olarak muhafaza edilmesi yoluyla, bir
transgenin uzun siireli ekspresyonunun siirdiiriilmesi saglanir. Gegici transfeksiyonda
ise yabancit DNA bir plazmid formunda veya oligoniikleotidler halinde hiicre genomuna
entegre edilmeden kisa siireli ekpresyonuna (hiicreler ¢gogaldik¢a transgen ekspresyonu
kaybolacaktir) imkan saglanmast s6z konusudur (Chong ve ark., 2021).
Transfeksiyonda en ¢ok kullanilan metotlar kimyasal metotlardir ve bu metotlarin ana
prensibi, pozitif yiikke sahip transfeksiyon ajanlarinin (katyonik lipidler, polimerler,
kalsiyum fosfat vb.) negatif yiiklii niikleik asit molekiilleri ile kompleks olusturmasi ve
bu yolla negatif yiike sahip hiicre membrani ile birlesmesidir (Kim ve Eberwine, 2010)

(Sekil 3-4).

Transfeksiyon ajani

Protein
sentezi

Niikleik asit

Sekil 3-4: Niikleik asitin hiicreye gegici transfeksiyonu-Fus Kujawa ve ark., 2021°den.



Calismamizda, “Origene” firmasi tarafindan iiretilen “MegaTran 2.0” plazmid
DNA transfeksiyon ajani kullanilarak, {iretici firmanm 6nerdigi protokole uygun olarak
plazmid DNA’larin  MCF-7, MDA-MB-231 ve SKOV-3 hiicrelerine gecici
transfeksiyonu gerceklestirildi. MegaTran 2.0, endozomal alim yoluyla yiiksek verimli
gen aktarimi igin DNA’y1 etkili bir sekilde yogunlastiran ve transfekte edilmis plazmid

DNA’y1 lizozomal degredasyondan koruyan, polimer bazli bir transfeksiyon ajanidir.
Yontem

1. Transfeksiyon sirasinda petrilerdeki hiicre yogunlugunun %70-80 olmas1 gbz oniine
alinarak uygun sayida hiicre 100 mm’lik petrilere ekildi ve yapismalari igin 24 saat
beklendi.

2. Ertesi giin, transfeksiyondan 30-60 dakika Once, hiicrelerin besiyerleri aspire

edilerek {izerlerine 5 mL taze besiyer eklendi.

3. Her bir petri igin, 1,5 mL’lik deney tiipleri i¢erisinde 5 ug plazmid DNA ve 500 uL

DMEM besiyeri (serum ve antibiyotik igermeyen) kisa siire vorteks ile karistirildi.

4. Ardindan tizerlerine 15 pL MegaTran 2.0 ajan1 eklenerek kisa siire vorteks ile
karistirildi ve transfeksiyon komplekslerinin olusmasina izin vermek adma oda

sicakhiginda 10-15 dakika inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon sonrasi karisim, hiicreler {izerine damla damla verildi ve petriler 2-3 kez

nazikg¢e, yukari asagi hareket ettirilerek karigimin besiyerine dagilmasi saglanda.

6. Petriler transfeksyonun gergeklesmesi icin %5 CO; destekli, 37°C’lik etiivde 17-18
saat inkiibe edildi.

7. Bu siirenin sonunda transfeksiyon kompleksi igeren besiyeri ortamdan
uzaklagtirilarak hiicrelerin iizerine 12 mL taze besiyeri eklendi ve hiicrelere

cogalmalar1 icin 24 saat inkiibasyona birakildi.

8. 24 saatin sonunda hiicreler, istenilen analizleri (MTS, Western-Blot) yapmak icin
tripsinize edilerek toplandi.

3.3.8. MTS Hiicre Canhhk Deneyi

MTS, MTT, XTT ve WST hem adherent hem de silispanse hiicrelere

uygulanabilen, hiicre canliliginin  kolorimetrik Ol¢limiinde siklikla kullanilan



tetrazolyum tuzlaridir. MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4 -
stilfofenil)-2H-tetrazolyum] hiicre kiiltiirii ortaminda, PMS (fenazin metil siilfat) veya
PES (fenazin etil siilfat) gibi ara elektron alici reaktiflerin varliginda, dogrudan
¢ozlinebilen formazan iriinleri tretmek tizere, canli hiicreler tarafindan indirgenir
(Terry ve ark. 2016 pp. 1-31). Calismamizda, hiicre canlilik analizi, MTS deneyi ile
gerceklestirildi. Canli hiicreler tarafindan MTS’in indirgenmesi sonucu olusan rengin

(sari—kahverengi) absorbansi spektrofotometrik olarak o6lgiildii.

SO, SOy
HOOCH,CO. N-N C -2 ———  HOOCH,CO, N-NH
NS\ _cH N-__-S<__cH
N N
N N
CH CH
MTS Formazan
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// \\  Elektron aracisi

/f'/ NAD (indirgenmis form) MTS
‘ : Dehidrojenaz

\ ‘w‘

\

\\ NADH i Elektron aracisi MTS formazan
\ //

AN 21 //

.. Hiicre 74

Sekil 3-5: MTS’in formazana indirgenmesi

https://www.creative-bioarray.com/support/comparison-of-different-methods-to-measure-cell-viability.htm

Yontem

1. Hicreler sayilarak istenilen sayida hiicre 96 kuyucuklu plaklara, kuyucuk basina
toplam hacim 90 uL olacak sekilde ekildi ve yapismalari igin %5 CO, destekli
inkiibatdrde 37°C’de bir gece inkiibe edildi.

Hiicrelerin sayiimasi:

e Tripsinize edilerek toplanan hiicreler santrifiije edilerek silipernatant kisimlari
uzaklastirildi ve hiicre pelletleri lizerine 10 mL taze besiyeri konularak hiicreler

siispanse hale getirildi.

e Hiicre siispansiyonu ve %0,04’liik tripan mavisi esit hacimde karistirilarak 6lii

hiicrelerin maviye boyanmasi saglandu.

e Bu karisimdan 20 pL alinarak ‘“Neubauer Improved” hemositometre lamina

pipetlendi.


https://www.creative-bioarray.com/support/comparison-of-different-methods-to-measure-cell-

e Mikroskopta 4 alan sayilarak asagida yer alan denklem yardimiyla 1 mL hiicre

slispansiyonunun i¢erdigi hiicre sayist hesaplandi.

4 Alandaki Toplam Hicre Sayisit X Seyreltme Faktori

Hiicre Sayist = x 10*

Sayilan Alan Sayist

2. Paklitaksel, besiyeri ile yar1 yariya seyreltilerek 16 farkli ilag dozu elde edildi ve
hiicreler tizerine 10 pL ilag pipetlenerek 24, 48 ve 72 saat inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon siireleri sonunda her kuyuya 20 pL MTS/PMS karisimi (MTS son
konsantrasyon: 0,33 mg/mL) eklendi ve plakalar 37°C’de 1-4 saat inkiibe edildi.

4. Ardindan plakalarin absorbanslari, mikro-plaka okuyucu ile 490 nm’de 6lgiildii.

5. Olgiilen absorbans degerleri asagida yer alan denklemde yerine konularak hiicre

Oliimii, % inhibisyon cinsinden hesaplandi.

Deneyin 490 nm'deki Absorbansi )
Kontroliin 490 nm'deki Absorbansi

Hiicre 6limii (% inhibisyon) = (1 — x100

Kullanilan Cozeltiler

%0,04’liik Tripan Mavisi: 40 mg tripan mavisi 100 mL DPBS igerisinde ¢oziildii ve

0,2 um por ¢apina sahip filtreden siiziilerek steril hale getirildi.

MTS Cozeltisi: 50 mg MTS, 37°C’ye sitilmis 25 mL DPBS ile 1siktan korunarak
¢oziildi. 0,2 um por ¢aph filtre ile sterilize edildi ve daha kiigiik hacimlere boliinerek
-20°C’de sakland.

PMS Cozeltisi: 4,6 mg PMS, 5 mL DPBS i¢inde ¢oziildii. Sterilizasyon i¢in filtreden
(0,2 um) gegirildi ve -20°C’de saklandi.

MTS/PMS Cozeltisi: Deney oncesi 20:1 (MTS:PMS)  oraninda karistirilarak
kullanildi.



3.3.9. Western Blot Analizi

Immiinoblotlama olarak da bilinen Western blot, molekiiler biyoloji ve
proteomik alaninda, bir protein karisimi igerisindeki hedef proteinleri tespit etmek
amaci ile kullanilan en yaygin analitik yontemlerden biridir. Western blot teknigi tipik
olarak denatiire edilen proteinlerin molekiiler agirliklarina gore jel elektroforezi yoluyla
ayrilmasi, ayrilan proteinlerin membrana (PVDF, nitroseliiloz) aktarimi, siit tozu veya
BSA ile membranin bloklanmasi, spesifik antikorlarin ilgili proteinlere baglanmasi ve
floresan veya kemiliiminesan substratlar ile antijen/antikor baglanmasini yansitan bir
sinyalin 6l¢iilmesine dayanan ¢ok asamali bir tekniktir (Sekil 3-6) (Sule ve ark., 2023).
Calismamizda, AKT1 ve CTNNB1 genlerini tasiyan plazmidlerin, kanser hiicre serilerine
transfeksiyonunun basarili bir sekilde gergeklestigini dogrulamak igin, indirekt Western

blot analizi yapildi.

Substrat @

‘\\ y
ikincil Antikoj tRP

Birincil Antikor

/ \/ Hedef Protein
OO 0000, _ 600000

Membran

Saptanabilir Uriin

Sekil 3-6: indirekt Western blot

HRP (Horseradish Peroxidase): Bayir turbu peroksidaz
https://www.technologynetworks.com/analysis/articles/western-blot-procedures-analysis-and-purpose-353918

3.3.9.1. Hiicre Lizat1 Elde Edilmesi
1. Hiicrelerin besiyerleri aspire edildi ve hiicreler DPBS ile yikandi.

2. Hicreler iizerine Tripsin-EDTA c¢ozeltisi eklenerek, hiicrelerin yapistiklari

yiizeyden kalkmas1 sagland1 ve temiz bir tiipe toplandi.



3. Toplanan hiicreler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiije edilerek c¢oktiiriildii ve

siipernatant kisimlari atild1.

4. Hiicre pelletleri DPBS ile siispanse edilerek yikandi ve 1500 rpm’de 5 dakika

santrifiije edilerek ¢oktiiriildii, siipernatantlar1 uzaklastirildi.
5. Buislem bir kez daha tekrarlandi.

6. Hiicre pelletleri 6nceden sogutulmus 250 pL RIPA (Radio-Immunoprecipitation
Assay) Tamponu (Lizis Tamponu) ile siispanse edildi ve buz iizerinde 20 dakika
bekletildi.

7. 20 dakikanin sonunda tiipler, 4°C’de 20000 g’de 30 dakika santrifiije edildi.

8. Siipernatantlar temiz tiiplere alind1 ve Western-Blot ¢alismasmda kullanilmak iizere

-80°C’de muhafaza edildi.

3.3.9.2. Bikinkoninik Asit (BCA) Yontemi ile Protein Miktar Tayini

BCA, alkali bir ortamda Cu*' iyonlar1 ile yogun mor renkli bir kompleks
olusturabilen, stabil, suda ¢6ziinebilen bir bilesiktir. BCA yontemi, proteinlerin alkali
ortamda Cu*® ile reaksiyonu sonucu iiretilen bakir iyonunu (biiire reaksiyonu)
izleyebilen analitik bir yontemdir. Bu reaksiyon sonucu olusan mor renk stabildir ve bu
mor renk, artan protein konsantrasyonu ile orantili bir sekilde artar. Hassasiyet orani
oldukea yiiksek olan bu yontemde, basit tampon tuzlar1 ve iyonik olmayan deterjanlar

ile girisim orani ise disiiktiir (Smith ve ark., 1985).

Calismamizda, hiicre lizatlarinin protein miktar1 Sigma firmasi tarafindan
uretilen BCA kiti kullanilarak, tiretici firma tarafindan belirtilen protokole uygun olarak

96 kuyucuklu plakalarda gerceklestirildi.

Yontem

1. Her bir 6rnekten 10 pL 96°lik plakanin kuyucuklarina pipetlendi, tizerlerine 80 pL
BCA calisma ¢ozeltisi eklendi ve 96 kuyucuklu plaka karanlikta 60°C’de 15 dakika
inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonrasi kuyularin absorbansi mikro-plaka okuyucuda 562 nm’de

Olctldd.



3.

4.

62 nm)

5

Absorbans (

Kontrol olarak 5 farkli konsantrasyonda (1000-800-600-400-200 pg/mL) sigir serum
albumin (BSA) c¢ozeltisi kullanildi ve BSA standart egrisi (absorbansa karsi
konsantrasyon egrisi) ¢izildi (Sekil 3-7).

Elde edilen standart egri denklemi yardimi ile Orneklerin protein miktarlar:

hesaplandi.
04 -
0,35 -
vy =0,0004x + 0,0215

0.3 A R*=10,9982
0.25
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Sekil 3-7: Sigir serum albumini (BSA) standart egrisi

3.3.9.3. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

1.

Ornekler RIPA tamponu ile son konsantrasyon 20 pg protein olacak sekilde
seyreltildi.

Seyreltilen 6rnekler 1:1 oraninda yiikleme tamponu ile karistirildi ve 100 °C’lik 1s1
blogunda 5 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi denatiire olan &rnekler, AnykD SDS-PAGE jelinin
kuyucuklarma yiiklendi.

Jel yiiriitme tamponu (Tris/Glisin/SDS) igerisinde, 100 voltta 1 saat yiiriitiildii ve

orneklerin molekiiler agirliklarina bagli olarak birbirinden ayrilmasi saglandi.

3.3.9.4. Proteinlerin PVDF Membrana Transferi (Blotlama)

Birbirinden ayrilan proteinlerin  PVDF (Poliviniliden Floriir) membrana

aktarilmasinda, “Yari-Kuru (Semi-Dry) Yontem” kullanildi ve Bio-Rad firmasi

tarafindan tretilen “Trans-Blot Turbo” transfer sistemi ile PVDF Transfer Kiti



kullanildi. Firma tarafindan belirtilen protokole uyulurak transfer islemi gergeklestirildi

(Sekil 3-8).

Yontem

1. PVDF membran absolii metanol igerisinde 5 dakika bekletildi.

2. 5 dakika sonunda membran ve filtre kagitlari, transfer tamponu igerisinde 5 dakika
inkiibe edildi.

3. Transfer tamponu ile doygun hale gelen filtre kagitlar1 arasina, membran ve jel
yerlestirilerek “Trans-Blot Turbo” sistemi i¢ine yerlestirildi ve sistem ¢aligtirilarak

elektrik akima ile jeldeki proteinlerin PVDF membrana aktarilmasi sagland:.

J Katot (-)
| Filtre Kagidi

@ Jel

Membran

/ Filtre Kagidi
Transfer Sistemi

Sekil 3-8: Yari-kuru transfer

https://www.labconscious.com/green-lab-tips/the-pros-and-cons-of-wet-semi-dry-and-dry-transfer-for-western-blots

3.3.9.5. Membranin Bloklanmasi

Antikorlarin PVDF membranma non-spesifik baglanmalarini en aza indirmek
icin, membran 10 mL %S5’lik yagsiz siit tozu icerisinde orbital ¢alkalayici yardimiyla
(150 rpm), oda 1s1sinda 1 saat inkiibe edilerek blokland:.

3.3.9.6. Membrana Birincil Antikorun Baglanmasi

Birincil antikorlar (anti-DDK ve anti-beta aktin) 10 mL %5’lik yagsiz siit tozu
cozeltisi igerisine uygun miktarlarda pipetlenerek karistirildi ve bloklanmis membran
hazirlanan bu karisim ile 4°C’de 1 gece boyunca orbital calkalayici yardimi ile (150
rpm) inkiibe edildi. Ertesi sabah, antikorlu karigim membrandan uzaklastirilarak,
membran ¢alkalayici tizerinden 10 mL TBS-T tamponu ile 5 dk boyunca 5 kez yikandu.

Bu yikamalar ile membran, primer antikor kalintilarindan arindirilmis oldu.


https://www.labconscious.com/green-lab-tips/the-pros-and-cons-of-wet-semi-dry-and-dry-transfer-for-western-blots

3.3.9.7. Membrana Sekonder Antikorun Baglanmasi

Birincil antikor baglt membran, 10 mL %S5’lik siit tozu igerisindeki
“horseradish” peroksidaz (HRP) igeren ikincil antikorlar (anti-rabbit ve anti-mouse) ile
oda sicakliginda 1 saat orbital galkalayicida (150 rpm) inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda membran iizerindeki antikor karisimi uzaklastirildi ve membranin ikincil
antikordan arindirilmasi i¢in membran, 10 mL TBS-T tamponu ile 5 kez 5 dk boyunca

yikandu.

3.3.9.8. Kemiliiminesans Substrat ile inkiibasyon ve Gériintiileme

“Horseradish”  peroksidaz (HRP) ile katalize edilerek gelistirilmis
kemiliiminesans, Western blot analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Hedef
proteine baglanmis birincil antikora giiglii bir sekilde baglanan ikincil antikor HRP ile
konjuge haldedir. HRP etkisi ile luminol (kemiliiminesans) substrat hidrojen peroksit ile
oksidasyona ugrar. Ortaya ¢ikan oksidasyon {irinii 3-aminofitalattir ve karanlik ortamda

1s1ma yapar (kemiliiminesans) (Alegria-Schaffer ve ark., 2009).

