OZET

TAMOKSIFEN DIRENCLI MEME KANSERI TEDAVISI ICIN GELISTIRILEN
YENI STRATEJILER

Bulus, meme kanseri tedavisinde ve o6zellikle tamoksifen direnci
gelistiren hastalarda kullanlllabilecek, siklik adenozin
monofosfatlin (cAMP) indiklenmesini saglayvan fosfodiesteraz 4D

(PDE4D) modiilatdrleriyle ilgilidir.
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ISTEMLER

1. Bulus, meme kanseri tedavisinde kullanlllabilecek
fosfodiesteraz (PDE) alt tipi olan PDE4D modilatérleri olup
6zelligi, tamoksifen direncini ortadan kaldllrmayll wve PDE4D
inhibisyonu ile siklik adenozin monofosfat (cAMP) seviyesinin
arttirlllmaslinl] saglayan ve bdylelikle ER stresin indiklenmesi
ile direnc¢li hiicrelerin tamoksifen tedavisine vyeniden duyarll]
hale getirilmesini saglayan ve Dbir arada kullanllmalarllyla
sinerjik etki vyaratan aspirin ve tamoksifen; dipiridamol ve
tamcksifen; Gebr-7b wve tamoksifen kombinasyonu olmasl] ile

karakterize edilmesidir.

2. Tstem 1’de bahsi gecgen meme kanseri tedavisinde
kullanlllabilecek fosfodiesteraz (PDE) alt tipi olan PDEA4D
modiilatdrleri olup 6zelligi, aspirin ve tamoksifen
kombinasyonunda; kullan/lan aspirinin 75-600 mg/glin olmasl] ile

karakterize edilmesidir.

3. Istem 1’de bahsi gecgen meme kanseri tedavisinde
kullanlllabilecek fosfodiesteraz (PDE) alt tipi olan PDEA4D
modiilatérleri olup 5zelligi, dipiridamol ve tamoksifen
kombinasyonunda; kullan(llan dipiridamolin 75-400 mg/giin olmasl]

ile karakterize edilmesidir.

4. Istem 17de bahsi gegen meme kanseri tedavisinde
kullanlllabilecek fosfodiesteraz (PDE) alt tipi olan PDEA4D
modiilatorleri olup 6zelligi, Gebr-Tb ve tamoksifen
kombinasyonunda; kullanllan Gebr-7b’nin 0,1-10 mg/gin olmasl ile

karakterize edilmesidir.

15



5. Istem 1'de bahsi gecen meme kanseri tedavisinde
kullanlllabilecek fosfodiesteraz (PDE) alt tipi olan PDE4D
modiilatdrleri olup ©zellidi, aspirin ve tamoksifen; dipiridamol
ve tamoksifen; Gebr-7b wve  tamoksifen kombinasyonlarlinda;
kullandlan tamoksifenin 20-80 mg/giin olmasl] ile karakterize

edilmesidir.
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TARIFNAME

TAMOKSIFEN DIRENCLI MEME KANSERI TEDAVISI ICIN GELISTIRILEN
YENI STRATEJILER

Teknik Alan

Bulus, meme kanserli tedavisinde ve o6zellikle tamoksifen direnci
gelistiren hastalarda kullanlllabilecek, siklik adenozin
monofosfatlin (cAMP) indiklenmesini saglayvan fosfodiesteraz 4D

(PDE4D) modiilatdrleriyle ilgilidir.

Teknigin Bilinen Durumu

Genlerin; radyasyon, cevresel faktdrler, mikroorganizmalar gibi
cesitli faktdrlerden etkilenmesiyle ortaya c¢llkan bozukluklar
kansere neden olmaktadllr. Kadllnlarda goriilen kanser tipleri
arasiinda birinci sllrada yer alan meme kanseri; meme dokusundaki
hiicrelerin kontrolsuz bir sekilde cogalmasl] anlamlna
gelmektedir. Meme kanserinde bu faktdrler dlislinda genetik faktor
ve vyaslanma da bliyik rol oynamaktadllr. Meme kanseri riski;
yumurtalllklar taraflindan salglllanan ve lireme ve adet
dongllerinden sorumlu olan Ostrojen hormonuna maruz kalma
stUresine bagllldllr ve sirenin uzamasl riski arttllrmaktadlr. Ek
olarak, vagd oranl] yliksek glldalarla beslenme ve alkol tiiketiminin
de ©Ostrojen hormonu diizeyini arttllrabilecedi ve bdylelikle
kanser gelisim riskini arttllrabilecedi belirtilmektedir. Bazl]
risk faktdrleri dengeli beslenme ve diizenli egzersiz gibi
faaliyetler wveya sigara ve alkol tiketilmemesi ile en aza

indirgenebilmektedir.

