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HER2 Reseptoriine Kars1 Gelistirilen DNA Aptamerlerin
Meme Kanserinde Tam ve Tedavi Amach Kullanilmasi

Fulya KUCUKCANKURT', Nedret ALTIOK?

Oz

Bu galismada, HER2-pozitif (HER2+) meme kanser hiicrelerinde biyobelirte¢ olarak HER2
reseptoriinii hedef alan DNA aptamerler kullanarak ileride HER2+ kanser hiicrelerine selektif
diyagnostik testler gelistirmeyi ve sitotoksik ilaglari hedefe yonelik bir sekilde kanser hiicrelerine
tasimay1 amagladik. Gastrik tiimor hiicrelerinde HER2 yiizey antijenlerini tanidig1 bildirilen
monomerik ve trimerik HER2 DNA aptamer sekanslarinin HER2+ meme kanser hiicrelerine
selektif olarak baglanip baglanmadigini test ettik. Bu nedenle HER2 DNA aptamer sekanslarin
5 ucuna IRD 800 baglanarak isaretlendi. IRD 800 isaretli monomerik ve trimerik HER2 DNA
aptamer sekanslarinin meme kanser hiicrelerinde HER2 reseptorlerini hedefleme yetenekleri
karsilagtirildi. Buna gore, HER2 reseptor protein diizeylerine paralel olarak, IRD 800 isaretli
DNA aptamer sekanslari yiiksek oranda HER2 ekspresyonu goriilen MDA MB 453 ve SKBR3
meme kanser hiicrelerine yogun sekilde baglanirken, hi¢ HER2 ekspresyonu goriilmeyen MDA
MB 231 hiicrelerine ¢ok az spesifik olmayan baglanma goriildii.
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Application of DNA Aptamers against HER2 receptors in the Diagnosis and
Treatment of Breast Cancer

Abstract

Here we aim to develop DNA aptamers targeting HER2 receptors as biomarker in HER2-
positive (HER2+) breast cancer cells to develop diagnostic tests and to deliver cytotoxic drugs to
cancer cells in a tumor-specific manner in the future. We have tested whether the monomeric and
trimeric HER2 DNA aptamer sequences which have been reported to recognize HER2 surface
antigens in gastric tumor cells selectively bind to HER2+ breast cancer cells. For this purpose
we labeled 5’ ends of HER2 DNA aptamer sequences with IRDye 800. Then we have compared
the abilities of these IRDye 800 labeled monomeric and trimeric HER2 DNA aptamer sequences
to target HER2 receptors in breast cancer cells. Altogether, we have observed that while IRDye
800 labeled HER2 DNA aptamer sequences significantly bind to MDA MB 453 and SKBR3
breast cancer cells which express HER2 receptors abundantly, very little nonspecific binding
was observed in MDA MB 231 cells which do not express any HER2 receptors.

Keywords: Aptamer, Anticancer drug, Breast cancer, HER2, Fluorophore

!stanbul Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii

? [stanbul Aydin Universitesi T1p Fakiiltesi, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal1

Yazisma Adresi: Dr. Nedret ALTIOK, IAU Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji AD, Besyol Mah. inonii Cad. No:38
Kiigiikcekmece, Istanbul, Tiirkiye. Tel: +90 444 14 28 E-mail: nedretaltiok@aydin.edu.tr

ORCID ID: 0000-0001-5989-8482.