Calismamizda ikincil antikordan arindirilmis membran {izerine 2 mL
kemiliiminesans substrat karisimi eklendi ve 5 dk boyunca pipetleme yapilarak
membran tiim yiizeyinin karisim ile temas etmesi saglandi. Ardindan membran jel
goriintiileme cihazi ile goriintiilendi ve protein bant goriintiileri kaydedildi. Protein bant

yogunluklari, “Image J” programi yardimu ile analiz edildi.

3.3.9.9. Antikorlarin Membrandan Ayrilmasi

Ayn1 membran tizerinde ikinci bir proteinin goriintiilenebilmesi igin, antikorlarin
bagli bulunduklar1 membran yilizeyinden uzaklastirilmalar1 ve yeni antikorlarin
membrana baglanmasi gerekir. Calismamizda goriintiileme sonrasinda membran

yiizeyine bagli antikorlarin ayrilmasi amaci ile kuvvetli ayrma (stripping) tamponu

kullanildi.

Yontem

1. 20 mL aymrma tamponu 50°C’ye 1sitilarak, membran iizerine eklendi ve membran
50°C’ye ayarlanmis calkalamali inkiibatorde (150 rpm) 30 dk inkiibeasyona
birakild1.



2. Inkiibasyon sonunda ayrima tamponu uzaklastirildi ve membran calkalamali
inkiibator (150 rpm) iizerinde ultra saf su ile 5 dakikada bir suyu tazelenerek, oda
1s1sinda 1 saat boyunca yikandi.

3. Yikamanm ardindan membran 5 kez 5 dakika siiresince 10 mL TBS-T tamponu ile
calkalayici tizerinde yikandi.

4. Yukarida anlatilan bloklama-gdriintilleme arasindaki basamaklar yeni proteinin

goriintiilenmesi i¢in takip edildi.
Kullanilan Cozeltiler

BCA Cahsma Cozeltisi: Deney 6ncesinde BCA soliisyonu ve %4’°lik bakir (IT) siilfat

pentahidrat ¢ozeltisi 50:1 oraninda karistirildi.
Stok BSA Cozeltisi (1000 pg/mL): 1 g BSA, 1 mL ddH,0’da ¢6ziildi.

RIPA Tamponu: 10 mL 1,5 M NaCl, 5 mL 1 M Tris-HCI (pH:8), 50 mL %1’lik
sodyum deoksikolat, 20 mL %0,5’lik SDS ve 1 mL Nonidet P-40 karistirilarak ddH,O
ile 100 mL’ye tamamlandi.

1 M Tris-HCI (pH:8): 12,11 g Tris, 80 mL ddH,0 ile ¢oziilerck HCI ilavesi ile pH’s1
8’e ayarland1 ve ardindan ddH;0O ile 100 mL’ye tamamlanda.

1,5 M NaCl: 8,76 g NaCl son hacim 100 mL olacak sekilde ddH,O ile ¢oziildii.

%1 Sodyum Deoksikolat: 1g sodyum deoksikolat tartilarak 100 mL ddH,O’da

¢Oziildii.

%0,5’lik SDS: 0,5 g SDS 100 mL ddH-0 ile ¢6ziildii.

Yiiriitme Tamponu: 3,03 g Tris, 14,26 g glisin ve 1 g SDS son hacim 1 L olacak
ddH.0 ile ¢oziildii.

TBS-T (Tris Buffered Saline with Tween 20) Tamponu (pH 7,5): 100 mM Tris
¢Ozeltisinden 200 mL, 750 mM NaCl ¢ozeltisinden 200 mL ve Tween 20°den 1 mL
alinarak karistirildi, hacim ddH»O ile 1 L’ye tamamland:.

100 mM Tris: 12,1 g Tris ddH,0O igerisinde son hacim 1 L olacak sekilde ¢6ziildii.

750 mM NacCl: 3,83 g NaCl ddH,O0 ile ¢oziildii ve 1 L’ye tamamlandi.



Yagsiz Siit Tozu (%05): 2,5 g yagsiz siit tozu, 50 mL TBS-T tamponu igerisinde

coziilerek filtre kagidi yardimu ile siiziildii ve 4°C’de saklandi.

Kemiliiminesans Substrat Kansimi: Bio-Rad firmas1 tarafindan iretilen
kemiliiminesans kiti (Clarity™ Western ECL Substrate) kullanildi. Kit iceriginde yer

alan Luminal substrat ve hidrojen peroksit, 1:1 oraninda karistirildi.

Kuvvetli Ayirma Tamponu: 40 mL %10’luk SDS, 25 mL 0,5 M Tris-HCI (pH:6,8),
133,4 mL ddH,O0 igerisinde ¢oziildii ve karisima 1,6 mL B-merkaptoetanol ilave edildi.

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8): 6,057 g Tris ¢oziilerek HCI ile pH ayar1 yapildiktan sonra
dH.0 ile 100 mL’ye tamamland:.

%10 SDS: 10 g SDS son hacim 100 mL olacak sekilde ddH,O ile ¢oziildii.

3.3.10. istatistiksel Analiz

Bulgularin istatistiksel analizleri, IBM SPSS Statistics versiyon 21 (IBM SPSS,
Tirkiye) programi kullanilarak yapildi. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu
Shapiro-Wilk testi kullanilarak incelendi. Tanimlayici analizler, normal dagilima sahip
degiskenler icin ortalama ve standart sapma kullamilarak verildi. ikiden fazla grup
arasindaki istatistiksel degerlendirmelerde, tek yonliit ANOVA testi kullanildi. Gruplar
arasinda anlamli farkliliklar bulundugunda, farkliliga neden olan grup veya gruplarin
tespit edilmesinde, ikili post-hoc karsilastirmalar Tukey testi kullanildi. p<0,05 oldugu

durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Mini Kit ile izole Edilen Plazmid DNA’lar
Mini izolasyon kiti kullanilarak izole edilen plazmid DNA Orneklerinin

konsantrasyonlar1 ve safliklar1 6l¢iildii, dlgtimlere ait degerler Tablo 4-1°de verildi.

Tablo 4-1: Plazmid DNA konsantrasyonlar: ve safliklar1 (Mini Kit)

DNA Konsantrasyon (ng/pL) Safhk (A260/280)
AKT1WT 547,839 1,853
AKT1 E17K 724,396 1,892
AKT1 E49K 649,145 1,841
AKT1 L52R 798,328 1,875
CTNNB1 WT 653,577 1,849
CTNNB1 S33P 552,602 1,927
CTNNB1 S45F 830,346 1,854
CTNNB1 T41A 692,346 1,847

4.2. Dizi Analizi

AKT1 ve CTTNB1l gen mutasyonlarinin dogrulugunu gosteren dizi analizi
sonugclar1 Sekil 4-1 ve Sekil 4-2’de verildi.

E17K: G49A
T GAA G GA GGG“GGC‘GC-‘C-‘-‘-‘CG-‘GGGO-‘ GTACAT CAAGACCT GGCGBGCCACG

E49K: G145A
C_—'Ci—'GG—'GCGGCCGCiGGi_G_GG—'CC—'—'CG_O—'GGC_CCCC_C—'—'C—'—'C_
ﬂﬂﬂﬁﬂﬁ Y
ATATATATAY MM
SV k";.& ) /
L52R: T155G
'-GG—'_G_GG4CC—'—'CG_G—'GGC_CCCC®C—'—'C—'—'C__C_C_G_GGCGC—'G_GI

Sekil 4-1: AKT1 E17K, E49K ve L52R mutasyonlarina ait kromatogramlar.
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S33P:-T97C
ACT GGCA ACAGTCTTAC C'GG—'C@C'GG—'—"CC—"“C'GG'GCC—'C'—'CC—'C—'
Ml /\’Y Wi [\/WW(M\ Vil /\f\’"""{\)!\/\jk i MM[U\ Mgy
S45F: C134T
'GG'GCC—'C'—'CC—'C—'GC_CC"O'C'G GT GGTAAA AATCCT GAGOGAA
JWM Mt WM ALY f\fx W [\/\(& WMAN AV
T41A: A121G
C_C_GG—'—'_CC—'__C_GG_GCC—'C_©CC—'C—'GC_CC__C_C_G—'G_GG_4—'

Sekil 4-2: CTNNB1 S33P, S45F ve T41A mutasyonlarina ait kromatogramlar.

4.3. Maxi Kit ile Izole Edilen Plazmid DNA’lar
Maxi izolasyon kiti kullanilarak izole edilen plazmid DNA 6rneklerinin

konsantrasyonlar1 ve safliklar1 6l¢iildii, dlgimlere ait degerler Tablo 4-2°de verildi.

Tablo 4-2: Plazmid DNA Kkonsantrasyonlar: ve safliklar1 (Maxi kit)

DNA Konsantrasyon (ng/pL) Safhk (A260/280)
AKT1WT 3502,55 1,855
AKT1 E17K 2909,57 1,846
AKT1 E49K 2776,28 1,879
AKT1 L52R 3454,59 1,869
CTNNB1 WT 3409,17 1,851
CTNNB1 S33P 2885,24 1,875
CTNNB1 S45F 3369,61 1,834
CTNNB1 T41A 2785,6 1,891

4.4. Western Blot Analizi
Bos vektor, AKTL/CTNNB1 WT ve mutant genleri tasiyan plazmidler ile
transfekte edilen hiicrelerin lizatlari, Anti-Myc DDK antikoru kullanilarak Western Blot

ile analiz edildi. Analizler sonucunda beklenildigi gibi, bos vektdr iceren hiicre



orneklerinde herhangi bir bant gézlenmezken, AKT1 ve CTNNB1 WT genleri iceren
hiicre 6rneklerinde immiinoreaktif protein bantlar1 gozlendi (Sekil 4-3 ve Sekil 4-4).
WT ile transfekte hiicre Orneklerinde immiinorekatif protein bantlarmin goriilmesi,

transfeksiyon igsleminin basarili oldugunu gosterdi.

MCF-7 MDA-MB-231 SKOV-3
S S S
E E: E
g = & £ & =
AKTI1 o . =

Beta-aktin TED GENED s NN GEES SN

Sekil 4-3: MCF-7, MDA-MB-231 ve SKOV-3 hiicrelerinde bos vektor ve AKT1 WT’ye ait
immiinoreaktif protein bantlari.

MCF-7 MDA-MB-231 SKOV-3
£ H K
-9 - g - : =
2 =z gz £ =
B-katenin m— —— —

Beta-aklin uumen e oo GED G a——

Sekil 4-4: MCF-7, MDA-MB-231 ve SKOV-3 hiicrelerinde bos vektor ve -katenin WT’ye
ait immiinoreaktif protein bantlari.

AKT1 WT ile mutasyonlarinit ve CTNNB1 WT ile mutasyonlarimi igeren hiicre
orneklerine ait immiinorekatif protein bantlarinin yogunluklar1 “Image J” programi
kullanilarak hesaplandi. AKT1 ve CTNNB1 WT proteinlere ait bant yogunluklari,
mutant protein bant yogunluklari ile, ikili post-hoc analizi ile istatistiksel olarak

degerlendirildi.
Analiz sonuglarina gore, MCF-7 hiicrelerinde AKT1 WT ile AKT1 E17K, E49K

ve L52R mutasyonlarmna ait immiinoreaktif protein diizeyleri karsilastirildiginda, ¢
mutasyona ait immiinoreaktif protein diizeyleri WT’ninkinden istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiik oldugu bulundu (p<0,005). Mutant immiinoreaktif protein

diizeyleri kendi arasinda kiyaslandiginda ise, AKT1 L52R’ye ait protein diizeyi AKT1
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E17K ve E49K’ninkilerinden istatatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu
saptand1 (p<0,05) (Sekil 4-5). MCF-7 hiicrelerinde CTNNB1 WT ile CTNNB1 S33P,
S45F ve T41A mutasyonlarma ait immiinoreaktif protein diizeyleri karsilastirildiginda
ise, protein diizeyleri arasinda istatistiksel olarak herhangi bir farklilik saptanmadi
(p>0,05) (Sekil 4-6).

A B
120 1
- ¥ ] & ,\g 100 4
S B 3 | X
T ¥
- 80
AKT] s oo o— — &3
- =2 60
nﬂ
. = =
Beta-aktin e M GuS G 5
23
% 20
8
0_

E17K

E49K

L52R

Sekil 4-5: MCF-7 hiicrelerinde AKT1 ve beta-aktin immiinoreaktif protein bantlari (A) ve
AKT1 WT, E17K, E49K ve L52R immiinoreaktif protein diizeyleri (B).

* L52R immiinoreaktif protein diizeyi , E17K ve E49K immiinoreaktif protein diizeyleri ile kiyaslanmustir (p<0,05), ** p<0,005.
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Sekil 4-6: MCF-7 hiicrelerinde B-katenin ve beta-aktin immiinoreaktif protein bantlari (A)
ve B-katenin WT, S33P, S45F ve T41A immiinoreaktif protein diizeyleri (B).

MDA-MB-231 hiicrelerinde AKT1 WT ile AKT1 E17K, E49K ve L52R
mutasyonlarina ait immiinoreaktif protein diizeyleri karsilastirildiginda, {i¢c mutasyona
ait immiinoreaktif protein diizeyleri WT ninkinden istatistiksel olarak anlamli derecede
diistik oldugu bulundu (p<0,005). Mutant immiinoreaktif protein diizeyleri kendi
arasinda kiyaslandiginda ise, AKT1 L52R’ye ait protein diizeyi AKT1 E17K ve
E49K’ninkilerinden istatatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu saptandi
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(p<0,05) (Sekil 4-7). MDA-MB-231 hiicrelerinde CTNNB1 WT ile CTNNB1 S33P,
S45F ve T41A mutasyonlarma ait immiinoreaktif protein diizeyleri karsilastirildiginda

ise, protein diizeyleri arasinda istatistiksel olarak herhangi bir farklilik saptanmadi
(p>0,05) (Sekil 4-8).

*% )
A B *k i
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Sekil 4-7: MDA-MB-231 hiicrelerinde AKT1 ve beta-aktin immiinoreaktif protein bantlar:
(A) ve AKTLWT, E17K, E49K ve L52R immiinoreaktif protein diizeyleri (B).

* L52R immiinoreaktif protein diizeyi , E17K ve E49K immiinoreaktif protein diizeyleri ile kiyaslanmustir (p<0,05), ** p<0,005.
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Sekil 4-8: MDA-MB-231 hiicrelerinde B-katenin ve beta-aktin immiinoreaktif protein

bantlar1 (A) ve B-katenin WT, S33P, S45F ve T41A immiinoreaktif protein
diizeyleri (B).

SKOV-3 hiicrelerinde AKT1 WT ile AKT1 E17K, E49K ve L52R
mutasyonlarina ait immiinoreaktif protein diizeyleri karsilastirildiginda, ti¢c mutasyona
ait immiinoreaktif protein diizeyleri WT ninkinden istatistiksel olarak anlamli derecede
diisiik oldugu bulundu (p<0,005). Mutant immiinoreaktif protein diizeyleri kendi
arasinda kiyaslandiginda ise, AKT1 L52R’ye ait protein diizeyi AKT1 E17K ve
E49K’ninkilerinden istatatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu saptandi
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(p<0,005) (Sekil 4-9). Ayni hiicrelerde CTNNB1 WT ile CTNNB1 S33P, S45F ve
T41A mutasyonlarina ait immiinoreaktif protein diizeyleri karsilastirildiginda ise,

protein diizeyleri arasinda istatistiksel olarak herhangi bir farklilik saptanmadi (p>0,05)
(Sekil 4-10).
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Sekil 4-9: SKOV-3 hiicrelerinde AKT1 ve beta-aktin immiinoreaktif protein bantlari (A)
ve AKT1 WT, E17K, E49K ve L52R immiinoreaktif protein diizeyleri (B).

* L52R immiinoreaktif protein diizeyi , E17K ve E49K immiinoreaktif protein diizeyleri ile kiyaslanmigtir (p<0,005), ** p<0,005.
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Sekil 4-10: SKOV-3 hiicrelerinde B-katenin ve beta-aktin immiinoreaktif protein bantlar
(A) ve pB-katenin WT, S33P, S45F ve T41A immiinoreaktif protein diizeyleri
(B).

4.5. MCF-7 Hiicrelerinde AKT1 ve CTTNB1 Mutasyonlarimin Paklitaksel Direnci
Uzerine EtKkisi

45.1. MCF-7 Hiicrelerinde AKT1 WT ve Mutasyonlarimin Paklitaksel Direnci
Uzerine Etkisi

AKT1 WT ve mutasyonlarini (E17K, E49K ve L52R) tasiyan MCF-7 hiicreleri,
paklitaksel ile 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilerek hiicre 6liim yiizdeleri MTS analiz ile



belirlendi. 24. ve 48. saatler sonunda, paklitakselin ¢alisilan tiim dozlar1 i¢in (100-0,003
pg/mL), AKT1 WT ve mutasyonlarini tagiyan MCF-7 hiicrelerinde herhangi bir hiicre
Olimii saptanmadi. 72 saatlik inkiibasyon sonunda ise, paklitakselin ¢alisilan tiim
dozlar: i¢in, AKT1 E17K ve E49K mutasyonlarini tasiyan MCF-7 hiicrelerinde hiicre
olimii goriilmezken, AKT1 WT (en yiiksek dozda %50,00) ve L52R mutasyonuna (en
yiiksek dozda %48,60) sahip MCF-7 hiicrelerinde hiicre 6liimii goriildii (Tablo 4-3).