Reseptdrlerin Ostrojen veya progesteron hormonlarlna badlanmasl]

durumunda ER-pozitif (ER+) veya PR-pozitif (PR+) olarak
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adlandrllma vyapllllrken, genel adllyla meme kanseri tiril “hormon
reseptdr pozitif” olarak kullanlllmaktadlr. Hormon reseptdr
pozitif oldugunda ilerlemenin daha vyavas ve hormon terapi
ilaclarilna veya tamoksifen gibi anti-hormonal tedaviye cevap
verme egiliminin daha iyi oldugu gozlenmektedir. Hormon reseptor
diizeyi testinin yaplllmasll teshis amacll] dedildir ancak, tedavi
secenekleri ve timdr oOzelliklerinin belirlenmesine yardlmcl]

olmaktadlr.

ER hedefli tedaviler, tamoksifen veya ralocksifen gibi secici ER
modilatdri, letrozol, anastrozol ve eksemestan gibi aromataz
inhibitdrleri veya fulvestrant gibi secici ER asagll-
diizenleyiciler wvaslltasllyla gerceklestirilmektedir. Tamoksifen
yilksek riskli ER-pozitif meme kanseri hastalarlinlln tedavisinde
kullanlllmakta olup, en az 5 vyl tamoksifen tedavisi
uygulandlglinda niksetme oraniinlln ilk 10 vyl[ll boyunca yaklasllk
%40-50 ve 6lim oraniinlin ise ilk 15 ylll boyunca yaklasllk i¢cte bir
oranlinda azaldllgll gorilmistiir. Ancak, %40'dan fazla hasta
tedavinin ilk asamaslinda yeniden direnc veya uzun siireli klinik
tedavisi boyunca zamanla direng ve metastaz gelistirmektedir.
Endokrin direncini ortadan kald lrmak icin gelistirilen
stratejilerde ise EGFR inhibitért (gefitinib), HERZ2 inhibitéri
(transtuzumab) gibi inhibitorlerin tamoksifenle kombinasyonu ile
tedavi gerceklestirilmekte ancak, yine de ilag¢ direnci gelisgimi

goriilmektedir.

Vicudun farklll doku ve organlariinda bulunan fosfodiesteraz (PDE)
enzimleri; hiicre fonksiyonlarlinda farkll] fizyolojik olaylara
aracl]llJk etmekte wve protein kinaz A enzimine badlanarak
etkinlesmesini sadglayan siklik adenozin monofosfatlin (cAMP)
adenozin monofosfata (AMP) hidrolizini sadlayarak inaktive

etmektedir. Cesitli hicresel fonksiyonlarl] secici olarak
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diizenleyebilen PDE enzimi, cAMP sinyal yollarlinlin
diizenlenmesinde  buyik rol oynamaktadllr. Bunu da hicre
cekirdedine difiize olabilen ve fosforilasyon saglayan cAMP ile
etkinlestirilen protein kinaz A sayesinde saglamaktadllr. Yaplllan
calllsmalarda, PDE alt tipi olan PDE4D geninin prostat ve akciger
kanseri hiicrelerinde proliferasyona neden oldudu ve PDE4'in
inhibisyonunun antitimér/antiproliferatif etki yarattlgl
goriilmiistiir. cAMP’[In hiicre ic¢indeki diizeylerinin artmasl] icin
kullanlllan PDE4 inhibitdérleri ile inflamatuar Thiicrelerin
aktivasyonu basklllanarak hicre proliferasyonu

azaltlJlabilmektedir.