Gelis Tarihi: 17 Subat 2020 Kabul Tarihi: 03 Mart 2020

Doi num: 10.17932/IAU.TFK.2018.008/2020.301/ttk_v0311005

Tip Fakiiltesi Klinikleri Cilt 3 « Sayi 1 Mart 2020 (35-39) 35



HER?2 Reseptériine Karsi Gelistirilen DNA Aptamerlerin Meme Kanserinde Tani ve Tedavi Amacgli Kullaniimasi

Giris

HER2 (human epidermal growth factor receptor
2) reseptoriiniin asir1 ekspresyon ve mutasyonlari
meme kanseri basta olmak {izere yumurtalik, mide,
mesane ve akciger kanseri gibi ¢esitli kanser tiirleri
ile iligkilendirilmistir. HER2 gen amplifikasyonu
bulunan kanser hiicrelerinde, HER2, liganda bagh
olmayan spontan homodimerler veya EGFR/
HER3 reseptorleri ile heterodimerler olusturarak
sitoplazmik kinaz bdlgesi konstitutif aktif hale gelir
(1,2,3). HER2 reseptoriiniin asir1 ekspresyonu meme
kanseri ve bazi diger kanserlerde antikanser ilaglara
direng gelismesine ve prognozun kotii olmasina yol
acar. Bu nedenle HER2 reseptorii tiimor-spesifik
ilag verilebilmesi i¢cin 6nemli bir hedeftir. Artmig
HER2 ekspresyonu olan meme kanseri hastalarinin
tedavisinde kullanilan trastuzumab, pertuzumab
gibi monoklonal antikor yapisindaki hedefe yonelik
terapdtikler HER2 reseptoriiniin farkli dimerlerine
baglanarak etki gosterirler, fakat sonradan gelisen
ilag direnci, istenmeyen etkiler ve yiiksek fiyatlar
nedeniyle kullanimlar1 kisitlidir.

Son yillarda aptamer-ilag kompleksleri, HER2
ve diger hedef molekiillere yonelik iiretilmeye
baglamig, tan1 ve tedavi amach kullanilma
potansiyelleri gelistirilmeye c¢alisilmaktadir (4,5).
Aptamerler; aminoasitler, antibiyotikler, proteinler,
niikleik asitler gibi ¢ok c¢esitli molekiillere yiiksek
spesifite ve afinite ile baglanabilen 100 bazdan
kisa oligoniikleotidlerdir. HER2 ekspresyonunun
yiiksek olmast HER2 reseptoriine karst gelistirilmis
aptamerin daha fazla yogunlukla baglanmasi igin
gereklidir. Bu amagla, bu ¢alismada yiiksek oranda
HER2 ekspresyonu oldugunu gosterdigimiz MDA
MB 453 ve SKBR3 meme kanser hiicrelerini ve
kontrol olarak hi¢ HER2 ekspresyonu olmadigini
saptadigimiz MDA MB 231 hiicrelerini kullandik.

Gere¢ ve Yontem

Hiicre kiiltiirii

Calismada insan meme kanseri hiicre soylart MDA
MB 453 ve SKBR3 analizleri¢in kullanildi ve kontrol
olarak MDA MB 231 kullanild1. Hiicre soylart ATCC
(American Type Culture Collection)’dan alindi.
MDA MB 453, MDA MB 231 ve SKBR3 hiicreleri
DMEM/F12, ve %10 FBS (fetal bovine serum), 2
mmol/L glutamin ve 100 {inite/mL penisilin G, 100
pg/mL streptomisin igeren medyumlarda 37°C’de
CO, inkiibatoriinde kiiltiire edildi.
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Hiicrelere aptamer baglanmast ve hiicre igine
alinmasi

Gastrik  timo6r  hiicrelerinde HER2  yiizey
antijenlerini tanidig1r bildirilen monomerik ve
trimerik HER2 DNA aptamer sekanslarina (6)
yakin kiziltesi (Near-Infrared) floresan boya IRD
800 baglanarak florofor isaretli aptamerin HER2
reseptoriine baglanmasi ve internalizasyonu optikal
LI-COR® Odyssey® Infrared Imaging Sistemi
kullanilarak Hiicre Baglanma ydntemi ile incelendi.