Tablo 4-3: AKT1 WT ve mutasyonlar ile transfekte MCF-7 hiicrelerinde paklitakselin
hiicre 6liim yiizde degerleri (72 saat)

Hiicre Oliimii-72 saat (% Inhibisyon)

Paklitaksel (ug/mL) WT E17K E49K L52R
100 50,00 + 1,00 = - 48,60 + 3,24
50 47,91 + 2,50 F = 48,97 + 3,55
25 43,35+ 0,56 - F 41,07 +£0,90
12,5 38,80 + 2,99 - - 38,67+ 1,53
6,25 35,03+1,95 = & 35,67 +2,08
3,125 37,90+ 1,55 o = 36,77 + 1,66
1,563 37,80+ 1,84 - - 34,07 +£2,73
0,781 40,57 + 1,25 - - 36,00 + 2,65
0,391 36,94 +2,75 = e 38,87 + 3,38
0,195 35,71+2,35 - = 35,12+ 2,55
0,098 38,27 £ 2,37 - - 36,77+ 1,50
0,049 38,67 +0,25 - - 36,10 + 3,06
0,024 34,33+1,15 - - 35,43+3,31
0,012 33,11+1,49 - - 29,23+2,30
0,006 21,80+1,61 - - 24,50 + 2,17
0,003 21,33+1,22 - - 19,02 £1,51
Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). “-” hiicre dliimiiniin olmadigini ifade etmektedir.

AKT1 WT ile transfekte edilen ve edilmeyen (sadece “houseckeeping” AKT1
iceren) MCF-7 hiicrelerinin hiicre 6liim yiizdeleri karsilastirildiginda, 72. saatte,
calisilan tiim ilag dozlarinda (100-0,003 pg/mL), AKT1 WT ile transfekte hiicrelerin
hiicre O6lim yiizdesinin, AKT1 WT ile transfekte edilmeyen hiicrelerininkinden,
istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) derecede diisiik oldugu goriildii. Bu sonuglar, AKT1
ifade ediligindeki artisin, ilag direnci ile yakindan iliskili oldugunu gostermektedir. 72.
saatteki, artmus AKT1 WT diizeyinin ilag direncine etkisi, kat artig1 seklinde Sekil 4-
11°de gosterilmistir.
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Sekil 4-11: MCF-7 hiicrelerinde AKT1 WT transfeksiyonunun ila¢ direncine etkisi (72
saat).

AKT1 WT ve mutasyonlarini tasiyan hiicrelerde, paklitakselin hiicre 6limi
tizerine etkisi ikili post-hoc analizleri ile kiyaslandiginda, 72. saatte, 100-0,003 pg/mL
doz arahiginda, AKT1 WT ile L52R arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olmadigi (p>0,05), AKT1 WT ile E17K ve AKT1 WT ile E49K arasinda ise istatistiksel
olarak belirgin bir farklilik oldugu saptandi (p<0,05) (Sekil 4-12).
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Sekil 4-12: AKT1 WT ve mutasyonlari ile transfekte MCF-7 hiicrelerinde paklitakselin
hiicre oliimii iizerine etkisi (72 saat).
“*” Bu mutasyonlarda hiicre 6limii (% inhibisyon) goriilmedi.

Bu bulgular, AKT1 E17K ve E49K mutasyonlarinin, WT’ye gore daha fazla

paklitaksel direncine neden oldugunu ve bu direncin her iki mutasyon i¢in benzer



oldugunu gosterdi. Ayrica, AKT1 L52R mutasyonunun AKT1 WT’ye benzer bir ilag

direncine neden oldugu saptandi.

4.5.2. MCF-7 Hiicrelerinde CTNNB1 Mutasyonlar ve Paklitaksel Direnci

CTNNB1 WT ve mutasyonlarim1 (S33P, S45F ve T41A) tasiyan MCF-7
hiicreleri, paklitaksel ile 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilerek hiicre oliimleri yiizdeleri
MTS analizi ile belirlendi. 24. saatte, ¢alisilan 12,5-0,003 pg/mL doz arahiginda,
paklitakselin CTNNB1 WT ve mutasyonlari {izerinde herhangi bir hiicre dliimiine neden
olmadigr goriildii. 100-25 pg/mL  dozlarinda ise, CTNNB1 S45F ve T41A
mutasyonlarini tagiyan hiicrelerde paklitakselin herhangi bir etkisi gézlenmezken,
CTNNB1 WT ve S33P mutasyonunu tasiyan hiicrelerde hiicre 6liimii goriildii (Tablo 4-
4).

Tablo 4-4: CTNNB1 WT ve mutasyonlari ile transfekte MCF-7 hiicrelerinde paklitakselin
hiicre 6liim yiizde degerleri (24 saat)

Hiicre Oliimii-24 saat (% Inhibisyon)

Paklitaksel (ug/mL) WT S33P S45F T41A

100 11.63+1.48 12,71 +£1,14
50 8,29+154 9,00 +0,92
25 6,14 £1,39 6,67+1,14
12,5 - -

6,25

3,125

1,563

0,781

0,391

0,195

0,098

0,049

0,024

0,012

0,006

0,003

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). “-” hiicre 6liimiiniin olmadigin1 ifade etmektedir.

CTNNB1 WT ile transfekte MCF-7 hiicreleri, transfekte edilmemis MCF-7
hiicreleri (“housekeeping” CTNNBL igeren) ile karsilastirildiginda, 24. saatte, 100-25
pug/mL doz araliginda, CTNNB1 WT ile transfekte MCF-7 hiicrelerinin hiicre 6liim

yiizdelerinin, transfekte edilmemis MCF-7 hiicrelerininkinden, istatistiksel olarak
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anlamli (p<0,05) derecede diisiik oldugu goriildi. Bu sonuglar, CTNNB1 ifade
edilisindeki artisin ilag direnci ile yakindan iligkili oldugunu gostermektedir. 24.
saatteki, artmig CTNNB1 WT diizeyinin ilag¢ direncine etkisi, kat artis1 seklinde Sekil 4-

13’te gosterilmistir.
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Sekil 4-13: MCF-7 hiicrelerinde CTNNB1 WT transfeksiyonunun ila¢ direncine etkisi (24
saat).

CTNNB1 WT ve mutasyonlarmi tasiyan hiicrelerde, paklitakselin hiicre 6limii
tizerine etkisi ikili post-hoc analizleri ile kiyaslandiginda, 24. saatte, 100-25 png/mL doz
araliginda, CTNNB1 WT ile S33P arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olmadig1 (p>0,05), CTNNB1 WT ile S45F ve CTNNB1 WT ile T41A arasinda ise
istatistiksel olarak belirgin bir farklilik oldugu saptandi (p<0,05) (Sekil 4-14).
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Sekil 4-14: CTNNB1 WT ve mutasyonlari ile transfekte MCF-7 hiicrelerinde paklitakselin
hiicre 6liimil iizerine etkisi (24 saat).

“*” Bu mutasyonlarda hiicre 6liimii (% inhibisyon) goriilmedi.



48. saatte, calisilan 0,012-0,003 pg/mL doz araliginda, paklitakselin CTNNB1
WT ve mutasyonlar1 iizerinde herhangi bir hiicre 6liimiine neden olmadig1 saptandi.
Calisilan 100-0,024 pg/mL doz araliginda ise, CTNNB1 S45F ve T41A mutasyonlarini
tagtyan hiicrelerde paklitakselin hiicre Oliimii lizerine herhangi bir etkisi olmadigi,
CTNNB1 WT ve S33P mutasyonunu tasiyan hiicrelerde ise hiicre 6liimiine neden
oldugu gozlendi (Tablo 4-5).

Tablo 4-5: CTNNB1 WT ve mutasyonlar ile transfekte MCF-7 hiicrelerinde paklitakselin
hiicre 6liim yiizde degerleri (48 saat)

Hiicre Oliimii-48 saat (% Inhibisyon)

Paklitaksel (ug/mL) WT S33P S45F T41A
100 24,76 + 0,67 25,70 £1.47 <
50 24,03 +£1,84 25,49+ 0,40 -
25 17,81+ 2,39 19,56 +1,29 -
12,5 12,08 £ 0,43 12,94 + 0,60 =
6,25 7,43+£0,78 9,73+2,63 -
3,125 6,98 £ 0,14 8,31+2,83 -
1,563 6,24 +£1,14 8,03 £1,07 -
0,781 8,53 +0,96 10,67 £ 3,44 e
0,391 11,39+1,28 11,00 £ 3,12 -
0,195 8,58 +£1,27 9,67 £4,37 -
0,098 7,65+2,09 8,87 £0,27 -
0,049 8,83 +1,58 8,24 +1,08 -
0,024 9,11+1,40 7,12 +0,89 -
0,012 - - -
0,006 - - -
0,003 - - -
Veriler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). “-” hiicre 6liimiiniin olmadigin1 ifade etmektedir.

CTNNB1 WT ile transfekte MCF-7 hiicreleri, transfekte edilmemis MCF-7
hiicreleri (“housekeeping” CTNNBL1 iceren) ile karsilastirildiginda, 48. saatte 100-0,024
pug/mL arahigindaki dozlarda, CTNNB1 WT ile transfekte MCF-7 hiicrelerinin hiicre
Oliim ylizdesinin, transfekte edilmemis MCF-7 hiicrelerininkinden, istatistiksel olarak
anlamli (p<0,05) derecede diisiik oldugu goriildii. Bu sonuglar, CTNNB1 ifade
edilisindeki artisin ilag direnci ile yakindan iliskili oldugunu gostermektedir. 48.
saatteki, artmis CTNNB1 WT diizeyinin ila¢ direncine etkisi, kat artis1 seklinde Sekil 4-

15°te gosterilmistir.
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Sekil 4-15: MCF-7 hiicrelerinde CTNNB1 WT transfeksiyonunun ila¢ direncine etkisi (48
saat).

CTNNB1 WT ve mutasyonlarmi tasiyan hiicrelerde, paklitakselin hiicre 6limii
tizerine etkisi ikili post-hoc analizleri ile kiyaslandiginda, 48. saatte, 100-0,024 pg/mL
doz araliginda, CTNNB1 WT ile S33P arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olmadig1 (p>0,05), CTNNB1 WT ile S45F ve CTNNB1 WT ile T41A arasinda ise
istatistiksel olarak belirgin bir farklilik oldugu saptandi (p<0,05) (Sekil 4-16).
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Sekil 4-16: CTNNB1 WT ve mutasyonlari ile transfekte MCF-7 hiicrelerinde paklitakselin
hiicre 6liimil iizerine etkisi (48 saat).

“*” Bu mutasyonlarda hiicre 6limii (% inhibisyon) goriilmedi.



72. saatte c¢aligilan 0,006 ve 0,003 pg/mL doz araliginda, paklitakselin CTNNB1
WT ve mutasyonlar1 iizerinde herhangi bir hiicre 6liimiine neden olmadig1 saptandi.
Caligilan 100-0,012 pg/mL doz arahiginda ise, paklitakselin CTNNB1 WT ve

mutasyonlarinda hiicre §liimiine neden oldugu goriildii (Tablo 4-6).

Tablo 4-6: CTNNB1 WT ve mutasyonlar ile transfekte MCF-7 hiicrelerinde paklitakselin
hiicre 6liim yiizde degerleri (72 saat)

Hiicre Oliimii-72 saat (% Inhibisyon)

Paklitaksel (ng/mL) WT S33P S45F T41A
100 56,45 + 2,79 57,91 +1,77 20,93 +1,11 28,93 +3,10
50 49,68 + 2,92 52,08 +£1,93 22,15+ 0,64 29,84 + 1,68
25 29,29+ 0,26 30,38 +£1,63 22,15+1,84 18,29+ 0,84
12,5 20,17 £ 2,36 23,48 +1,84 10,54 + 1,86 11,00 £1,00
6,25 18,17+ 0,76 19,95+ 1,77 11,27 +1,31 7,71+1,46
3,125 22,69 + 3,41 25,38 £ 0,24 10,14 + 1,37 10,66 + 1,52
1,563 29,16 +1,63 32,00 +1,08 9,08 £ 0,87 7,97 £1,13
0,781 30,08 +1,44 34,19+ 2,06 13,33 +£3,89 16,20 £ 2,68
0,391 32,50 £ 2,92 35,23 +2,29 18,06 2,33 16,27 £1,61
0,195 31,92+ 3,21 35,56 + 1,93 16,11 +1,91 15,40 £ 2,81
0,098 34,01 +1,08 32,78 +2,21 15,63 + 1,26 14,00 £ 3,31
0,049 32,24 +1,34 34,09+ 0,80 16,80 £ 2,07 14,07 + 3,64
0,024 30,17+0,15 30,96 + 1,06 17,73+ 2,80 12,92 £ 1,96
0,012 19,18 £ 2,52 21,78+ 1,16 13,21+1,61 8,04 +2,08
0,006 - - - -
0,003 - - - -
Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). “-” hiicre dliimiiniin olmadigin1 ifade etmektedir.

CTNNB1 WT ile transfekte MCF-7 hiicreleri, transfekte edilmemis MCF-7
hiicreleri (“housekeeping” CTNNBL1 iceren) ile karsilastirildiginda, 72. saatte 100-0,012
pug/mL arahigindaki dozlarda, CTNNB1 WT ile transfekte MCF-7 hiicrelerinin hiicre
Oliim ylizdesinin, transfekte edilmemis MCF-7 hiicrelerininkinden, istatistiksel olarak
anlamli (p<0,05) derecede diisiik oldugu goriildii. Bu sonuglar, CTNNB1 ifade
edilisindeki artisin ila¢g direnci ile yakindan iligkili oldugunu gdstermektedir. 72.
saatteki, artmis CTNNB1 WT diizeyinin ilag¢ direncine etkisi, kat artis1 seklinde Sekil 4-
17°de gosterilmistir.
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Sekil 4-17: MCF-7 hiicrelerinde CTNNB1 WT transfeksiyonunun ilac direncine etkisi (72
saat).

CTNNB1 WT ve mutasyonlarmi tasiyan hiicrelerde, paklitakselin hiicre 6limii
tizerine etkisi ikili post-hoc analizleri ile kiyaslandiginda, 72. saatte, 100-0,012 pug/mL
doz araliginda, CTNNB1 WT ile S33P arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olmadig1 (p>0,05), CTNNB1 WT ile S45F ve CTNNB1 WT ile T41A arasinda ise
istatistiksel olarak belirgin bir farklilik oldugu saptandi (p<0,05) (Sekil 4-18).
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Sekil 4-18: CTNNB1 WT ve mutasyonlari ile transfekte MCF-7 hiicrelerinde paklitakselin
hiicre 6liimil iizerine etkisi (72 saat).

“*” WT ve mutasyonlar arasindaki istatistiksel anlamlilig1 (p<0,05) ifade etmektedir.



Bu bulgular, ¢aligilan tiim saatlerde, CTNNB1 S45F ve T41A mutasyonlarinin
CTNNB1 WT’ye gore daha fazla, CTNNB1 S33P mutasyonunun ise CTNNB1 WT ile

benzer derecede paklitaksel direncine neden oldugunu gosterdi.

4.6. MDA-MB-231 Hiicrelerinde AKT1 ve CTTNB1 Mutasyonlarimn ilag¢
Direncine Etkisi

4.6.1. MDA-MB-231 Hiicrelerinde AKT1 Mutasyonlar: ve Paklitaksel Direnci

AKT1 WT ve mutasyonlarin1 (E17K, E49K ve L52R) tasiyan MDA-MB-231
hiicreleri, paklitaksel ile 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilerek hiicre 6liimleri MTS analizi
ile belirlendi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda, paklitakselin ¢alisilan tiim ila¢ dozlarinda
(100-0,003 pg/mL), AKT1 WT ve mutasyonlarini tasiyan hiicrelerde, hiicre oliimii
goriildii (Tablo 4-7).