Teknidin bilinen durumunda, A. Tari ve digerleri taraflindan 2005
y[11lnda, “Laboratory Investigation” dergisinde vyayllnlanan
“Cyclooxygenase-2 protein reduces tamoxifen and N-(4-
hydroxyphenyl) retinamide inhibitory effects in breast cancer
cells.” basglllkll]l makalede ER-pozitif meme timérlerinde bulunan
siklooksijenaz-2 (COX-2) proteinin ilac direnci olusturdudundan
bahsedilmektedir. W02016071520 saylllll basvuruda PR-negatif ve
ER-negatif meme kanserinin tedavisi i¢in gelistirilen ydntem ve
bilesimler anlatl/lmaktadllr. US2015285802 sayl]lll basvuruda ise
meme kanseri gelistirme riskini ©6ngérmek, Onlemek ve tedavi
etmek amacllyla geligtirilen vyontemlerden bahsedilmektedir.
Ancak, meme kanseri ig¢in tedavi yodntemleri gelistirilse bile
ilac direnci olusmasl] durumunda direncin ortadan kaldlrlllamamas(]
biyik sorun teskil etmekte ve yeni stratejilerin gelistirilmesi

ihtiyacliinll dogurmaktadir.

Bulusun Cozimini Amaglad |gl| Problemler

Bulusun amacl], meme kanseri tedavisinde ve 6zellikle tamoksifen

direnci gelistiren hastalarda kullanlllabilecek, siklik adenozin
3
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monofosfatlin (cyclic adenosine monophosphate-cAMP)
indiklenmesini saglayan fosfodiesteraz alt tipi 4D (PDE4D)

modiilatdrlerinin gelistirilmesidir.

Bulusun bir diger amacl], tamoksifene karsl] gelistirilen direnci
ortadan kaldllrmak wve endokrin direncli hiicreleri tamoksifen
tedavisine yeniden duyarlll hale getirmek i¢in kullanlllabilecek

stratejilerin gelistirilmesidir.

Bulusun dider bir amacll, cAMP hidrolize eden PDE4D geninin
basklllanmasl] ve etkinliginin engellenmesi ile cAMP seviyesinin
arttlrllmasll, ER stresinin baslatlllmasl] ve tamoksifen direncinin

istesinden gelinmesinin saglanmasildllr.

Sekillerin Ac¢l klanmas'|

Sekil 1: Tamoksifen direngli MCF-7 (TamR) hicrelerinin parental
MCF-7 (WT) hicreleri ile karslllastlirmasiinda anlamlll zenginlesen

yolaklar analizi

Sekil 2A: Tamoksifen direng¢li wve parental MCF-7 hilcrelerinde

hiicre i¢i cAMP seviyesi

Sekil 2B: Tamoksifen direncli ve parental T47D hilicrelerinde

hiicre ig¢i cAMP seviyesi

Sekil 3A: Tamoksifen direncli wve parental MCF-7 hiicrelerinde

PDE4AD ifade seviyesinin Western blot ile analizi

Sekil 3B: Tamoksifen direncli ve parental T47D hilicrelerinde

PDE4D ifade seviyesinin Western blot ile analizi

Sekil 4A: Tamoksifen direngli MCF-7 hiicre modelinde PDE protein

aktivitesinin farkll] dozlardaki PDE inhibitorli (dipiridamol) ile
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farmakolojik olarak susturulmaslniin tamoksifen duyarlll10gH

lizerine etkisi

Sekil 4B: Tamoksifen direncli T47D hiicre modelinde PDE protein
aktivitesinin farkll] dozlardaki PDE inhibitdérli (dipiridamol) ile
farmakolojik olarak susturulmaslinlin tamoksifen duyarll]1[igl]

lUzerine etkisi

Sekil 5A: Tamoksifen direng¢li MCF-7 hiicre modelinde PDE protein
aktivitesinin farklll dozlardaki PDE4D spesifik inhibitdri (Gebr-
D) ile farmakolojik olarak susturulmasiinlin tamoksifen

duyarllJ1lgl] izerine etkisi

Sekil 5B: Tamoksifen direncli T47D hiicre modelinde PDE protein
aktivitesinin farkll] dozlardaki PDE4D spesifik inhibitérii (Gebr-
7b) ile farmakolojik olarak susturulmaslinlin tamoksifen

duyarllI1lg§l] izerine etkisi

Sekil 6A: Tamoksifen direncgli MCFEF-7 hilicre modelinde PDE protein
aktivitesinin farkll] dozlardaki aspirin ile farmakolojik olarak

susturulmaslinlln tamoksifen duyarll/1lIgl] dizerine etkisi

Sekil 6B: Tamoksifen direncli T47D hiicre modelinde PDE protein
aktivitesinin farkll] dozlardaki aspirin ile farmakolojik olarak