Hiicreler microtiter plate’lere deney sirasinda %70-
80 konfluent olacak sayida ekildi ve 37°C’de CO,
inkiibatortinde kiiltiire edildi. 1 uM IRD 800-isaretli
aptamerler hiicre kiiltir medyumu ile dilue
edildikten sonra hiicreler ile 1 saat inkiibe edildi.
Hiicreler PBS ile yikandiktan sonra metanol ile
fikse edildi. Yikandiktan sonra plate’ler LI-COR®
Odyssey® Infrared Imaging Sistemi kullanilarak
hiicrelere aptamer baglanmasi ve hiicre igine
alimmasi kantitatif olarak analiz edildi (7).

In Cell western

IRD 800-isaretli aptamerler ile hiicre baglanma
analizi yapilan hiicreler metanol ile fiksasyondan
sonra PBS + %0.1 Triton X-100 ile yikand1 ve 1
saat bloke edildi. Sonra anti HER2 primer antikoru
ile oda 1sisinda 2 saat inkiibe edildi. 1x PBS + %0.1
Tween-20 yikamalarindan sonra anti rabbit 680 RD
isaretli sekonder antikor ile 1 saat inkiibe edildi.
Hiicreler 1x PBS + %0.1 Tween-20 yikamalarindan
sonra LI-COR® Odyssey® Infrared Imaging
Sistemi kullanilarak goriintiilendi.

Immunofloresan

HER2, ekspresyonunu gostermek icin hiicreler
coverslipler tizerine ekildi. Yaklasik %80 konfluent
hale gelince 1x PBS ile yikanip metanol ile -20°C’de
10 dakika fikse edildi. 1x PBS + %0.1 Triton X-100
ile y1ikanip, 1 saat bloke edildikten sonra anti-HER2
primer antikoru ile oda 1sisinda 2 saat inkiibe edildi.
Ix PBS + %0.1 Tween-20 yikamalarindan sonra
anti rabbit Alexa Flour 594 isaretli sekonder antikor
ile 1 saat inkiibe edildi. Son 10 dakikada niikleer
goriintiileme igin DAPI eklendi ve hiicreler PBS
+ Tween 20 yikamalarindan sonra Leica floresan
mikroskop ile goriintiilendi.

Floresan mikroskopta infrared IRD 800 isaretli
HER2 DNA aptamerleri goriintiilemek i¢in uygun
filtre bulunamadigi i¢in trimerik (42 niikleotid)



sekansin S'ucuna IRD 800 yerine Alexa Flour
488 baglanarak isaretlendi ve floresan mikroskop
ile Alexa Flour 488 isaretli HER2 DNA trimerik
aptamerlerin (HER2 t Alexa Flour 488) hiicreler
iizerindeki lokalizasyonu incelendi.

Bulgular

HER?2 DNA aptamer sekanslarini referans aldigimiz
Mabhlknecht ve arkadaglari tarafindan gastrik
timor hiicrelerinde  HER2 yiizey antijenlerini
tanidig1 bildirilen monomerik ve trimerik HER2
DNA aptamer sekanslarinin (6) HER2 reseptor
ekspresyonu olan meme kanser hiicrelerine selektif
olarak baglanip baglanmadigini test etmek istedik.
Bu nedenle HER2 DNA aptamer monomerik (14
niikleotid) veya trimerik (42 niikleotid) sekanslarin
5ucuna IRD 800 baglanarak isaretlendi. IRD 800
isaretli monomerik ve trimerik HER2 DNA aptamer
sekanslarinin meme kanser hiicrelerinde HER2

kontrol

HER2 IRD 800

HER2 t IRD 800

kontrol

kontrol
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reseptorlerini  hedefleme yetenekleri LI-COR®
Odyssey® Infrared Imaging Sistemi kullanilarak
Hiicre Baglanma (Cell Binding) analizi ve In Cell
western yontemleri ile karsilastirildi.