Tablo 4-7: AKT1 WT ve mutasyonlar1 ile transfekte MDA-MB-231 hiicrelerinde
paklitakselin hiicre 6liim yiizde degerleri (24 saat)

Hiicre Oliimii-24 saat (% Inhibisyon)

Paklitaksel (ug/mL) WT E17K E49K L52R

100 50.50 +£0.78 41.87+1.19 39.03+1.70 27.32+1.01

50 49,30 +1,10 41,79+0,48 41,23+1,55 29,99 £ 0,28

25 45,98 + 0,43 38,97 £ 0,55 40,58 +1,17 28,11+1,93
12,5 46,30 + 0,69 38,75+1,52 40,04 +1,72 30,77 £ 1,50
6,25 39,43 +0,90 33,33+2,43 34,37+1,62 26,92 + 2,62
3,125 38,40+ 1,36 31,13+1,30 32,42+1,81 25,20 £ 2,76
1,563 38,62 +1,97 31,98 +2,20 31,76 £1,42 26,01 +1,30
0,781 36,44 +£0,58 31,06 + 0,46 33,01+£1,28 25,44 +1,37
0,391 40,68+ 0,61 32,76 £1,37 33,80+ 0,05 27,00+ 1,00
0,195 37,79+ 1,06 32,51+1,11 32,73+1,44 27,60 £ 1,12
0,098 37,16 £0,83 31,13+0,96 31,43+0,18 26,83 £ 0,49
0,049 36,06 +1,26 29,77 +0,74 29,96 + 0,61 26,15+ 1,78
0,024 30,87 +0,91 25,66 + 0,68 26,89+ 0,27 20,10+ 1,54
0,012 27,58 + 0,96 20,35+0,76 20,53+1,19 16,33 +2,11
0,006 21,72+ 0,05 16,13+ 1,72 15,86 + 0,92 13,13+ 1,02
0,003 18,97 + 1,61 9,80+0,19 12,09 + 0,64 10,28 + 0,39

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3).

AKT1 WT ile transfekte MDA-MB-231 hiicreleri, transfekte edilmemis MDA-
MB-231 hiicreleri (“housekeeping” AKT1 iceren) ile karsilastirildiginda, 24. saatte, 100-
0,012 pg/mL doz araliginda, AKT1 WT ile transfekte edilmis hiicrelerin hiicre 6liim

yiizdesinin, transfekte edilmemis hiicrelerininkinden, istatistiksel olarak anlamli bir



sekilde farkli olmadigi (p>0,05) goriildi. 0,006 ve 0,003 pug/mL dozlarinda ise,
istatistiksel bir anlamlilik saptandi (p<0,05). Bu sonuglar, AKT1 ifade edilisindeki
artigin, 24. saatte, sadece 0,006 ve 0,003 pg/mL dozlarinda, ila¢ direnci ile iliskili
oldugunu gostermektedir. 24. saatteki, artmig AKT1 WT diizeyinin ilag direncine etkisi,

kat artig1 seklinde Sekil 4-19°da gosterilmistir.
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Sekil 4-19: MDA-MB-231 hiicrelerinde AKT1 WT transfeksiyonunun ila¢ direncine etkisi
(24 saat).

AKT1 WT ve mutasyonlarini tasiyan hiicrelerde, paklitakselin hiicre oOliimii
tizerine etkisi ikili post-hoc analizleri ile kiyaslandiginda, 24. saatte, 100-0,003 pg/mL
doz araliginda, AKT1 E17K, E49K ve L52R mutasyonlari ile transfekte MDA-MB-231
hiicrelerinde goriilen hiicre 6liim yiizdelerinin, AKT1 WT ile transfekte MDA-MB-231
hiicrelerininkinden istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) derecede diisiik oldugu saptandi

(Sekil 4-20).
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Sekil 4-20: AKT1 WT ve mutasyonlar1 ile transfekte MDA-MB-231 hiicrelerinde
paklitakselin hiicre 6liimii iizerine etkisi (24 saat).

“*” WT ve mutasyonlar arasindaki istatistiksel anlamlilig1 (p<0,05) ifade etmektedir.

w
=

*
*

% Inhibisyon
2

[
=

LN s m—==
12,5

6,25 [
3,125 [
0,781 B
U e —
0,195 [

0,003 [~

0.

AKT1 WT ve mutasyonlarmi tasiyan MDA-MB-231 hiicrelerinin paklitaksel ile

48 saatlik inkiibasyonlar1 sonrasinda, ¢alisilan tiim ila¢ dozlarinda hiicre 6liimii goriildii

(Tablo 4-8).

Tablo 4-8: AKT1 WT ve mutasyonlann ile transfekte MDA-MB-231 hiicrelerinde
paklitakselin hiicre 6liim yiizde degerleri (48 saat)

Hiicre Oliimii-48 saat (% Inhibisyon)

Paklitaksel (ug/mL) WT E17K E49K L52R

100 39.99 +1.99 27.22+1.29 29.09+2.18 17.5+0.69

50 37,48 +0,44 29,31+2,15 30,62 + 1,46 19,04 £0,13

25 37,69 £ 0,96 26,14 £ 0,17 26,97 £ 0,50 18,72+ 0,61
12,5 38,96+ 1,17 31,56 +£1,10 32,72+£0,71 24,33+ 1,56
6,25 35,92 + 0,46 30,86 + 0,60 31,85+0,85 24,36 + 2,18
3,125 33,39+1,51 24,93 +2,44 28,46 £ 0,51 20,91+2,14
1,563 32,19+ 1,40 23,99+ 1,72 27,67 +1,29 21,15+0,62
0,781 33,57 £1,17 25,31 +1,27 30,13 +1,17 21,00 £0,77
0,391 35,76 £1,29 27,46 £ 0,62 28,37+ 1,99 22,44+ 1,38
0,195 30,16 £1,51 24,38 £ 2,10 23,01 +2,08 17,15+ 1,62
0,098 32,96 £ 0,09 24,79+ 1,29 23,68+ 1,21 17,52 +0,28
0,049 29,87 £0,72 21,87 £ 0,60 18,43 +0,76 18,23+ 0,68
0,024 25,00 +1,92 16,30+ 0,64 16,56 + 1,58 14,25+1,71
0,012 18,41 +0,76 11,86+ 1,63 11,36 £ 0,94 9,49+1,36
0,006 14,78 + 0,87 9,25+0,94 7,38+1,01 8,66 + 0,45
0,003 10,59+ 1,51 6,18 + 0,59 7,38+ 0,67 6,44 + 0,55

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3).



AKT1 WT ile transfekte MDA-MB-231 hiicreleri, transfekte edilmemis MDA -
MB-231 hiicreleri (“housekeeping” AKT1 igeren) ile karsilastirildiginda, 48. saatte 100-
0,003 pg/mL araligindaki dozlarda, AKT1 WT ile transfekte edilmis hiicrelerin hiicre
Oliim yiizdesinin, transfekte edilmemis hiicrelerininkinden, istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde farkli oldugu (p<0,05), bu farkin diisiik dozlarda daha belirgin oldugu
gozlendi. Bu sonuglar, AKT1 ifade edilisindeki artigin, ilag direnci ile iligkili oldugunu
gostermektedir. 48. saatteki, artmis AKT1 WT diizeyinin ilag direncine etkisi, kat artis
seklinde Sekil 4-21°de gosterilmistir.

—_——

Kat Artisi
NS
(R
i
——
——
—
o
.

~——MDA-MB-231

MDA-MB-231 AKT1 WT

100
50
25

12,5
6,25

3,125

1,563

0,781

0,391

0,195

0,098

0,049

0,024

0,012

0,006

0,003

Paklitaksel Konsantrasyonu (ug/mL)

Sekil 4-21: MDA-MB-231 hiicrelerinde AKT1 WT transfeksiyonunun ila¢ direncine etkisi
(48 saat).

AKT1 WT ve mutasyonlarmi tasiyan hiicrelerde, paklitakselin hiicre o6liimii
tizerine etkisi ikili post-hoc analizleri ile kiyaslandiginda, 48. saatte, 100-0,003 ug/mL
doz araliginda, AKT1 E17K, E49K ve L52R mutasyonlari ile transfekte MDA-MB-231
hiicrelerinde goriilen hiicre 6liim yiizdelerinin, AKT1 WT ile transfekte MDA-MB-231
hiicrelerininkinden istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) derecede diisiik oldugu saptandi

(Sekil 4-22).
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Sekil 4-22: AKT1 WT ve mutasyonlar1 ile transfekte MDA-MB-231 hiicrelerinde
paklitakselin hiicre 6liimii iizerine etkisi (48 saat).

“*” WT ve mutasyonlar arasindaki istatistiksel anlamlilig1 (p<0,05) ifade etmektedir.

AKT1 WT ve mutasyonlarmi tasiyan MDA-MB-231 hiicrelerinin paklitaksel ile
72 saatlik inkiibasyonlar1 sonrasinda, ¢aligilan tiim ilag dozlarinda hiicre 6liimii goriildii

(Tablo 4-9).

Tablo 4-9: AKT1 WT ve mutasyonlann ile transfekte MDA-MB-231 hiicrelerinde
paklitakselin hiicre 6liim yiizde degerleri (72 saat)

Hiicre Oliimii-72 saat (% Inhibisyon)

Paklitaksel (ug/mL) WT E17K E49K L52R
100 35.78+0.73 33.28+0.13 32.09+1.02 23.36 +£0.49
50 36,07 + 0,56 33,04 +0,54 29,40+ 1,15 21,47+1,23
25 33,94+ 1,06 28,64 +0,97 25,36+ 1,63 21,43+1,07
12,5 41,38+0,83 37,14+1,25 35,63+1,03 28,22+0,22
6,25 42,51+1,20 38,03+0,19 36,32+1,30 26,93+1,23

3,125 39,33+0,93 36,21+ 0,85 33,70+1,37 24,67+1,03
1,563 38,96 + 0,53 35,39+1,12 30,48 + 1,65 23,85+ 0,86
0,781 39,19+ 0,15 36,56 + 0,37 36,37 +£0,44 25,04 +£0,56
0,391 41,94 +1,45 38,06 +1,13 34,37+0,19 28,94+ 1,36
0,195 39,23+1,26 35,56 + 0,89 31,93+0,32 2534+1,28
0,098 40,61+1,26 33,32+0,50 30,59+0,28 24,27+0,58
0,049 37,32+1,49 32,32+2,13 29,48 +2,20 24,43+1,04
0,024 30,91+0,26 28,59+ 0,51 23,88+1,24 21,56 +1,13
0,012 26,47+1,08 22,62+1,51 20,71+0,76 18,80 £ 0,92
0,006 23,78+ 1,67 22,02+0,84 18,73+ 1,58 16,13+£0,19
0,003 21,72+1,21 21,65+1,18 20,48 +1,07 17,33 £ 0,60

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3).



AKT1 WT ile transfekte MDA-MB-231 hiicreleri, transfekte edilmemis MDA -
MB-231 hiicreleri (“housekeeping” AKT1 igeren) ile karsilastirildiginda, 72. saatte 100-
0,003 pg/mL araligindaki dozlarda, AKT1 WT ile transfekte edilmis hiicrelerin hiicre
Oliim yiizdesinin, transfekte edilmemis hiicrelerininkinden, istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde farkli oldugu (p<0,05) gbzlendi. Bu sonuglar, AKT1 ifade edilisindeki artisin,
ilag direnci ile iligkili oldugunu gostermektedir. 72. saatteki, artnms AKT1 WT
diizeyinin ilag direncine etkisi, kat artis1 seklinde Sekil 4-23’de gosterilmistir.
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Sekil 4-23: MDA-MB-231 hiicrelerinde AKT1 WT transfeksiyonunun ila¢ direncine etkisi
(72 saat).

AKT1 WT ve mutasyonlarini tasiyan hiicrelerde, paklitakselin hiicre 6liimii
tizerine etkisi ikili post-hoc analizleri ile kiyaslandiginda, 72. saatte, ¢alisilan tiim ilag
dozlarinda, AKT1 L52R mutasyonunu tastyan MDA-MB-231 hiicrelerinde goriilen
hiicre Olim yiizdelerinin, AKT1 WT tasiyan MDA-MB-231 hiicrelerininkinden
istatistiksel olarak anlamli derece (p<0,05) diisiik oldugu saptandi. Ayrica, 0,003 pg/mL
disindaki tiim ila¢ dozlarinda E49K mutasyonunu tasiyan, 0,006 ve 0,003 pg/mL
disindaki ila¢ dozlarinda ise, E17K mutasyonunu tasiyan MDA-MB-231 hiicrelerinin
hiicre 6liim ylizdeleri, AKT1 WT  ninkilerden istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik
oldugu bulundu (p<0,05) (Sekil 4-24).
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Sekil 4-24: AKT1 WT ve mutasyonlar1 ile transfekte MDA-MB-231 hiicrelerinde
paklitakselin hiicre dliimii iizerine etkisi (72 saat).
“*” WT ve mutasyonlar arasindaki istatistiksel anlamliligi (p<0,05) ifade etmektedir.

Bu sonuglar, calisilan tiim saatlerde, AKT1 E17K, E49K ve L52R

mutasyonlarmin AKT1 WT’ye gore daha fazla paklitaksel direncine neden oldugunu

gosterdi.

4.6.2. MDA-MB-231 Hiicrelerinde CTNNB1 Mutasyonlar ve Paklitaksel Direnci
CTNNB1 WT ve mutasyonlarini (S33P, S45F ve T41A) tastyan MDA-MB-231
hiicreleri, paklitaksel ile 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilerek hiicre 6liimleri MTS analizi
ile belirlendi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda, paklitakselin 100-0,098 ug/mL
araligindaki dozlarinda, CTNNB1 WT ve mutasyonlarini tasiyan hiicrelerde, hiicre

olimii goriildii (Tablo 4-10).



Tablo 4-10: CTNNB1 WT ve mutasyonlan ile transfekte MDA-MB-231 hiicrelerinde
paklitakselin hiicre 6liim yiizde degerleri (24 saat)

Hiicre Oliimii-24 saat (% Inhibisyon)

Paklitaksel (ng/mL) WT S33P S45F T41A
100 44,77 + 1,57 43,00 + 2,65 41,54+2,14 45,8+ 0,76
50 45,07 +1,01 41,80+1,93 42,33+ 1,71 44,75+ 1,33
25 42,94 + 2,69 40,62 + 1,20 39,72 +1,38 39,82 +1,42
12,5 34,67 £ 0,37 34,51+0,90 33,57+1,03 33,08 £ 0,99
6,25 24,31+ 0,86 26,00 £+ 2,06 25,48 £ 0,75 24,99 + 2,85
3,125 16,63+ 1,58 19,08 +£1,57 18,59+ 0,88 19,17 + 0,93
1,563 13,77+ 1,47 15,37+ 1,45 16,57 + 1,87 14,36 + 2,72
0,781 14,46 + 1,12 15,37+ 2,54 15,41 +1,50 15,31+ 0,86
0,391 15,17+0,11 13,82+1,43 15,06 + 2,53 15,82 +0,71
0,195 10,72 +1,97 13,64+ 0,53 10,23 + 2,66 11,32+1,21
0,098 11,35+0,79 9,65+ 2,04 10,71+1,01 8,57 + 3,44
0,049 - - - -
0,024 - e - -
0,012 - = = -
0,006 - - = -
0,003 = - - -
Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). “-” hiicre 6liimiiniin olmadigini ifade etmektedir.

CTNNB1 WT ile transfekte MDA-MB-231 hiicreleri, transfekte edilmemis
MDA-MB-231 hiicreleri (“housekeeping” CTNNBL1 iceren) ile karsilastirildiginda, 24.
saatte 12,5-0,098 pg/mL araligindaki dozlarda, CTNNB1 WT ile transfekte edilmis
hiicrelerin hiicre 6liim yiizdesinin, transfekte edilmemis hiicrelerininkinden, istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde farkli oldugu (p<0,05), diger dozlarda (100-25 pg/mL) ise
herhangi bir farklilik olmadigi (p>0,05) gozlendi. Bu sonuglar, CTNNB1 ifade
edilisindeki artigin, ilag direnci ile iliskili oldugunu gostermektedir. 24. saatteki, artmis
CTNNB1 WT diizeyinin ilag direncine etkisi, kat artis1 seklinde Sekil 4-25’te

gosterilmistir.
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Sekil 4-25: MDA-MB-231 hiicrelerinde CTNNB1 WT transfeksiyonunun ila¢ direncine
etkisi (24 saat).

CTNNB1 WT ve mutasyonlarint tasiyan MDA-MB-231 hiicrelerinde,
paklitakselin hiicre 6liimii lizerine etkisi ikili post-hoc analizleri ile kiyaslandiginda, 24.
saatte, 100-0,098 ug/mL doz araliginda, CTNNB1 mutasyonlar1 ile CTNNB1 WT
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05) (Sekil 4-26).
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Sekil 4-26: CTNNB1 WT ve mutasyonlann ile transfekte MDA-MB-231 hiicrelerde
paklitakselin hiicre 6liimii iizerine etkisi (24 saat).

48. saatte, ¢alisilan 100-0,012 ug/mL doz araliginda, paklitakselin CTNNB1 WT

ve mutasyonlarini tasiyan hiicrelerde, hiicre dliimiine neden oldugu goriildii. Son iki ilag



dozunda ise, CTNNB1 WT ve mutasyonlarini tasiyan hiicrelerde, herhangi bir hiicre

sliimii goriilmedi (Tablo 4-11).