susturulmasliinlin tamoksifen duyarll]1[]§l] tizerine etkisi

Sekil 7A: Tamoksifen direngli MCF-7 hilicre modelinde dipiridamol

ve/veya tamoksifen uygulamasl] sonraslinda hlicre ici cAMP seviyesi

Sekil 7B: Tamoksifen direncli MCF-7 hiicre modelinde Gebr-7b

ve/veya tamoksifen uygulamasll sonraslinda hiicre ici cAMP seviyesi

Sekil 7C: Tamoksifen direncgli T47D hiicre modelinde dipiridamol

ve/veya tamoksifen uygulamasl! sonraslinda hiicre ici cAMP seviyesi

Sekil 7D: Tamoksifen direncli T47D hiicre modelinde Gebr-7b

ve/veya tamoksifen uygulamasl] sonraslinda hicre ic¢i cAMP seviyesi
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Sekil 8A: Tamoksifen direncli MCFEF-7 hiicre modelinde
tamoksifen/aspirin kombinasyonu uygulamas(in[l takiben hiicre ic¢i

cAMP seviyesi

Sekil 8B: Tamoksifen direncli T47D hiicre modelinde
tamoksifen/aspirin kombinasyonu uygulamas(inl] takiben hiicre ici

CAMP seviyesi

Sekil 9A: Tamoksifen direngli MCF-7 hiicre modelinde dipiridamol
ve/veya tamoksifen uygulamasl! ardlindan stres iliskili kinazlarln
(JINK and p38) wve PI3K yoladll proteinlerinin Western blot ile

analizi

Sekil 9B: Tamoksifen direncli MCF-7 hicre modelinde Gebr-7b
ve/veya tamoksifen uygulamasl] ardlndan stres iliskili kinazlar(n
(INK and p38) ve PI3K yolagll proteinlerinin Western blot ile

analizi

Sekil 10: Tamoksifen direncli MCF-7 hiicre modelinde aspirin
ve/veya tamoksifen uygulamasl] ardlindan stres iliskili kinazlarln
(JNK and p38) ve PI3K vyoladll proteinlerinin Western blot ile

analizi

Sekil 11A: MCF-7 TamR  hiicrelerinde dipiridamol ve/veya
tamoksifen uygulanmasl] ile ER stresi ile iliskili proteinlerin

Western blot analizi

Sekil 11B: MCF-7 TamR hiicrelerinde Gebr-7b ve/veya tamoksifen
uygulanmasl] ile ER stresi ile iliskili proteinlerin Western blot

analizi

Sekil 12: MCF-7 TamR hiicrelerinde aspirin ve/veya tamoksifen
uygulanmasl] ile ER stresi ile iliskili proteinlerin Western blot

analizi

Sekil 13A: MCF-7 TamR  hiicrelerinde dipiridamol ve/veya

tamoksifen uygulamaslina badlll gbreceli apoptoz indeksi
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Sekil 13B: MCF-7 TamR hiicrelerinde Gebr-7b ve/veya tamoksifen

uygulamaslina baglll gdoreceli apoptoz indeksi

Sekil 13C: MCF-7 TamR hiicrelerinde aspirin ve/veya tamoksifen

uygulamaslna badlll goreceli apoptoz indeksi

Sekil 14A: Dipiridamol ve/veya tamoksifen ve Gebr-T7b ve/veya
tamoksifen uygulamaslinl[ln direnc¢li  MCF-7 hiicre zenograft

modelinde tUmdr blylimesine (hacmine) etkisi

Sekil 14B: Aspirin ve/veya tamoksifen uygulamasliinlln direncli
MCEF-7 hiicre =zenograft modelinde timdér blylimesine (hacmine)

etkisi

Sekil 15A: MCF-7 Tam-R  hiicrelerinde dipiridamol ve/veya
tamoksifen ve Gebr-T7b ve/veya tamoksifen uygulanmasl] ile timér

aglr1gl degisimi

Sekil 15B: MCF-7 Tam-R hiicrelerinde aspirin ve/veya tamoksifen

uygulanmasl] ile timdér agllrlll§ ] dedisimi

Sekil 16A: Dipiridamol ve/veya tamoksifen ve Gebr-7b ve/veya

tamoksifenin izole MCF-7 TamR timér zenograftlarl]

Sekil 16B: Aspirin ve/veya tamoksifenin izole MCF-7 TamR timor

zencgraftlarl]

Bulusun Ac¢lklanmas

Bulus, vyeni stratejilerin gelistirilmesini saglayan ve meme
kanseri tedavisinde ve O&zellikle tamoksifen direnci gelistiren
hastalarda kullanlllabilecek, siklik adenozin monofosfat (cyclic
adenosine monophosphate-cAMP) seviyesinin arttUrUlmaslinl]
saglayan fosfodiesteraz alt tipi 4D (PDE4D) modilatdrleri ile
ilgilidir.