Buna gore, anti rabbit 680 RD isaretli
sekonder antikor ile In Cell western analizinde
goriintiiledigimiz HER2 reseptdr protein diizeylerine
(Sekil 1 A, B, C, sag panel, kirmizi renk) paralel
olarak, IRD 800 isaretli monomerik (HER2 IRD
800) ve trimerik (HER2 t IRD 800) DNA aptamer
sekanslarinin, hic HER2 ekspresyonu goriilmeyen
MDA MB 231 hiicrelerine baglanmazken, yiliksek
oranda HER2 ekspresyonu goriilen MDA MB 453
ve SKBR3 meme kanser hiicrelerine baglandiklar
goriildii (Sekil 1 A, B, C, sol panel, yesil renk).
IRD 800 isaretli monomerik ve trimerik aptamer
sekanslar1 arasinda HER2 reseptdrlerine baglanma
afinitelerinde bir farklilik gézlenmedi.

anti rabbit 680 RD

anti HER2 +
anti rabbit 680 RD

anti rabbit 680 RC

anti HER2 +
anti rabbit 680 RD

anti rabbit 680 RD

anti HER2 +
anti rabbit 680 RD

Sekil 1. Hiicre Baglanma ve In Cell western analizleri. IRD 800 isaretli monomerik (HER2 IRD 800) ve

trimerik (HER2 t IRD 800) DNA aptamer.
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HER?2 Reseptériine Karsi Gelistirilen DNA Aptamerlerin Meme Kanserinde Tani ve Tedavi Amacgli Kullaniimasi

Yukarida LI-COR® Odyssey® Infrared Imaging
Sisteminde Hiicre Baglanma ve In Cell western
analizlerinde IRD 800 isaretli monomerik ve
trimerik aptamer sekanslarinin HER2 reseptorlerinin
bulundugu hiicrelere baglandigini saptadiktan sonra
aptamerlerin lokalizasyonunu Fluoresan mikroskop
ile incelemeye karar verdik.

Floresan mikroskopta infrared IRD 800 isaretli
HER2 DNA aptamerleri goriintiilemek i¢in uygun
filtre bulunamadigi icin trimerik (42 niikleotid)
sekansin Sucuna IRD 800 yerine Alexa Flour
488 baglanarak isaretlendi ve floresan mikroskop
ile Alexa Flour 488 isaretli HER2 DNA trimerik
aptamerlerin (HER2 t Alexa Flour 488) hiicreler
iizerindeki lokalizasyonu incelendi. Sekil 2, st
panelde goriildiigii gibi Alexa Flour 488 isaretli
trimerikHER2 aptamerlerin, HER2 overekspresyonu
olan MDA MB 453 ve SKBR3 hiicrelerine alt
paneldeki HER2 reseptorlerinin lokalizasyonuna
paralel sekilde periferik olarak baglandig1 goriildii.
Hi¢ HER2 ekspresyonu goriillmeyen MDA MB 231
hiicrelerine ise hi¢ baglanma goriilmedi (DAPI
disinda alanlar tamamen karanlik oldugu igin
Sekil 2’te gosterilmedi). Bu bulgular, HER2 DNA
aptamerlerin meme kanser hiicrelerinde hiicre
membraninda bulunan HER?2 reseptorlerine selektif
olarak baglandigin1 ilk defa lokalizasyon olarak
gostermistir. Sekil 2’de hiicre nukleuslart mavi
renkte DAPI ile goriintiilenirken alt panelde HER2
proteinleri hiicre membraninda anti HER2 primer
antikor ve anti rabbit Alexa Flour 594 sekonder
antikoru ile kirmizi renkte goriintilendi (Sekil 2.
a,b: HER2 t Alexa Flour 488; c,d: anti rabbit Alexa
Flour 594).

MDA MB453 SKBR3

o --
C
anti HER2

Sekil 2. Floresan mikroskop goriintiileri. a,b: HER2
t Alexa Flour 488; c,d: anti HER2+ anti rabbit Alexa
Flour 594
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Tartisma ve Sonug¢

Bu bulgular, bu c¢aligmada kullandigimiz HER2
DNA aptamer sekanslarinin HER2+ meme kanser
hastalarinda ileride diyagnostik ve/veya terapdtik
amaglarla kullanilabilecek selektivitede oldugunu
gostermektedir.