Tablo 4-11: CTNNB1 WT ve mutasyonlan ile transfekte MDA-MB-231 hiicrelerinde
paklitakselin hiicre 6liim yiizde degerleri (48 saat)

Hiicre Oliimii-48 saat (% Inhibisyon)

Paklitaksel (ug/mL) WT S33P S45F T41A
100 46,50 + 1,56 44,53 + 2,33 46,06 + 2,16 4593+1,19
50 49,28 +1,28 47,30+2,23 46,12 + 2,31 46,90 + 3,06
25 41,68+ 1,76 40,59 + 0,27 38,86 2,21 39,10 £2,47
12,5 36,15+ 1,68 34,39+ 1,28 32,67 +2,02 32,23+ 2,55
6,25 31,53+1,23 30,71+ 2,19 31,61+0,59 29,33+1,01
3,125 31,31+1,75 28,92 +1,01 29,81+0,92 29,08 + 0,89
1,563 27,28+1,38 25,66 + 2,03 26,34 +£0,92 24,37 +£2,47
0,781 26,55+ 0,52 25,50 +1,06 27,37 £0,97 26,29 +1,62
0,391 30,98 + 1,83 28,98 + 1,00 30,58 + 3,35 29,50+ 1,50
0,195 26,89 + 3,47 23,38+ 2,97 23,84 +2,73 22,56 + 3,03
0,098 23,14+ 3,21 20,14 +1,80 24,16 +£1,54 20,17 £1,85
0,049 19,30 £ 0,60 17,46 £ 0,25 20,66 +1,10 16,57 £ 2,26
0,024 15,29 £ 2,16 12,84 +£0,82 15,24 + 1,06 13,94 £ 3,10
0,012 12,08 £1,73 10,31+ 0,88 11,94 +£1,95 9,33+1,53
0,006 - = - -
0,003 - 3 2 -
Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). “-” hiicre 6limiiniin olmadigini ifade etmektedir.

CTNNB1 WT ile transfekte MDA-MB-231 hiicreleri, transfekte edilmemis
MDA-MB-231 hiicreleri (“housekeeping” CTNNBL1 iceren) ile karsilastirildiginda, 48.
saatte calisgilan 100-0,012 pg/mL dozlarinda, CTNNB1 WT ile transfekte edilmis
hiicrelerin hiicre 6liim yiizdesinin, transfekte edilmemis hiicrelerininkinden, istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde farkli oldugu (p<0,05) gozlendi. Bu sonuglar, CTNNB1 ifade
edilisindeki artigin, ila¢ direnci ile iliskili oldugunu gostermektedir. 48. saatteki, artmis
CTNNB1 WT diizeyinin ila¢ direncine etkisi, kat artis1 seklinde Sekil 4-27°de

gosterilmistir.
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Sekil 4-27: MDA-MB-231 hiicrelerinde CTNNB1 WT transfeksiyonunun ila¢ direncine
etkisi (48 saat).

CTNNB1 WT ve mutasyonlarint tasiyan MDA-MB-231 hiicrelerinde,
paklitakselin hiicre 6liimii ilizerine etkisi ikili post-hoc analizleri ile kiyaslandiginda, 48.
saatte, 100-0,012 ug/mL doz araliginda, CTNNB1 mutasyonlar1 ile CTNNB1 WT
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05) (Sekil 4-28).
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Sekil 4-28: CTNNB1 WT ve mutasyonlan ile transfekte MDA-MB-231 hiicrelerinde
paklitakselin hiicre oliimii iizerine etkisi (48 saat).



72. saatte, ¢alisilan 100-0,003 pg/mL doz araliginda, paklitakselin CTNNB1 WT
ve mutasyonlarini tagtyan hiicrelerde, hiicre 6limiine neden oldugu goriildii (Tablo 4-
12).

Tablo 4-12: CTNNB1 WT ve mutasyonlan ile transfekte MDA-MB-231 hiicrelerinde
paklitakselin hiicre 6liim yiizde degerleri (72 saat)

Hiicre Oliimii-72 saat (% Inhibisyon)

Paklitaksel (ng/mL) WT S33P S45F T41A

100 4820+ 1,71 48,16 +1.76 49,44 £ 0,51 49.00+1.78
50 47,25+ 0,68 46,39 £ 0,54 48,09+ 1,14 48,24 + 1,41
25 40,91 + 2,50 39,91+1,81 40,01+1,44 38,56 + 2,50
12,5 35,90+ 1,58 36,88+ 1,06 36,75+0,82 33,41+1,96
6,25 33,77+£2,73 36,15+ 1,28 35,84+ 1,01 32,83 +2,47
3,125 30,27 £0,98 31,47 +1,96 32,18+ 1,96 30,39+0,59
1,563 26,47 + 1,60 28,35+ 0,43 28,67 +2,08 26,57+ 1,44
0,781 27,65+1,84 31,20+ 2,16 31,13+1,03 29,07 £ 0,47
0,391 29,26 £1,75 29,82+1,35 31,00 + 1,00 31,09+1,89
0,195 25,47+ 2,43 25,69 + 1,96 28,00 + 2,00 27,83+2,75
0,098 26,18 + 0,80 26,96 + 1,87 29,24 +2,13 27,74+ 1,38
0,049 22,63+1,33 24,80+1,22 25,56 +£1,91 25,58 £0,49
0,024 17,47+ 1,36 20,47 +1,90 20,54 +1,86 19,94 £ 1,73
0,012 11,15+ 2,88 13,47+ 1,54 13,38 £ 2,38 14,69 £ 1,62
0,006 11,33+ 1,53 11,92 +1,43 12,67 £1,15 11,76 £ 1,03
0,003 9,67 £ 0,58 11,11+ 1,15 11,74+ 2,21 11,52 £ 1,78

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3).

CTNNB1 WT ile transfekte MDA-MB-231 hiicreleri, transfekte edilmemis
MDA-MB-231 hiicreleri (“housekeeping” CTNNBL1 iceren) ile karsilastirildiginda, 72.
saatte ¢alisilan tiim ila¢ dozlarinda, CTNNB1 WT ile transfekte edilmis hiicrelerin hiicre
Oliim yiizdesinin, transfekte edilmemis hiicrelerininkinden, istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde farkli oldugu (p<0,05) gbzlendi. Bu sonuglar, CTNNB1 ifade edilisindeki
artisin, ila¢ direnci ile iliskili oldugunu gostermektedir. 72. saatteki, artmus CTNNB1
WT diizeyinin ila¢ direncine etkisi, kat artis1 seklinde Sekil 4-29°da gosterilmistir.
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Sekil 4-29: MDA-MB-231 hiicrelerinde CTNNB1 WT transfeksiyonunun ila¢ direncine
etkisi (72 saat).

CTNNB1 WT ve mutasyonlarint tasiyan MDA-MB-231 hiicrelerinde,
paklitakselin hiicre 6liimii lizerine etkisi ikili post-hoc analizleri ile kiyaslandiginda, 72.
saatte, 100-0,003 ug/mL doz araliginda, CTNNB1 mutasyonlar1 ile CTNNB1 WT
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05) (Sekil 4-30).
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Sekil 4-30: CTNNB1 WT ve mutasyonlann ile transfekte MDA-MB-231 hiicrelerinde
paklitakselin hiicre 6liimii iizerine etkisi (72 saat).



Bu sonuglar, calisilan tiim saatlerde ve ilag dozlarinda, CTNNB1 S33P, S45F ve
T41A mutasyonlarmin CTNNB1 WT’ye gore paklitaksel direncine neden olmadigini

gosterdi.

4.7. SKOV-3 Hiicrelerinde AKT1 ve CTTNB1 Mutasyonlarimn fla¢ Direncine
Etkisi

4.7.1. SKOV-3 Hiicrelerinde AKT1 Mutasyonlar ve Ila¢ Direnci

AKT1 WT ve mutasyonlarmi (E17K, E49K ve L52R) tastyan SKOV-3 hiicreleri,
paklitaksel ile 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilerek hiicre Oliimleri MTS analizi ile
belirlendi. 24. saatte, caligilan tiim ilag dozlarinda (100-0,003 pg/mL), paklitakselin
AKT1 WT ve mutasyonlarmi tastyan SKOV-3 hiicrelerinde, hiicre ¢liimiine neden
oldugu goriildi (Tablo 4-13).

Tablo 4-13: AKT1 WT ve mutasyonlari ile transfekte SKOV-3 hiicrelerinde paklitakselin
hiicre 6liim yiizde degerleri (24 saat)

Hiicre Oliimii-24 saat (% Inhibisyon)

Paklitaksel (ug/mL) WT E17K E49K L52R

100 3155+1.37 33.32+0.71 30,23+ 2,45 31,40+ 1,77

50 24,15+0,92 22,03+2,07 24,18 +£0,48 2535+1,41

25 20,25+1,38 19,30+ 1,12 20,02+1,34 21,72+ 1,63
12,5 19,85 +2,11 19,31+ 0,96 19,09 £+ 1,05 20,14 £ 2,10
6,25 18,41 +1,22 18,21+ 1,34 19,16 + 1,59 19,81+ 1,95
3,125 20,47 £ 1,47 18,99+ 1,49 20,19+1,43 18,60 + 0,60
1,563 21,27+1,98 23,00+1,14 22,00+1,84 21,92 +1,38
0,781 22,29 + 2,46 22,10+1,74 21,86 +1,07 22,62 +2,54
0,391 24,68+ 1,51 23,05 +1,40 23,51+0,74 22,89+ 1,02
0,195 23,46 £0.79 20.82+1,61 22,49+ 1,49 22,66 £ 1,12
0,098 22,27+0,68 21,45+2,18 22,33+1,01 21,10+ 1,22
0,049 21,82+1,86 21,82+1,90 21,61+0,47 21,57 +1,52
0,024 20,39+ 1,45 18,35+ 0,83 18,77+ 2,09 21,13+1,53
0,012 19,21+ 0,88 1991+1,25 17,41+ 0,85 19,37 +0,71
0,006 15,97 + 1,46 17,23+ 0,67 18,13+1,39 16,65+1,75
0,003 13,34+ 0,80 11,37 +1,58 13,72 +1,52 12,27 +1,91

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3).

AKT1 WT ile transfekte SKOV-3 hiicreleri, transfekte edilmemis SKOV-3
hiicreleri (“housekeeping” AKT1 iceren) ile karsilastirildiginda, 24. saatte, 100-0,003
pg/mL doz araliginda, AKT1 WT ile transfekte edilmis hiicrelerin hiicre 6liim ylizdesi,
transfekte edilmemis hiicrelerininkinden, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gostermedi (p>0,05). Bu sonuclar, AKT1 ifade edilisindeki artigin, 24. saatte, ilag
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direnci ile iliskili olmadigin1 gostermektedir. 24. saatteki, artmig AKT1 WT diizeyinin
ila¢ direncine etkisi, kat artis1 seklinde Sekil 4-31°de gosterilmistir.
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Sekil 4-31: SKOV-3 hiicrelerinde AKT1 WT transfeksiyonunun ila¢ direncine etkisi (24
saat).

AKT1 WT ve mutasyonlarmi tagtyan SKOV-3 hiicrelerinde, paklitakselin hiicre
Oliimii tizerine etkisi ikili post-hoc analizleri ile kiyaslandiginda, 24. saatte, 100-0,003
pg/mL doz araliginda, AKT1 WT ve mutasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik saptanmadi (p>0,05) (Sekil 4-32).
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Sekil 4-32: AKT1 WT ve mutasyonlar: ile transfekte SKOV-3 hiicrelerde paklitakselin
hiicre oliimii iizerine etkisi (24 saat).



48. saatte, ¢alisilan tiim ilag dozlarmda (100-0,003 pg/mL), paklitakselin AKT1
WT ve mutasyonlarimi tagtyan SKOV-3 hiicrelerinde, hiicre 6liimiine neden oldugu

goriildi (Tablo 4-14).

Tablo 4-14: AKT1 WT ve mutasyonlan ile transfekte SKOV-3 hiicrelerinde paklitakselin
hiicre 6liim yiizde degerleri (48 saat)

Hiicre Oliimii-48 saat (% Inhibisyon)

Paklitaksel (pg/mL) WT E17K E49K L52R

100 49,53 +2,37 52,23 + 2,46 48,38 + 1,63 49,48 + 2,45

50 36,64 + 1,59 37,11+ 2,02 35,11+ 2,16 37,30+1,38

25 29,39+ 2,16 30,46 +0,73 30,17 + 1,51 28,95+ 1,81
12,5 25,02+ 1,03 24,40 + 2,40 26,55 + 2,22 23,90 + 1,45
6,25 29,35+0,85 27,61+ 1,86 28,47+ 0,95 29,14 +1,30
3,125 29,02 + 2,32 28,92+1,84 28,15+ 1,52 27,91+1,35
1,563 30,62 +0,98 33,32+0,58 31,91 + 2,50 32,83+2,29
0,781 34,35 + 2,00 35,27+ 1,40 31,61+ 2,37 36,00 + 1,27
0,391 36,65 + 0,87 36,66 + 1,06 38,14 +1,11 37,44 + 3,56
0,195 36,07 +1,16 34,78+1,35 35,78 +1,30 35,39+ 1,15
0,098 34,05+ 1,07 32,31+0,92 33,42 +1,37 33,37+2,14
0,049 31,08 + 1,62 30,07 +1,41 32,40 +2,07 30,76 + 1,69
0,024 30,86 + 2,41 31,55+ 0,83 31,64 +1,61 29,60 + 1,02
0,012 29,91 +1,10 30,27 +1,23 31,41+ 2,55 29,80 + 0,58
0,006 23,66 + 1,50 22,38+2,34 24,43+1,33 25,97 + 2,57
0,003 21,58 + 1,15 19,93+1,26 19,44 +1,19 20,95 + 1,83

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3).

AKT1 WT ile transfekte SKOV-3 hiicreleri, transfekte edilmemis SKOV-3
hiicreleri (“housekeeping” AKTL1 iceren) ile karsilastirildiginda, 48. saatte, 100-0,003
pg/mL doz araliginda, AKT1 WT ile transfekte edilmis hiicrelerin hiicre 6liim yiizdesi,
transfekte edilmemis hiicrelerininkinden, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gostermedi (p>0,05). Bu sonuclar, AKT1 ifade edilisindeki artisin, 48. saatte, ilag
direnci ile iliskili olmadigin1 gostermektedir. 48. saatteki, artmis AKT1 WT diizeyinin
ilac direncine etkisi, kat artis1 seklinde Sekil 4-33’de gosterilmistir.
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Sekil 4-33: SKOV-3 hiicrelerinde AKT1 WT transfeksiyonunun ila¢ direncine etkisi (48
saat).

AKT1 WT ve mutasyonlarini tagiyan SKOV-3 hiicrelerinde, paklitakselin hiicre
oliimii iizerine etkisi ikili post-hoc analizleri ile kiyaslandiginda, 48. saatte, 100-0,003

pg/mL  doz araliginda, AKT1 WT ve mutasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir farklilik saptanmadi (p>0,05) (Sekil 4-34).
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Sekil 4-34: AKT1 WT ve mutasyonlan ile transfekte SKOV-3 hiicrelerinde paklitakselin
hiicre 6liimii iizerine etkisi (48 saat).



72. saatte, ¢aligilan tiim ila¢ dozlarmda (100-0,003 pg/mL), paklitakselin AKT1
WT ve mutasyonlarimi tagtyan SKOV-3 hiicrelerinde, hiicre 6liimiine neden oldugu

goriildi (Tablo 4-15).

Tablo 4-15: AKT1 WT ve mutasyonlar ile transfekte SKOV-3 hiicrelerinde paklitakselin
hiicre 6liim yiizde degerleri (72 saat)

Hiicre Oliimii-72 saat (% Inhibisyon)

Paklitaksel (pg/mL) WT E17K E49K L52R

100 53.65 +1.27 5485+1.34 55.87 £ 1.03 55.47 £ 147

50 38,14+ 1,03 37,38 £1,63 38,40+ 1,44 37,96 £ 0,57

25 32,52+1,51 31,06 £ 2,31 31,62+1,64 31,16 £ 2,59
12,5 33,71+£1,35 33,11+0,41 35,36 +£4,13 33,56 + 2,28
6,25 41,86 +1,88 43,22 £0,97 42,81 +£1,68 40,51 +£0,70
3,125 43,04 £1,17 42,93 £1,59 45,07 £0,86 45,32 £1,60
1,563 46,03 £ 1,02 46,24 +£1,82 4597 £1,23 45,83 +1,28
0,781 46,80 £ 0,71 46,29 £ 0,87 47,75+£1,68 46,74 £ 1,99
0,391 47,51 £1,57 48,65 £ 2,38 48,87 £1,24 50,58 + 2,61
0,195 49,53 £ 0,66 49,15+ 1,79 50,38 £ 0,87 49,41 £1,03
0,098 50,59 +1,24 49,94 +£1,01 51,13+£0,76 49,26 +£1,83
0,049 44,26 £0,92 43,68 £1,74 44,86 £ 1,00 44,18 +2,05
0,024 41,37 £1,46 40,32 £1,55 40,77 £1,37 39,76 0,59
0,012 37,56 £ 0,58 37,42 +£1,22 35,42 +£1,89 36,05+ 1,26
0,006 29,12+2,91 28,47 £ 2,10 30,39+£0,94 30,45+1,40
0,003 20,24 £1,89 21,48+1,63 20,78 £1,61 22,10+1,51

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3).