10

15

20

25

30

Bulus konusu gelistirilen PDE4D modilatdrleri; hiicresel cAMP
konsantrasyonu arttlirlllmaslinll saglayan, asetilsalisilik asit
(aspirin-ASA), dipiridamcl (dipy) veya secimli PDE4D inhibitdri
(PDE41Is) olarak Gebr-Tb kimyasallarlinlin tamoksifen ile
birlestirilmesi ile elde edilmektedir. Tamoksifen direncli ER-
pozitif meme kanseri ig¢in yeni stratejilerin gelistirilmesinde
bncelikle tamoksifen direncli hiicreler (MCF-7 TamR) ve parental
hiicrelerinde (MCF-7 WT) tiim genom transkriptom dizilimi
gerceklestirilmektedir. Ardliindan, MCF-7 TamR hlicrelerinin MCF-7
WT hiicreleri ile karslllastllrmasiinda anlamll] zenginlesen yolaklar
analizi (Ingenuity Pathway Analysis (IPA), (z<-1, z>+1))
yvaplllmakta ve yaplllan analizde en &nemli yolak olarak MCF-7 WT
hiicrelerine kllyasla MCF-7 TamR  Thiicrelerinde cAMP-ortamll]
sinyalleme oldugu gorilmektedir. Sekil 1'de gbdsterilen yolak
zenginlesme analizi wve yaplllan tim genom transkriptom analizi
ile PDE4D; tamoksifen direncinin potansiyel diizenleyicisi olarak
6n plana cllkmaktadllr. Sekil 2A wve B'de ise sllrasllyla tamoksifen
direngli wve parental MCF-7 wve T47D hiicrelerinde &lclilen cAMP
seviyeleri verilmektedir. cAMP seviyesinin MCF-7 TamR wve T47D
TamR hiicrelerinde MCF-7 WT ve T47D WT hicrelerine kllyasla daha
diisiik oldugu goriilmektedir. Ek olarak, Sekil 3A ve B’de sllrasllyla
tamoksifen direncli ve parental MCF-7 ve T47D hiicrelerinde PDE4D
ifade seviyesinin Western blot ile analizi yer almakta ve PDE4D
geninin; tamoksifen direnc¢li hilicrelerde (MCF-7 TamR ve T47D
TamR) daha fazla oldugu belirlenmektedir. Sekillerden de
anlasglllacagl!l {izere PDE4D geni ile hiicresel cAMP seviyesi

arasiinda ters korelasyon bulunmaktadir.