AKT1 WT ile transfekte SKOV-3 hiicreleri, transfekte edilmemis SKOV-3
hiicreleri (“housekeeping” AKTL1 iceren) ile karsilastirildiginda, 72. saatte, 100-0,003
pg/mL doz araliginda, AKT1 WT ile transfekte edilmis hiicrelerin hiicre 6lim yiizdesi,
transfekte edilmemis hiicrelerininkinden, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gostermedi (p>0,05). Bu sonuclar, AKT1 ifade edilisindeki artisin, 72. saatte, ilag
direnci ile iliskili olmadigini1 gostermektedir. 72. saatteki, artmug AKT1 WT diizeyinin
ilac direncine etkisi, kat artis1 seklinde Sekil 4-35’de gosterilmistir.
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Sekil 4-35: SKOV-3 hiicrelerinde AKT1 WT transfeksiyonunun ila¢ direncine etkisi (72
saat).

AKT1 WT ve mutasyonlarini tagiyan SKOV-3 hiicrelerinde, paklitakselin hiicre
oliimii iizerine etkisi ikili post-hoc analizleri ile kiyaslandiginda, 72. saatte, 100-0,003
pg/mL doz araliginda, AKT1 WT ve mutasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik saptanmadi (p>0,05) (Sekil 4-36).
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Sekil 4-36: AKT1 WT ve mutasyonlan ile transfekte SKOV-3 hiicrelerinde paklitakselin
hiicre 6liimii iizerine etkisi (72 saat).



Bu sonuglar, AKT1 WT ve E17K, E49K ve L52R mutasyonlarinin paklitaksel

direncine neden olmadigini gosterdi.

4.7.2. SKOV-3 Hiicrelerinde CTNNB1 Mutasyonlan ve ila¢ Direnci
CTNNB1 WT ve mutasyonlar1 (S33P, S45F ve T41A) tasiyan SKOV-3

hiicreleri, paklitaksel ile 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilerek hiicre 6liimleri MTS analizi
ile saptandi. 24. saatte, calisilan tiim ilag dozlarinda (100-0,003 pg/mL), paklitakselin
CTNNB1 WT ve mutasyonlarinda hiicre 6liimiine neden oldugu goriildii (Tablo 4-16).

Tablo 4-16: CTNNB1 WT ve mutasyonlar ile transfekte SKOV-3 hiicrelerinde paklitakselin
hiicre 6liim yiizde degerleri (24 saat)

Hiicre Oliimii-24 saat (% Inhibisyon)

Paklitaksel (ug/mL) WT S33P S45F T41A

100 29.37£0.92 28.68 + 1,57 28.04 + 1,00 28.59 + 0,96
50 23,37 £0,37 22,21 +£1,64 22,77 £1,67 23,30 +£0,88
25 18,52 + 0,54 17,23+ 1,39 19,22 + 0,99 18,34+ 0,76
12,5 19,02 + 1,59 18,22 + 1,22 19,80+ 1,37 19,14 +£1,03
6,25 18,57 + 0,20 18,17+ 1,71 19,36 + 0,57 18,95+1,34
3,125 18,87 +2,01 18,15+ 2,60 19,01 + 2,50 20,39+2,31
1,563 21,59+ 0,88 20,09 + 1,70 20,83+ 1,80 21,04 +0,94
0,781 21,52 + 1,69 21,45+ 2,09 21,36 +£1,15 22,41 +1,08
0,391 24,57+ 1,20 24,64 +0,34 24,87 +1,81 26,57 +2,12
0,195 22,51+1,22 22,32+1,51 23,41+£2,12 22,33+2,08
0,098 21,75+ 2,34 20,49 +1,22 21,59 £ 0,95 22,15+2,11
0,049 23,13+0,26 22,12 +1,37 23,63+2,34 23,37 +1,00
0,024 19,67 + 1,07 19,89+ 2,01 21,11+1,44 21,89+ 1,99
0,012 17,19+ 1,03 18,14 + 1,90 19,10+ 2,10 19,11+1,93
0,006 16,01 + 2,65 15,51+ 2,20 16,25+ 2,16 17,47 +2,06
0,003 14,63 + 2,02 14,10+ 2,12 16,55+ 1,73 16,06 + 1,97

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3).

CTNNB1 WT ile transfekte SKOV-3 hiicreleri, transfekte edilmemis SKOV-3
hiicreleri (“housekeeping” CTNNBL1 iceren) ile karsilastirildiginda, 24. saatte, 100-0,003
pg/mL doz araliginda, CTNNB1 WT ile transfekte edilmis hiicrelerin hiicre 6liim
yiizdesi, transfekte edilmemis hiicrelerininkinden, istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gostermedi (p>0,05). Bu sonuglar, CTNNB1 ifade edilisindeki artigin, 24.
saatte, ila¢ direnci ile iliskili olmadigin1 gostermektedir. 24. saatteki, artmis CTNNB1
WT diizeyinin ila¢ direncine etkisi, kat artis1 seklinde Sekil 4-37°de gosterilmistir.
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Sekil 4-37: SKOV-3 hiicrelerinde CTNNB1 WT transfeksiyonunun ila¢ direncine etkisi (24
saat).

CTNNB1 WT ve mutasyonlarmi tastyan SKOV-3 hiicrelerinde, paklitakselin
hiicre 6liimii lizerine etkisi ikili post-hoc analizleri ile kiyaslandiginda, 24. saatte, 100-
0,003 pg/mL doz araliginda, CTNNB1 WT ve mutasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05) (Sekil 4-38).
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Sekil 4-38: CTNNB1 WT ve mutasyonlann ile transfekte SKOV-3 hiicrelerinde
paklitakselin hiicre 6liimii iizerine etkisi (24 saat).



48. saatte, calisilan tiim ila¢ dozlarinda (100-0,003 pg/mL), paklitakselin
CTNNB1 WT ve mutasyonlarinda hiicre 6liimiine neden oldugu goriildii (Tablo 4-17).

Tablo 4-17: CTNNB1 WT ve mutasyonlar ile transfekte SKOV-3 hiicrelerinde paklitakselin
hiicre 6liim yiizde degerleri (48 saat)

Hiicre Oliimii-48 saat (% Inhibisyon)

Paklitaksel (ug/mL) WT S33P S45F T41A
100 50,57+ 2,88 49,91 + 2,61 47,74+ 1,20 475+1,43
50 35,63 + 3,26 35,25+ 2,66 33,48+1,23 359+281
25 27,48 +£1,62 26,70 £ 0,26 28,01+ 1,36 29,7+ 1,56
12,5 25,39+ 1,59 25,21+1,82 26,63 + 3,02 25,9+2,50
6,25 28,82+ 1,30 27,15+2,83 29,83+ 2,55 29,7+2,02

3,125 30,45+ 1,77 29,41 +1,29 32,94 + 3,53 31,4+276
1,563 31,35+2,12 32,31+1,52 32,19+2,04 30,8 + 2,62
0,781 32,93+1,01 31,54 +2,39 32,08 + 3,12 34,8+ 2,10
0,391 35,91+ 0,90 36,01+ 1,65 35,22 +4,13 35,5+2,44
0,195 35,16 +1,20 33,49+0,91 34,36 +2,99 36,1+£2,19
0,098 33,32+0,74 31,57 +£2,69 32,99 + 3,36 31,5+1,85
0,049 32,6+£1,28 32,17+2,41 33,43£3,69 33,0+2,60
0,024 31,19+1,94 29,60 + 1,16 30,16 £1,16 31,7+2,75
0,012 28,80+ 2,53 26,65+ 1,37 29,70 £2,39 289+141
0,006 25,19+ 1,30 24,82 +2,10 25,81+ 3,89 259+243
0,003 19,29 + 0,80 17,94 + 2,00 21,10 £ 2,60 18,8 +1,34

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3).

CTNNB1 WT ile transfekte SKOV-3 hiicreleri, transfekte edilmemis SKOV-3
hiicreleri (“housekeeping” CTNNB1 iceren) ile karsilastirildiginda, 48. saatte, 100-0,003
pg/mL doz araliginda, CTNNB1 WT ile transfekte edilmis hiicrelerin hiicre 6lim
yiizdesi, transfekte edilmemis hiicrelerininkinden, istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gostermedi (p>0,05). Bu sonuglar, CTNNB1 ifade edilisindeki artigin, 48.
saatte, ila¢ direnci ile iliskili olmadigin1 gostermektedir. 48. saatteki, artmis CTNNB1
WT diizeyinin ila¢ direncine etkisi, kat artis1 seklinde Sekil 4-39°da gosterilmistir.
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Sekil 4-39: SKOV-3 hiicrelerinde CTNNB1 WT transfeksiyonunun ila¢ direncine etkisi (48
saat).

CTNNB1 WT ve mutasyonlarmi tastyan SKOV-3 hiicrelerinde, paklitakselin
hiicre 6liimii lizerine etkisi ikili post-hoc analizleri ile kiyaslandiginda, 48. saatte, 100-
0,003 pg/mL doz araliginda, CTNNB1 WT ve mutasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05) (Sekil 4-40).
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Sekil 4-40: CTNNB1 WT ve mutasyonlarn ile transfekte SKOV-3 hiicrelerinde
paklitakselin hiicre 6liimii iizerine etkisi (48 saat).



72. saatte, ¢alisilan tiim ila¢ dozlarmda (100-0,003 pg/mL), paklitakselin
CTNNB1 WT ve mutasyonlarinda hiicre 6liimiine neden oldugu goriildii (Tablo 4-18).

Tablo 4-18: CTNNB1 WT ve mutasyonlar ile transfekte SKOV-3 hiicrelerinde paklitakselin
hiicre 6liim yiizde degerleri (72 saat)

Hiicre Oliimii-72 saat (% Inhibisyon)

Paklitaksel (ug/mL) WT S33P S45F T41A
100 54,72 + 2,17 53,38 + 2,60 54,73 +1,17 54,69 + 1,54
50 37,18 + 2,67 38,09+ 1,54 37,23+ 0,75 38,10 £ 0,85
25 29,07 + 2,09 28,43 + 1,40 28,45+ 1,38 30,48 + 1,50
12,5 34,97 £ 0,87 33,96 + 1,87 36,58 + 2,19 33,35+ 2,36
6,25 39,08 +1,10 38,38 £ 0,82 40,51 £ 2,70 38,30 + 1,87

3,125 42,34 +0,45 41,77 + 1,68 44,24 +0,72 44,17 + 2,46
1,563 45,74 + 0,59 45,78 £ 2,75 47,26 + 1,32 48,26 + 3,20
0,781 47,39 £ 1,27 46,70 +£0,30 48,57 + 2,53 47,41 +1,86
0,391 49,72 +£2,14 47,14+ 1,36 50,92 + 2,97 49,31 +£0,97
0,195 48,74 +£0,97 47,34+ 1,27 50,11 +1,35 48,65 + 1,32
0,098 4590+ 1,16 44,73+ 2,15 46,48 +2,18 46,69 + 2,98
0,049 42,19+ 1,10 40,49+ 1,79 43,44 + 1,47 44,39 + 3,39
0,024 39,89 + 1,22 39,72+ 2,01 41,88 +£2,74 43,40 + 3,17
0,012 36,60 + 1,7 36,66 + 1,52 36,85 + 2,01 34,42 +2,23
0,006 27,67 £ 0,86 25,35+2,64 29,11+1,43 29,76 + 1,81
0,003 17,85+ 0,49 17,38 + 1,43 19,56 + 1,59 18,36 £ 1,19

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3).

CTNNB1 WT ile transfekte SKOV-3 hiicreleri, transfekte edilmemis SKOV-3
hiicreleri (“housekeeping” CTNNBL1 iceren) ile karsilastirildiginda, 72. saatte, 100-0,003
pg/mL doz araliginda, CTNNB1 WT ile transfekte edilmis hiicrelerin hiicre 6lim
yiizdesi, transfekte edilmemis hiicrelerininkinden, istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gostermedi (p>0,05). Bu sonuglar, CTNNBL1 ifade edilisindeki artigin, 72.
saatte, ila¢ direnci ile iliskili olmadigin1 gostermektedir. 72. saatteki, artmis CTNNB1
WT diizeyinin ila¢ direncine etkisi, kat artis1 seklinde Sekil 4-41°de gosterilmistir.
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Sekil 4-41: SKOV-3 hiicrelerinde CTNNB1 WT transfeksiyonunun ila¢ direncine etkisi (72
saat).

CTNNB1 WT ve mutasyonlarmi tastyan SKOV-3 hiicrelerinde, paklitakselin
hiicre 6liimii lizerine etkisi ikili post-hoc analizleri ile kiyaslandiginda, 72. saatte, 100-
0,003 pg/mL doz araliginda, CTNNB1 WT ve mutasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05) (Sekil 4-42).
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Sekil 4-42: CTNNB1 WT ve mutasyonlarn ile transfekte SKOV-3 hiicrelerinde
paklitakselin hiicre 6liimii iizerine etkisi (72 saat).

Bu sonuglar, CTNNB1 WT ve S33P, S45F ve T41 A mutasyonlarinin paklitaksel

direncine neden olmadigini gosterdi.



5. TARTISMA

Yillardir jinekolojik maligniteler arasinda birinci sirada yer alan meme kanseri,
2020 yili diinya verilerine gore, akciger kanserini geride birakarak tiim kanser tiirleri
icerisinde de en ¢ok teshis edilen kanser tiirii olarak birinci siraya yerlesmistir. Bu
nedenle, halk saghigi acisindan biiyiik bir yiik teskil etmektedir. Gelecek yirmi yil
icerisinde niifus artis1 ve yaslanmanin dogal bir sonucu olarak, meme kanseri yiikiiniin 3
milyondan fazla yeni vakaya ve 1 milyon 6liime ulagmasi beklenmektedir. Bir diger
onemli jinekolojik malignite olan yumurtalik kanseri, meme kanserine oranla diisiik bir
vaka sayisma sahip olmakla birlikte, ileri evrelerde teshis edilebilmesi nedeniyle en
oliimciil jinekolojik malignite olmaya devam etmektedir (Stewart ve ark., 2019; Sung ve
ark., 2021; Arnold ve ark., 2022).

Kanser hiicrelerinin adaptasyon yetenekleri son derece yiiksektir ve kanser
hiicreleri hayatta kalma sinyal yollarmin aktivasyonu, o6liim sinyal yollarmin
inhibisyonu gibi ¢esitli mekanizmalar araciligiyla ilag direnci gelistirir (Holohan ve
ark., 2013; Blair ve ark., 2014). Paklitaksel, yumurtalik ve meme kanserlerinin
tedavisinde kombine sekilde kullanilan taksan sinifi trisiklik bir diterpenoiddir. (Zhao
ve ark., 2022). Paklitakselin kanser tedavisinde kullanimimi siirlayan ve ¢oziilmesi

gercken Onemli sorunlardan biri de paklitaksele karsi gelisen ilag direncidir (Yusuf ve

ark., 2003).

Kanser hastalarina sistemik tedavi uygulanmasima yonelik mevcut yaklagim
biiyiik 6lgiide ampiriktir. Kanserin tedavisinde, hastaya uygun, dogru ilacin se¢imini
saglayacak, spesifik tedavilere yanit1 veya direnci prospektif olarak tahmin etmeye
yonelik biyobelirteclerin varligina ihtiya¢c vadir. Klinikte, yumurtalik kanserlerinin
tedavisinde kullanilan herhangi bir biyobelirte¢ olmamasina karsin meme kanserlerinin
tedavisinde, yaygin olarak ER, PR ve HER-2 olmak iizere 3 onkolojik prediktif belirteg
kullanilmaktadir. ER ve PR, meme kanserinde endokrin tedavinin se¢iminde, HER-2 ise
yine meme kanserinde spesifik anti-HER-2 hedefli tedavilerin (trastuzumab gibi)
se¢ciminde kullanilmaktadir (Duffy ve Crown, 2008). Bu ii¢ biyobelirtegten yoksun olan
meme kanseri olgularinda endokrin veya anti-HER2 tedavi yaklagimlari
kullanilmamaktadir. Bu tip genetik profile sahip olgularda temel tedavi yaklagimi

paklitakseli de igeren kemoterapi rejimleridir (Waks ve Winer, 2019). Bunun yani sira,



ER(+), PR(+) ve HER2(-) meme kanserlerinde birincil olarak kullanilan endokrin
tedaviye direng gelismesi veya tedaviye yanit alinamamasi durumunda da lenf nodu

tutulumu olan hastalarda paklitaksel iceren kemoterapi rejimleri uygulanmaktadir

(Uchida, ve ark.,2013).

Icsel veya kazanilmis ilag direncinin neden oldugu, kansere ydnelik terapétik
yaklagimlarin basarisizligi, altta yatan molekiiler mekanizmalarin ve tiimorlerin
progresyonu ile iliskili potansiyel terapotik hedeflerin arastirilmasmnin 6nemini her
gecen giin arttirmaktadir (Ke ve Shen, 20017). PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu, ¢esitli
kanser tiirlerinde en sik aktive edilen sinyal yollarindan biridir ve son yillarda ilag

direncinin agilmasinda yeni bir hedef olarak goriilmektedir (Dong ve ark., 2021).

Yumurtalik kanserlerinde siklikla, PI3K/AKT/mTOR sinyal yolunun bir veya
daha fazla bileseninde degisiklikler goriilmektedir. Bu degisiklikler arasinda, PIK3CA,
PIK3R1, mTOR mutasyonlari, onkogenik tirozin kinaz reseptdrlerinin aktivasyonu,
PTEN ve inositol polifosfat-4-fosfataz, tip 111 (INPP4B) gibi tiimor baskilayici genlerin
fonksiyon kaybi, AKT1 ve AKT2’nin amplifikasyonu ve/veya mutasyonlar1 yer alir
(Mabuchi ve ark., 2015). Noske ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir ¢aligsmada,

AKT ’nin invazif yumurtalik karsinomlarmmin %58’inde asir1 aktive oldugu bildirilmistir.