Bulus konusu, PDE4D geni kazan[Jlmlls tamoksifen direncinin kritik

bir diizenleyicisi olarak ©Onerilmekte wve kiicik molekiilli

inhibitdrlerle PDE4D geninin engellenmesi ile endokrin direncli

hiicrelerin tamoksifen tedavisine yeniden duyarll] hale

getirilmesi saglanmaktad r. PDE4D inhibisyonunun farmakolojik
8
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olarak tamoksifen duyarlUllgl] idzerindeki etkilerini incelemek
igin MCF-7 TamR ve T47D TamR hiicrelerine; dipiridamol, Gebr-T7b,
aspirin veya tamoksifen ile kombinasyonu gerceklestirilen
dipiridamol, Gebr-7b veya aspirin uygulanmaktadlr. Uygulamadan
72 saat sonraslinda hiicre biliyimesi analiz edilmekte wve vyiizde
biyime inhibisyonu belirlenmektedir. MCF-7 TamR hiicre modelinde
PDE protein aktivitesinin farklll dozlardaki dipiridamol, Gebr-
7b ve aspirin ile farmakolojik olarak susturulmasinlln tamoksifen
duyarll1lgl] tzerine etkisi slrasllyla Sekil 4A, 5A ve 6A’'da
verilmektedir. T47D TamR hiicre modelinde PDE protein
aktivitesinin farkll] dozlardaki dipiridamcl, Gebr-7b ve aspirin
ile farmakolojik olarak susturulmas(inlin tamoksifen duyarllI1[§[]
dzerine etkisi ise sllrasilyla Sekil 4B, 5B ve 6B’ de
gosterilmektedir. Kullanlllan tamoksifen konsantrasyonu 7,5 uM
iken, dipiridamol konsantrasyonu 1, 5 wve 10 uM, aspirin
konsantrasyonu da 10, 100, 200, 500 we 1000 pM'dllr. Gebr-7b
yogunlugu ise 0,01, 1, 5 ve 10 pg/ml’dir. Sekillerde de gdrildigi
izere, tamoksifen ile dipiridamol, Gebr-7b veya aspirin
kombinasyonal tedavisinde hilicre blylime inhibisyonu vylizdesi;
tamoksifen veya inhibitdrin tek basllna kullanll1dlgl] tedavilerden
daha yiksektir. Ayrlica, tamoksifen ile dipiridamocl, Gebr-7b veya
aspirin kombinasyonal tedavisinde hiicre biylime inhibisyonu
viizdesi; inhibitér dozajlama miktarl] arttllkca artmaktadllr. Ek
olarak, dipiridamecl inhibitdriine gdre Gebr-7b inhibitdérinin 10
ng/ml kadar diislik dozajlarda daha etkili ve tamoksifenle daha
fazla sinerjik etkiye sahip oldudu gorilmektedir. Elde edilen
sonuc¢larla, PDE4D geninin farmakolojik olarak susturulmas(],
tamoksifen direncgli meme kanseri hlcrelerini tamoksifene in

vitroda yeniden duyarll] kllmaktadlr.

Bulusa konu olan aspirin ve tamoksifen kombinasyonunun; cAMP

seviyesi lizerindeki etkisi incelenerek tamoksifen direncgli MCF-

7 ve T47D hlicre modellerinde tamoksifen ve aspirin kombinasyonu
9
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uygulamaslinll takiben hiicre ig¢i cAMP seviyesi belirlenmekte ve
sadece aspirin veya tamoksifen kullan[mlindaki cAMP seviyesi ile
karslllastllrma slirasllyla Sekil 8A ve B’de yaplllmaktadllr. cAMP
seviyesinin, aspirin ve tamoksifen kombinasyonunda &nemli &lcide
arttlgl] gdozlenmektedir. Dipiridamol veya Gebr-7b ve tamoksifen
kombinasyonunda da aynll sonuclar elde edilmekte ve CcAMP
seviyesinin biylk ©6lclide artmasl! tamoksifen ile inhibitér
kombinasyonunun sinerjik etki yarattllglinll kanlltlamaktadllr. Sekil
TA ve B’de 1ise MCF-7 TamR hiicresinde sllrasllyla dipiridamol
ve/veya tamoksifen ve Gebr-7b ve/veya tamoksifen uygulamas

sonraslinda hucre ici cAMP seviyeleri gdsterilmektedir. Sekil 7C
ve D’de de T47D hiicresinde slrasllyla dipiridamol ve/veya
tamoksifen ve Gebr-7b ve/veya tamoksifen uygulamasl] sonras!inda
hiicre i¢i cAMP seviyeleri verilmektedir. Ek olarak, aspirin
ve/veya tamoksifenin MCF-7 TamR hiicrelerinde; p38, JNK gibi
stres diliskili kinazlarlln ve PI3K vyoladll iizerine etkisinin
Western blot 1ile analizinde, Sekil 10'daki sonuclar elde
edilmektedir. Aspirin ve tamoksifen kombinasyonunda p-JNK ve p-
P38 seviyesi anlamll]l olarak artmaktayken, hem Ser-473 hem de
Thr-308 AKT’'nin fosforilasyonu dismektedir. Dipiridamol veya
Gebr-7b inhibitdriniin tamoksifenle kominasyonunda da ayn

sonucla karsiJlaslllmakta ve inhibitdrlerin tamoksifen ile
kombinasyonu; fosforilasyon durumu Uzerinde sinerjik etki
yvaratmaktadllr. Sekil 9A wve B'de slrasllyla MCF-7 TamR hiicre
modelinde dipiridamol ve/veya tamoksifen ve Gebr-7b ve/veya
tamoksifenin p38, JNK ve PI3K yoladll proteinlerinin Western blot

ile analizi gésterilmektedir.

PDE4D inhibisyonu ile tamoksifen duyarllJllilindan sorumlu ER
stresi arasiinda yer alan iliskinin belirlenmesi icin
gerceklestirilen Western blot analizinde MCE-7 TamR
hiicrelerinde; inositol-gerektiren enzim la (inositol-requiring
enzyme loa, IREla), protein kinaz RNA-gibi ER kinaz (protein

10
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kinase RNA-like ER kinase, PERK) wve aktive edilmis PERK
fosforilatlarlin dkaryotik doénusum baslatllcl] faktdr 2a (activated
PERK phosphorylates eukaryotic translation initiator factor 2«
elF20) gibi ER stresi ile iliskili proteinleri kullanlllmaktadllr.
Bununla birlikte, MCF-7 TamR hiicrelerine dipiridamol ve/veya
tamoksifen, Gebr-7b ve/veyva tamoksifen veya aspirin ve/veya
tamoksifen uygulanmakta ve proteinlerin Western blot analiz
sonuc¢larll sllrasllyla sekil 11A, 11B ve 12'de gdsterilmektedir.
cAMP aktivasyonunun devamll1l[I§l] ile IREla, PERK ve elFZua
proteinleri; inhibitorlerin tamoksifenle sinerjik etkisinden
dolayl] aktiflesmektedir. Bdylelikle, PDE4D inhibisyonu sayesinde
ER stresi baslatlllmakta ve tamoksifen direncli meme kanser
hiicreleri tamoksifene duyarll] hale gelmektedir. Ek olarak, MCF-
7 TamR hilcreleri; kanser  hiicresi apoptoz analizi icgin
dipiridamol ve/veya tamoksifen, Gebr-7b ve/veya tamoksifen veya
aspirin ve/veya tamoksifen ile 72 saat Dboyunca islemden
gecirilmektedir. Sekil 13A, B ve C’de gbreceli apoptoz indeksin
inhibitérler ve/veya tamoksifene badll]l dedisimi gdsterilmekte ve
grafikten de anlasll1dlgl] 1{dzere inhibitdrlerin tamoksifenle
kombinasyonu apoptoz indeksini onemli 0&lciide arttilrmaktadlir.
Elde edilen sonug¢lara gdre inhibitdrler; cAMP seviyesini ve ER-
stres aracllll] p38/JNK aktivasyonunu ydénlendirerek apoptoza yol

acmakta ve tamoksifen direncini kllrmaktadllr.

Aspirinin in vivo tamoksifen direncini ortadan kaldllrllp
kaldllrmadllglinll test etmek amacllyla ise MCF-7 TamR zenograft
olusturulmaktadllr. Ardiindan MCF-7 TamR =zenograftlara; tumdr
hacmi vyaklasllk 100 mm?® dederine ulastiiglinda 100 mg/kg aspirin
ve/veya 2 mg/kg tamoksifen 20 giin boyunca her giin uygulanarak
timér  blylimesi gdzlenmektedir. Aynll sekilde islemlerden
gegirilen dipiridamol veya Gebr-7b inhibitdriinin tamoksifenle
kombinasyonunda ise aynll miktarda tamoksifen ve 15 mg/kg
dipiridamol veya 3 pg/kg Gebr-7b kullanlllarak 20 glin boyunca her
11
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gin uygulama gerceklestirilmektedir. Tablo 1’de dipiridamol,
Gebr-Tb, aspirin ve tamoksifenin; insan ve farede
kullanlllabilecek doz aralllklarl] verilmektedir. Sekil 14A ve B'de
gbsterilen aspirin, dipiridamol veya Gebr-7b inhibitdrlerinin
tamcksifenle kombinasyonu, tamoksifen wveya inhibitorlerin tek
basllna kullan[l1dlg§l] tedavi ile karslllastlrlJldll§linda, farelerde
MCF-7 TamR timdrlerinin daha az bilylidigli ve asllinda bluylmeyi
stabilize ettigi gdrltlmektedir. Tim bu sonuclarla PDE4D
aktivitesinin modiilasyonu ve hem in vivo hem de in vitro cAMP
seviyesinin artmasl ile aspirin, dipiridamol ve Gebr-7b
inhibitdrlerinin tamoksifen direncini ortadan kaldlrdlgl ve
direncli timdrlerde tamoksifen sensitizasyonu ile sonuclandligl]
anlaslllmaktadlr. Sekil 15A wve B’de 1ise aspirin ve/veya
tamoksifen, dipiridamol ve/veya tamoksifen ve Gebr-7b ve/veya
tamoksifen uygulanmas!] ile timor aglrlligl] degisimi
gbsterilmektedir. Sekil 16A ve B’'de aspirin ve/veya tamoksifen,
dipiridamol ve/veya tamoksifen wve Gebr-7b ve/veya tamoksifen
uygulamaslindan sonra izole MCF-7 TamR zenograft modelinden elde

edilen tUmor resimleri verilmektedir.