Yumurtalik kanserinin yani sira meme kanserinde de, PI3K/AKT/mTOR sinyal
yolu bilesenlerinde mutasyonlar gozlenir. Bu mutasyonlar sonucu olusan asiri
aktivasyon, bu yolun meme kanserinin gelisimindeki Onemini ortaya koymaktadir
(Carpten ve ark., 2007; Kim ve ark., 2008). HER2, EGFR ve IGFIR gibi reseptor
tirozin kinazlarin genomik amplifikasyonu veya asir1 ekspresyonu, PIK3CA’daki ve
AKTZL’in plekstrin homoloji alanindaki aktive edici mutasyonlarm varligi, PIK3R1,
AKT2 ve AKT3 mutasyonlari, susturucu PTEN mutasyonlar1 veya PTEN kaybi, meme
kanserlerinde sik goriilen genetik degisiklikler arasindadir (Lauring ve ark., 2013).

Bir serin/treonin protein kinaz olan AKT, PI3K/AKT sinyal yolunun temel asagi
akis molekiilidiir. Transkripsiyon faktorleri, hiicre dongiisii inhibitorleri, protein
kinazlar, GTPaz aktivasyon proteinleri ve apoptoz indiikleyiciler gibi 100’den fazla
substarata sahip olan (Arcaro ve Guerreiro, 2007; Manning ve Toker, 2017) AKT’ nin
aktivasyonu, hiicre dongiisilinlin, bliylimenin, ¢ogalmanin ve enerji metabolizmasinin
diizenlenmesine aracilik eder (Risso ve ark., 2015). Ayrica, AKT, GSK-3B’nin

inhibisyonuna neden olarak -katenini aktive eder ve bu yoniiyle, WNT/B-katenin yolu



ile de baglantihdir (Osaki ve ark., 2004). Ug¢ farkli izoforma sahip AKT’nin ¢ogu
dokuda eksprese edilen izoformu AKT1’dir (Dummler ve Hemmings, 2007). AKT1’in
aktivasyonu, “plekstrin” homoloji (PH) alaninin fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfat
baglanmasi sonucu membran lokalizasyonu ile baglatilir ve ardindan serin 473 ve
treonin 308’in fosforilasyonu ile bu aktivasyon tamamlanir (Vivanco ve Sawyers,
2002). Literatiirde, meme ve yumurtalik kanserlerinde, AKT1 aktivasyonunun
paklitaksel direncine katki sagladigi ve AKT1’in inhibisyonunun paklitaksele karsi
hassasiyeti arttirdig1 belirtilmektedir (Liang ve ark., 2006; Kim ve ark., 2007; Lin ve
ark., 2015).

AKT1’in aktivasyonuna neden olan mutasyonlardan biri, PH alaninda bulunan
ve lizerinde en ¢ok c¢alisilan AKT1 E17K (49G>A) mutasyonudur. Meme kanseri
hastalarinin ~ %8’inde, yumurtalik kanseri hastalarinin ise %2’sinde, E17K
mutasyonunun varlhigi rapor edilmistir. Bu mutasyon sonucu olusan 17. pozisyondaki
lizin (K17), lipid baglama cebinin elektrostatik etkilesimlerini degistirmek suretiyle
AKT1’in fosfatidilinositol ligandiyla yeni hidrojen baglar1 olusturmasma ve bu yolla
AKT1’in plazma zarinda lokalize olmasina ve aktivasyonunun artmasina neden olur
(Carpten ve ark., 2007). Yapilan c¢aligmalarda, E17K mutasyonunun, PI3K’den
bagimsiz bir sekilde, AKT1 aktivasyonuna neden oldugu, membrana yerleserek
aktivasyonu indiikledigi gosterilmistir (Brugge ve ark., 2007; Do ve ark., 2008).
Mutasyon kaynakli artmis PI3K/AKT sinyalinin, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina, artmis
hayatta kalmaya neden oldugu bildirilmistir (Askham ve ark., 2010; Guo ve ark., 2010;
Parikh ve ark., 2012; De Marco ve ark., 2015). Baska bir ¢alismada, E17K mutasyonu
varliginda, AKTL1 proteininin hiper-ubikitinasyona ugradigi ve aktivasyonunun arttigi

saptanmustir (Yang ve ark., 2010).

Proteinin PH alaninda meydana gelen bir diger yanlis anlamli mutasyon, E49K
(145G>A) mutasyonudur. E49K mutasyonu, PH alaninda yer almasina ragmen, PIP3
baglanma cebinde yer almaz ve bu nedenle, bu mutasyon, AKTI’in PIP3’e
baglanmasini etkilemeyebilir (Yang ve ark., 2010). Yapilan bir ¢alismada, bu mutasyon
sonucu, AKTI1 aktivitesinde artis oldugu ve NIH3T3 hiicrelerinin transformasyon
aktivitesi gosterdigi rapor edilmistir (Askham ve ark., 2010). E49K mutasyonu,
glutamik asidin lizine doniisiimii ile sonuglanir, bu degisim, hiper-ubikitinasyona,

artmis aktivasyona ve onkogenik potansiyele neden olur (Yang ve ark., 2010).



Literatlirde, mesane kanserinde ve akciger hemanjiyomunda E49K mutasyonunun
varligt bildirilmis (Askham ve ark., 2010; Jung ve ark., 2016), meme ve yumurtalik
kanserlerinde ise bu mutasyonun varligima ve bulunma sikligina dair bir bilgi

bulunmamaktadir.

PH-kinaz alan1 (PH-KD) etkilesimleri, AKT’nin inaktif halde tutulmasi
acisindan Onemlidir. AKT’nin aktivasyonu, PH alanini, kinaz alanindan ayiran
konformasyonel degisikligin ardindan gerceklesir (Calleja ve ark., 2007). L52 bolgesi,
PH-KD ara yiiziinde yer alir ve kinaz alanindaki V270, V271, Y326 ve R328 bolgeleri
ile hidrofobik temaslar kurar. Bu bolgede meydana gelen L52R (155T>G) mutasyonu,
PH-KD baglanmasini zayiflatir (Parikh ve ark., 2012), AKT1’in fosforilasyon diizeyini
ve aktivitesini arttirir (Parikh ve ark., 2012; Y1 ve ark., 2013). Yapilan ¢alismalarda,
meme kanserinde (Hinz ve Jicker, 2019) ve berrak hiicreli yumurtalik kanserinde bu

mutasyonun varlig1 bildirilmistir (Caumanns ve ark., 2018).

Paklitaksel ¢esitli molekiiler hedefler araciligiyla AKT nin fosforilasyonunu ve
ekpresyonunu azaltarak hiicreleri apoptoza siirekler (Zhao ve ark., 2022). AKT1 E17K,
E49K ve L52R mutasyonlar1 tarafindan, PI3K/AKT sinyal yolunun aktivasyonu, bu

mutasyonlarm paklitaksel direncine neden olabilecegi olasiligini ortaya koymaktadir.

Calismamizda, PH alaninin AKT1 aktivitesindeki 6nemi gbz Oniine alinarak,
AKT1 E17K, E49K ve L52R mutasyonlar1 olusturuldu ve bu mutasyonlarin, meme
(MCF-7 ve MDA-MB-231) ve yumurtallk (SKOV-3) kanseri hiicrelerine
transfeksiyonlar1 saglanarak paklitaksel direncine olan etkileri in vitro olarak incelendi.
MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde, AKT1 WT transfeksiyonunun tek basina
paklitaksel direncine neden oldugu bununla birlikte MCF-7 hiicrelerinde, AKT1 E17K
ve E49K mutasyonlarinin, MDA-MB-231 hiicrelerinde ise AKT1 E17K, E49K ve L52R
mutasyonlarmmin AKT1 WT’ye kiyasla daha fazla paklitaksel direncine yol actigi
goriildii. SKOV-3 yumurtalik kanseri hiicresinde ise, AKT1 WT ve mutasyonlarinin

herhangi bir paklitaksel direncine neden olmadigi1 belirlendi.

Literatiirde, bu mutasyonlarin paklitaksel ile iliskisini inceleyen bir ¢aligma
olmamasma karsin AKT inhibitorlerinin tekli veya paklitaksel ile kombine sekilde
kullanimimin meme ve yumurtalik kanseri hastalarinda olumlu sonuglar verdigine dair
veriler mevcuttur. Yapilan bir ¢alismada, AKT inhibitorlerinden MK-2206 ve AZD5363

(kapivasertib) kullanimi ile AKT1 E17K mutasyonuna sahip meme kanseri hayvan



modellerinde, anlamli bir tiimor biiylime inhibisyonu goriilmiistiir. Yine, ayni
calismanin faz I klinik bdliimiinde, kapivasertibin, AKT1 E17K mutasyonunu igeren
meme ve yumurtalik kanserli hastalarda kismi yanitlar1 indiikledigi bildirilmistir
(Davies ve ark., 2015). Bu calismay1 destekleyen, kapivasertibin, AKT1 E17K mutant
metastatik meme kanseri ve diger kanserlerde umut verici aktivitesini gosteren ¢ok
sayida ¢alisma yapilmistir (Hyman ve ark., 2017; Smyth ve ark., 2018; Zimmer ve ark.,
2019). Ayrica, iclii negatif meme kanserinin birinci basamak paklitaksel tedavisine
AKT inhibitorii kapivasertibin eklenmesi, genel ve progresyonsuz hayatta kalma
stiresini uzatmistir ve bu olumlu sonuglarm, PIK3CA/AKTI1/PTEN degisikliklerine
sahip hastalarda daha belirgin oldugu ifade edilmektedir (Schmid ve ark., 2020).
Yapilan literatiir taramasinda, AKT1 E49K ve L52R mutasyonlar1 ve paklitaksel veya
AKTT inhibitorleri ile ilgili yapilan herhangi bir caligma olmadigi belirlendi.

Paklitakselin AKT aktivasyonunu azaltarak hiicreleri apoptoza siiriikledigi
(Papadopoulos ve Scorilas, 2015; Wang ve ark., 2016; Li ve ark., 2020; Xin ve ark.,
2021) ve AKT1 E17K, E49K ve L52R mutasyonlarmin AKT1’in fosforilasyonu yoluyla
AKT1 aktivasyonunda artisa neden oldugu (Carpten ve ark., 2007; Askham ve ark.,
2010; Guo ve ark., 2010; Yang ve ark., 2010; Parikh ve ark., 2012; Yi ve ark., 2013) ve
AKT inhibitorlerinin kullanimi ile ilag cevabinda iyilesmelerin saglandigi (Davies ve
ark., 2015; Hyman ve ark., 2017; Smyth ve ark., 2018; Zimmer ve ark., 2019; Schmid
ve ark., 2020) g6z Oniinde bulunduruldugunda, mevcut mutasyonlar varliginda AKT]I
aktivasyonunun artmasina baghi olarak paklitalsel direncinin goriilmesine dair
bulgularimiz, meme kanserindeki sonuglar acisindan literatiirle uyumludur. Ayrica,
daha 6nce yapmis oldugumuz ¢alismamizda da (Hasbal-Celikok ve ark., 2021), AKT1
E17K, E49K ve L52R mutasyonlarmin kolorektal kanserde setuksimab, 5-florourasil,
SN-38, oksalipatin ve irinotekan direncine neden oldugu gosterildi. Bu bulgularda,

meme kanserindeki bulgularimiz ile paralellik géstermektedir.

AKT1 mutasyonlarinin SKOV-3 hiicreleri iizerindeki etkisini ortaya koyan
herhangi bir caligma bulunmamaktadir. Bununla birlikte, Davies ve ark., (2015)
tarafindan yapilan faz 1 ¢alismasinda, endometrioid tipteki yumurtalik kanserinde E17K
mutasyonu tagtyan bir (1) hastanin AKT inhibitoriine karst kismi cevap verdigi

bildirilmigtir. AKT E17K mutasyonu-SKOV-3 ile ilgili sonuglarimiz, bu calismay1



desteklememekle birlikte yumurtalik kanseri alt tiiriiniin farkli olmas1 nedeniyle farkl

cevaplarin olusabilecegi diisiiniilmektedir.

Kanserle iligkili sinyal yollarindan bir digeri, ¢ok sayida yagamsal siireci yoneten
WNT/B-katenin sinyal yoludur (MacDonald ve ark., 2009). WNT/B-katenin sinyali
normal meme dokusunda, hiicre akibetinin belirlenmesi, hiicre ¢ogalmasi, embriyonik
ve dogum sonrasi donemde meme bezinin gelisimi sirasinda hiicresel gogiin ve yetiskin
meme dokusunun homeostazinin saglanmasi gibi kritik siirecleri kontrol eder (Logan ve
Nusse, 2004; Yu ve ark., 2016). Meme kanserinde, WNT antagonist [Dickkopf (DKK)-
I, WNT inhibitor faktor 1 (WIF1), DKK3, SFRPS, APC, GSK-38, MCC ve CTNNBIP1
gibi] ve agonistlerinde (FZD1, FZD2, CTNNBI1, DVLI1, LEF1) sik goriilen genetik ve
epigenetik degisikliklerin, WNT hedef genlerinin, B-katenin aracili aktivasyonuyla
sonuglandigini bildiren ¢ok sayida caligma vardir (Mukherjee ve Panda, 2020).

Yapilan c¢aligmalarda, meme kanseri doku Orneklerinin  ¢ogunda,
immiinohistokimyasal boyama ile yiiksek niikleer ve/veya sitoplazmik [-katenin
seviyeleri tespit edilmistir ve bu sonuglar, meme kanserinde WNT/B-katenin yolunun
aktive oldugunun en iyi kanitidir (Lin ve ark., 2000; Ryo ve ark., 2001). Lin ve ark.
(2000) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, yiiksek [-katenin seviyelerinin meme
kanserinde kotii prognozla iliskili oldugu ifade edilmektedir. Yine, invaziv meme
kanseri olgularinin incelendigi bir baska caligmada, tiimoriin tiim molekiiler alt
tiplerinde, anormal derece yiiksek seviyede B-katenin ekspresyonu gozlenmistir ve yine,

bu artis kotii klinik sonugla iliskilendirilmistir (Li ve ark., 2014).

Insan meme kanserinin birgok alt tipinde artrms WNT/B-katenin sinyali goriiliir.
Uclii negatif meme karsinomlari, diger alt tiplere (luminal A, luminal B veya HER2(+))
kiyasla, daha yiiksek B-katenin seviyelerine sahiptir ve kotli prognozla ilskilidir
(Khramtsov ve ark., 2010). En yiiksek B-katenin seviyeleri metaplastik karsinomlarda
ve metastaz yapmayan fibromatoziste (iki nadir alt grup) bulunur. Burada tiimdérlerin
%90 kadar1 artmig P-katenin seviyelerine sahiptir ve bunlarn bir kismi CTNNB1
geninde aktive edici genetik mutasyonlar igerir (Abraham ve ark., 2002; Hayes ve ark.,
2008; Hennessy ve ark., 2009). Cogunlukla kolorektal kanserde karsilagilan durumun
aksine, meme kanserinde APC, AXIN veya CTNNB1’deki genetik mutasyonlar nadir
goriilir. Bu tutarsizlik muhtemelen WNT/B-katenin sinyallemesine duyarliliktaki

dokuya 6zgii farkliliklarla agiklanabilir (Gaspar ve Fodde, 2004; Gaspar ve ark., 2009).



WNT-4lin, yumurtaligin embriyonik gelisimindeki rolii ve WNT-7a’nin lireme
sisteminin cinsiyete 0zgii farklilasmasindaki etkilerinin kesfedilmesi ile birlikte,
WNT/B-katenin yolunun yumurtaligin normal gelisiminde, kritik bir rol oynadigi
anlagilmigtir (Parr ve McMahon, 1998; Vainio ve ark., 1999). Ricken ve ark., (2002)
tarafindan yapilan ¢alismada, yumurtalik kanseri hiicre serilerinde (SKOV-3 dahil) ii¢
farkli. WNT transkriptinin (Wnt-2b, Wnt-5a, Wnt-11) ifade edildigi bildirilmis ve
yumurtalik tiimoriiniin olusumunda anormal WNT ekspresyonunun rol oynayabilecegi

gosterilerek, bu yolun 6nemine dikkat ¢ekilmistir.

Epitelyal yumurtalik kanserinde, WNT/B-katenin sinyal yolunda gorevli ¢ok
sayida bilesende degisikliklerin meydana geldigi goriiliir. Bu degisikliklere, CTNNBI,
AXIN, GSK3p, APC mutasyonlar, WNT-5a, WNT-7a ve WNT-7b ligandlarmin ve
PYGO2’nin ekspresyonunda artis, DKK1, DKK2, SFRP4 gibi WNT antagonistlerinin
ekspresyonlarinda azalma ornek verilebilir. Ayrica, bu yolun anormal aktivasyonu
meme kanserlerine benzer bir sekilde yumurtalik kanserlerinde de kotii prognozla

iligkilidir (Nguyen ve ark., 2019).

CTNNB1 mutasyonlari, yumurtalik kanserinde goriilmekle birlikte ozellikle,
endometrioid yumurtalik kanseri alt tipinde yaygmdir ve bu alt tipe sahip vakalarda
%54’e varan oranlarda CTNNB1 mutasyonlarmin varligi s6z konusudur (Wu ve ark.,
2001). Ayrica, endometrioid yumurtalik kanserinde, CTNNB1 mutasyonlarinin varligi
artmus niikleer B-katenin birikimi ile de iliskilidir (Zyla ve ark., 2021).

WNT/B-katenin sinyal yolu, meme ve yumurtalik kanserlerindeki, yliksek
aktivasyonu nedeniyle dikkatleri {izerine toplamaktadir. Genetik mutasyonlarm 6nemi
de bu noktada ortaya g¢ikmaktadir. Bu sinyal yolu bilesenleri iizerindeki genetik
mutasyonlarin yolun aktivasyonunu etkileyerek hastaligin ilerlemesine veya tedavinin
seyrine katkida bulunmaktadir. WNT/B-katenin sinyal yolunun merkezinde yer alan (-
katenin proteini i¢in temel diizenleyici mekanizmaya bakildiginda, N-terminal
bolgesinde goriilen sirali fosforilasyon ve ardindan ubikitin aracili proteolizin 6nemli
oldugu goriilmektedir. Bu anlamda, CK1a, S45 kalintisin1 fosforile edererek, GSK-33
tarafindan T41/S37/S33 iizerindeki fosforilasyonun baglamasna ve ubikitin E3 ligaz f3-
transdusin tekrarlarini igeren proteinlerin (B-TrCP) N-terminal bolgesine (D32 ila S37)
baglanmasina yol agar (Liu ve ark., 2002). N-terminal bolgesi, -katenin proteininin

fonksiyonunda Onemli bir yere sahiptir. Bu bolgede meydana gelen mutasyonlar



aktiviteyi degistirebilir. Bu bolge, CTNNB1 ekzon 3 tarafindan kodlanir ve dolayisiyla
N-terminal bdlgesinde meydana gelen mutasyonlar, ekzon 3 mutasyonlar1 olarak
adlandirilir (Kim ve Jeong, 2019). S33P (97T>C), S45F (134C>T) ve T41A (121A>G)
mutasyonlar, CTNNB1 ekzon 3 bdlgesinde meydana gelen yanlis anlamh
mutasyonlardir. Yapilan ¢cok sayida ¢alismada, bu mutasyonlarin varliginda, $-kateninin
ubikitinasyon aracili proteolizinin azaldigi, B-kateninin niikleer birikiminin ve p-katenin
bagimli transkripsiyonun arttig1 ifade edilmektedir (VVan Nhieu ve ark., 1999; Tanaka ve
ark., 2001; Machin ve ark., 2002; Lévy ve ark., 2002; Austinat ve ark., 2008; Hamada
ve ark., 2014; An ve ark., 2021; Oules ve ark., 2022).

Meme kanserinde, CTNNB1 S45F ve T41A mutasyonlarnin varligi, meme
kanserinin nadir bir tiirli olan memenin desmoid tip fibromatozisinde rapor edilmistir
(Norkowski ve ark., 2020). S33P mutasyonunun, meme kanserindeki varligir hakkinda
ise herhangi bir bilgiye ulasilmamistir. Yumurtalik kanserinde ise, her ic CTNNB1
mutasyonunun (S33P, S45F ve T41A) varhigi bildirilmistir (Catasts ve ark., 2004;
Growdon ve ark., 2011; Bi ve ark., 2015; Krishna ve ark., 2023).

Calismamizda, CTNNB1 S33P, S45F ve T41A mutasyonlar1 olusturularak,
niikleer B-katenin birikimi ve buna bagli olarak WNT hedef genlerinde transkripsiyon
artisina neden oldugu belirtilen bu mutasyonlarin, meme (MCF-7 ve MDA-MB-231) ve
yumurtalik (SKOV-3) kanseri hiicrelerine transfeksiyonlar1 saglandi ve paklitaksel
direncine olan etkileri in vitro olarak incelendi. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde,
CTNNB1 WT transfeksiyonunun tek basina paklitaksel direncine neden oldugu,
CTNNB1 S45F ve T41A mutasyonlarinin ise, CTNNB1 WT’ye kiyasla daha fazla
paklitaksel direncine neden oldugu goriildii. Ayrica, tigli negatif MDA-MB-231 meme
kanseri hiicrelerinde ise CTNNB1 WT transfeksiyonu, paklitaksel direncine neden
olmakla birlikte, CTNNB1 S33P, S45F ve T41A mutasyonlart CTNNB1 WT’ye kiyasla
paklitaksel cevabinda herhangi bir degisiklige yol agmadi.

Her iki meme kanseri hiicre serisinde de CTNNBL1 transfeksiyonu ile ilag
direncinin gelismis olmasi, insan meme kanserinin bircok alt tipinde artmig WNT/B-
katenin sinyalinin varhgi, artmis B-katenin seviyeleri ve P-katenin birikiminin kotii
prognozla iligkisi (Lin ve ark., 2000; Ryo ve ark., 2001; Khramtsov ve ark., 2010; Li ve

ark., 2014) g6z oniinde bulunduruldugunda, literatiirle uyumluluk gostermektedir.



Niikleer PB-katenin birikimine ve buna bagli olarak WNT hedef genlerinde
transkripsiyon artigina neden oldugu belirtilen S45F ve T41 A mutasyonlarinin, MCF-7
hiicrelerinde paklitaksel direncine neden olurken, MDA-MB-231 hiicrelerinde dirence
neden olmamasi bu hiicre serileri arasindaki farkliliklarin ne oldugu sorusunu akla
getirmektedir. MCF-7 hiicreleri ER ile PR’yi eksprese ederken HER2’yi eksprese
etmez. Bir¢ok agidan insan meme kanserinin luminal alt tipinin tipik bir 6rnegidir,
PIK3CA E545K ve GATAS3 cergeve kaymasi mutasyonlarini tagir ve TP53 vahsi tiptir
(WT) (Beaver ve ark., 2013). Bir diger meme kanseri hiicre serisi olan MDA-MB-
231’in tretici firma ATCC tarafindan, ER (-) oldugu, EGF ve TGFa’y1 eksprese ettigi
ve ayrica BRAF G646V, KRAS G13D ve TP53 R280K mutasyonlarma sahip oldugu
bildirilmistir. Bu hiicre, ER negatifliginin yani sira PR ve HER2 ag¢isindan da negatiftir
ve U¢li negatif olarak bilinir (Welsh 2013 pp. 997-1018.). Ayrica, EGFR’yi asiri
eksprese ettigi bilinmektedir (Biswas ve ark., 2000).

Gupta ve ark., (2011) tarafindan yapilan calismada, B-katenin ve ERa sinyali
arasindaki etkilesime dikkat ¢ekilerek B-kateninin, ERa mRNA ve protein ekspresyon
seviyelerinin ve ERa aktivitesinin pozitif bir diizenleyicisi oldugu ifade edilmistir. Guo
ve ark., (2015) tarafindan yapilan baska bir g¢alismada da, P-kateninin artmis
ekspresyonu ile siklin D1 ve ERB’nin pozitif ekspresyonu arasinda, meme kanseri
gelisimine katkida bulunabilecek bir iliski oldugu ifade edilmektedir. Taksanlara kars1
hassasiyet ile meme kanseri hiicre serilerinde ERa’nin ekspresyonu arasindaki iliskinin
incelendigi bir ¢alismada ise, ER’nin BCL-2 ailesinin diizenlenmesi yoluyla paklitaksel
cevabini olumsuz etkiledigi ve yolun diizenlenmesinin, taksanlarin ER-pozitif meme
kanserindeki etkinligini arttrmak i¢in ¢ok Onemli olabilecegi ifade edilmektedir
(Tabuchi ve ark., 2009).

ER sinyali ile B-katenin (Gupta ve ark., 2011; Guo ve ark., 2015) ve taksan
direnci arasindaki iliski (Tabuchi ve ark., 2009) g6z 6niinde bulunduruldugunda, S45F
ve T41A mutasyonlar1 B-katenin birikimine neden oldugundan (Van Nhieu ve ark.,
1999; Lévy ve ark., 2002; Austinat ve ark., 2008; Hamada ve ark., 2014; An ve ark.,
2021), ER(+) MCF-7 hiicrelerinde, bu iki mutasyonun paklitaksel direncine katki
saglamas1 ile ilgili bulgularimiz literatiirle benzerlik gdstermektedir. Ayrica,
calismamizda kullandigimiz MCF-7 hiicrelerinin (MDA’dan farkli olarak) aktive edici
PIK3CA E545K mutasyonuna sahip olmasi (Beaver ve ark., 2013), PIK3CA E545K



mutasyonun AKT aktive edici etkisi ve AKT nin de B-katenin birikimine yol agmasi
nedeniyle (Arjumand ve ark., 2016) da bu direnci destekliyor olabilir. Geyer ve ark.,
(2011) tarafindan yapilan ¢calismada, WNT/B-katenin yolu aktivasyonun ozellikle iiclii
negatif/bazal benzeri meme karsinomlarinda belirgin oldugu ve kotii klinik sonuclarla
iligkili oldugu ancak bu aktivasyonun CTNNB1 mutasyonlari tarafindan tetiklenmesinin
pek olast olmadigmni ifade etmislerdir. Bu ifade, MDA-MB-231 hiicrelerinde CTNNB1
WT transfeksiyonu sonrasi paklitaksel direnci gelismesine ragmen, mutasyon varligimin

dirence neden olmamasi1 bulgularimizi desteklemektedir.

Buna ek olarak, daha 6nce yapmis oldugumuz ¢alismamizda (Hasbal-Celikok ve
ark., 2021), CTNNB1 S33P, S45F ve T41A mutasyonlarmin kolorektal kanserde,
setuksimab, 5-florourasil, SN-38, oksalipatin ve irinotekan direncine neden oldugunu
gosterildi. MCF-7 kanser hiicrelerindeki bulgularimiz 6nceki bulgularla (Hasbal-
Celikok ve ark., 2021) karsilastirildiginda, bu mutasyonlarin ila¢ direncine neden olmus

olmas1 bakimindan paralellik gostermektedir.

SKOV-3 yumurtalik kanseri hiicreleri ile ilgili bulgularimiz ise, CTNNB1 WT ve

S33P, S45F ve T41A mutasyonlarinin paklitaksel direncine neden olmadigini gosterdi.

Yapilan ¢alismalarda, endometrioid yumurtalik karsinomunda, CTNNB1 ekson 3
mutasyonlar1 ve bu mutasyonlar varliginda niikleer B-katenin birikimi rapor edilmistir
(Palacios ve Gamallo, 1998; Gamallo ve ark., 1999; Wright ve ark., 1999; Wu ve ark.,
2001; Moreno-Bueno ve ark., 2001). Endometrioid yumurtalik karsinomlari, siklikla -
katenin geninde mutasyonlar igerir, ancak bu mutasyonlar serdz, berrak hiicreli ve
miisinéz yumurtalik karsinomlarinda daha nadirdir (Dubeau, 2008) ve ser6z de dahil
olmak iizere diger alt tiplerde baskin anormal ekspresyon modeli sitoplazmik p-katenin
birikimidir (Rask ve ark., 2003; Kildal ve ark., 2005). B-katenin ekspresyon diizeyi ile
yumurtalik kanserinin patolojik Ozellikleri veya klinik sonuglar1 arasindaki iligki
arastirilmig ancak hasta sayilarinda azlik ve histolojik alt tiplerdeki farkhiliklar
genellemeyi zorlagtirmistir. Gamallo ve ark., (1999) tarafindan niikleer B-katenin
ekspresyonunun epitelyal yumurtalik kanserinde iyi prognozun bir gostergesi oldugu ve
yanlizca membrandz [-katenin ekspresyonuna sahip olanlarm, daha kotii prognoza
sahip oldugu ifade edilmistir. Yine, Kildal ve ark., (2005) ve Faleiro-Rodrigues ve ark.,
(2004) tarafindan yapilan calismalarda benzer sonuglar bildirilmistir. Lee ve ark.,

(2003) tarafindan ise, niikleer f-katenin ekspresyonu ile HGSOC arasinda istatistiksel



olarak anlamli bir korelasyon oldugu ve hayatta kalma oranmin azalmasi yoniinde bir

egilim oldugu ifade edilmistir.

Yumurtalik kanseri ile ilgili ¢aliymalarda en yaygin kullanilan hiicre serisi
(Barnes ve ark., 2020) olan SKOV-3’iin hangi epitelyal yumurtalik kanseri alt tipine ait
oldugu, birincil literatiir kaynagi olan ATCC tarafindan belirtilmemistir. Literatiirde
uzun siire HGSOC nin bir 6rnegi oldugu kabul edilmesine ragmen (Barnes ve ark.,
2020; Parashar ve ark., 2022), Domcke ve ark., (2013), en yaygin yumurtalik kanseri
tiirli olan HGSOC’ nin birkag 6zelligini tasimakla birlikte bu alt tipe ait olmadigini
bildirmistir. Yine, Barnes ve ark., (2020) tarafindan, SKOV-3’lin berrak hiicreli
yumurtalik kanserinde en sik mutasyona ugrayan ii¢ protein olan PIK3CA, ARID1A ve
TP53’te anormallikler barindirmasi nedeniyle aslinda berrak hiicrenin en tipik
orneklerinden biri olabilecegi ve berrak hiicre olarak adlandirilmasinin daha dogru
olacag: ifade edilmektedir. SKOV-3 hiicre serisinin hangi alt tipe ait oldugu tartigmali

olmakla birlikte endometriod tiire ait olmadig1 goriilmektedir.

SKOV-3 hiicrelerinin ser6z veya berrak hiicreleri alt tipe dahil olusu (Domcke
ve ark., 2013; Barnes ve ark., 2020; Parashar ve ark., 2022), bu alt tiplerde CTNNB1
mutasyonlarmin nadir goriilmesi (Dubeau, 2008) ve bu baskin anormal ekspresyon
modelinin sitoplazmik B-katenin birikimi oldugu ve niikleer B-kateninin yumurtalik
kanserindeki prognozla ilskisinin tartismali olusu (Gamallo ve ark., 1999; Lee ve ark.,
2003; Faleiro-Rodrigues ve ark., 2004; Kildal ve ark., 2005), SKOV-3 hiicrelerinde
CTNNB1 WT transfeksiyonu veya CTNNB1 S33P, S45F ve T41A mutasyonlarina
bagl olarak B-katenin ekspresyonunun artisinin paklitaksel cevabinda herhangi bir

degisime neden olmadig1 yoniindeki bulgularimizi desteklemektedir.

Meme ve yumurtalik kanseri tedavisinde, farkli molekiiler belirteclerin etkisi
arastirilmakla birlikte, bu kanserlerin tedavisinde paklitaksel direncini dngdren, kabul
gérmiis bir biyobelirte¢ heniiz bulunmamaktadir. Paklitaksel tedavisinde direncten
sorumlu mutasyonlar1 ve tedaviye duyarl hastalarin se¢imini kolaylastirabilecek yeni
biyobelirtecleri belirlemek meme ve yumurtalik kanserlerinin tedavisi i¢in olduk¢a
onemlidir. Hicresel ¢ogalma ile iligkili AKT1 ve B-katenin, ilag direncine sebep
olabilecek iki onemli proteindir. Bu proteinleri kodlayan genlerdeki spesifik bazi

mutasyonlar, aktivite artisina sebep olduklarindan direng ile yakindan iliskili olabilirler.



Bu nedenle, aktivite artisina neden olan AKT1 E17K, E49K ve L52R; CTNNB1 S33P,

S45F ve T41A mutasyonlarinin paklitaksel direnci ile iligkisi arastirilmistir.

Calismamizin sonucunda, ER(+), PR(+) ve HER2(-) olan MCF-7 hiicre serisinde
AKT1 E17K ve E49K; CTNNB1 S45F ve T41A mutasyonlar1 paklitaksel direnci ile
iliskilendirilmistir. Diger yandan, iiclii negatif olan MDA-MB-231 hiicre serisinde ise
AKT1 E17K, E49K ve L52R mutasyonlar1 paklitaksel direnci ile iligkilendirilirken
CTNNB1 mutasyonlar1 ve paklitaksel direnci arasinda herhangi bir iligki bulunmamustir.
Bulgularimiz, ER(+), PR(+) ve HER2(-) profile sahip olan meme kanserli hastalarda
AKT1 E17K ve E49K; CTNNB1 S45F ve T41A mutasyonlarinin paklitaksel tedavisi
oncesi 6nemli birer biyobelirteg olarak kullanilabilecegini gdstermektedir. Uglii negatif
meme kanserli hastalarda ise AKT1 E17K, E49K ve L52R mutasyonlarinin paklitaksel
tedavisine yon verebilecegi ancak CTNNB1 mutasyonlarinin bu tedavi se¢iminde
onemli bir belirteg olmadigi belirlenmistir. Bu sonuglarin, yapilacak ileri klinik
calismalarla desteklenerek meme kanserinde paklitaksel tedavisinin

bireysellestirilmesine olanak saglayacagini diisiinmekteyiz.
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