Tablo 1. Dipiridamol, Gebr-7b, aspirin ve tamoksifenin insan

ve farede kullanlllabilecek doz aralllklarll

insanda Kullan lan Doz | Farede Kullan/lan Doz
Dipiridamol 75-400 mg/giin 10-70 mg/kg/gln
Gebr-7b 0,1-10 mg/gun* 3-300 ng/kg/gilin
Aspirin 75-600 mg/gin 5-400 mg/kg/gin
Tamoksifen 20-80 mg/gin 5-120 mg/giin

* Insanda ®nerilen doz
12
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Ozellikle ER-pozitif meme kanserinde kullanlllabilecek
stratejiler olarak ©Onerilen aspirin, dipiridamol veya PDE4D
spesifik inhibitdrli olan Gebr-7b ve tamoksifen kombinasyonuyla
CAMP seviyesinin artlls g&sterdidi ve sinerjik etki yarattl§
gorilmektedir. Ancak, ozellikle su ana kadar COX-2 1inhibitor
olarak bilinen aspirinin in vitro ve in vivo tamoksifen direncini
ortadan kaldllrarak PDE4D ve cAMP seviyesi modiilatdril ve cAMP
indliikleyici oldugu ilk defa ortaya c¢llkmakta ve aspirinin bu
Oozellikleri tamoksifen ile yvarattlgl] sinerjik etkiden

kaynaklanmaktadllr.

Meme kanser hiicresi MCF-7; Fenolsiiz Dulbecco besiyeri, %10 fetal
sl§lr serumu, %0,1 insiilin, 50 U/ml penisilin/streptomisin, %1
yardlmcl] amino asitler ig¢inde teknigin Dbilinen durumunda
kullanlllan ydéntemlerle kiiltiirlenerek, 5 pM 4-hidroksitamoksifen
varlllglinda MCF-7 TamR hiicreleri 1 ylll siire ile biyiitilmektedir.
MCF-7 WT hilicreleri 1se tamoksifen eklenmeden aynl! kosullarda
elde edilmektedir. Hicreler rutin olarak mikoplazma
kontaminasyonu i¢in test edilmektedir. Hiicresel cAMP seviyesinin
belirlenmesi ig¢in 10000 hiicre ekilmekte ve hiicrelere 1 giin sonra
PDE4D inhibitdrleri ile tamoksifen kombinasyonu 20 dakika
boyunca uygulanmaktadlr. Ard Indan, hiicreler 2 kez fosfat
tamponlu tuz c¢ozeltisi (PBS) 1ile yllkanarak LANCA ultra cAMP
tespit reaktifleri ile inkilbe edilmektedir. Zenograft
calllsmalarlinda ise 6-8 haftalllk farelerde MCF-7 TamR hiicreleri
gelistirilmekte wve Ostradiol peletler implante edilmektedir.
Ardiindan, 1x107 MCF-7 TamR hiicreleri meme vyagdlarllna enjekte
edilerek timor biiylimesi dizenli olarak izlenmektedir. Timér 100
mm?® boyutuna ulastlldlnda ise PDE4D inhibitdrleri ve tamoksifen
ile isleme tabi tutulmaktadllr. Aynll islemler T47D hiicrelerinde
de tekrarlanabilmektedir. Bulus konusu gelistirilen PDE4D
modiilatdrleri ic¢in vyaplllan analizlerde yikleme kontrolil ig¢in p-
aktin kullan//lmaktadllr.
13



Bulusun Sanayiye Uygulanma Bigimi:

Bulus konusu, meme kanseri tedavisinde kullanlllabilecek PDE4D
modiilatdérleri; siklik adenoczin monofosfatlin indilklenmesini
saglayarak tamoksifene karsl gelistirilen direnci ortadan
kaldllrmasl] ve endokrin direncli hiicreleri tamoksifen tedavisine
veniden duyarll] hale getirmesi ile meme kanseri tedavisi icin
gelistirilen stratejilere gdre 1{stiin 0zellik gOsterebilecek

yaplldadlr.
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