HER2+ metastatik meme kanseri tedavisinde
kemoterapotikler disinda onaylanmis 4 hedefe
yonelik  tedavi vardir. Bunlar, anti-HER2
monoklonal antikorlar; trastuzumab (Herceptin,
Genentech), TDM-1 (trastuzumab emtansine)
(Kadcyla, Genentech), pertuzumab (Perjeta,
Genentech), ve tirozin kinaz inhibitorleri; neratinib
(Nerlynx, Puma Biotech) ve lapatinib (Tykerb,
GlaxoSmithKline)dir.

Fakat bu ilaglara direng gelistirmis metastatik meme
kanser hastalarinda bu ilaglarin birlikte kullanilmasi
ciddi toksik ve Oliimciil yan etkilerin ortaya
¢tkmasina yol agmaktadir ve tedavi ¢ok pahalidir.
Bu nedenlerle HER2+ meme kanseri tedavisinde
HER?2 reseptoriinii hedefleyen daha selektif, etkili,
ve toksik yan etkilerin az oldugu tedavi stratejilerine
gerek vardir (8,9). Bu calismada kullandigimiz
strateji,
karst aptamer bazli tanm1 ve tedavi ydntemlerinin
gelistirilmesine onciiliik edebilecektir.

farkli kanserlerde yiizey antijenlerine

Bu calismadaki bulgular, DNA aptamerlerin meme
kanseri ve diger kanserlerin tedavisinde kullanilmak
iizere HER2 ve diger hiicre ylizey proteinlerine
yonelik klinikte kullanilmakta olan monoklonal
antikor veya kiiciik molekiil tirozin kinaz inhibitorii
ilaglardan daha yiiksek spesifite ve afinitede ve
dolayisi ile toksik yan etkileri azaltilmis yeni ilag
gelistirilme stratejisi olabilecegini gdstermektedir.
HER2-pozitif kanser hastalarinda hedefe yonelik
ilag verilebilmesi amaciyla kanser hiicrelerine
tiimor-spesifik sekilde aptamer ile konjuge edilerek
sitotoksik ilaglarin taginmasini saglayacak olmasi
yaninda, florofor isaretli aptamerin kullanilmasi
ile molekiiler goriintiileme alanmma da yenilik
getirecektir.

Aptamerlerin hedefe spesifik olmalari,
kolayca segilip sentez edilebilmeleri, cesitli
modifikasyonlarin kolayca yapilabilmesi,

rekombinant sistemlere gerek duymamalari, pH



ve 1s1 degisikliklerine dayanikli ve ucuz olmalari
nedeniyle bu strateji, klinik uygulamada HER2-
pozitif timorlerde yeni bir tani ve/veya tedavi
yontemi olarak ortaya ¢ikabilecektir.

*Bu proje TUBITAK (proje no:114S517) tarafindan
desteklenmistir.

KAYNAKLAR

1. Altiok N, Bessereau JL, Changeux, JP. ErbB3
and ErbB2/neu mediate the effect of heregulin on
acetylcholine receptor gene expresssion in muscle:
differential expression at the endplate. EMBO
Journal 1995;14(17):4258-66.

2. Baselga J, Swain SM. Novel anticancer targets:
revisiting ERBB2 and discovering ERBB3. Nat
Rev Cancer 2009;9:463-75.

3. Wilson TR, Fridlyand J, Yan Y et al. Widespread
potential for growth-factor-driven resistance to
anticancerkinaseinhibitors. Nature2012;487:505-9.

4. Gijs M, Penner G, Blackler GB et al. Improved
Aptamers for the Diagnosis and Potential Treatment
of HER2-Positive Cancer. Pharmaceuticals 2016;
9:29.

Tip Fakiiltesi Klinikleri Cilt 3 « Sayi 1 Mart 2020 (35-39)

Fulya KUCUKCANKURT ve Ark.

5.Zhu G, Zhang H, Jacobson O et al. Combinatorial
Screening of DNA Aptamers for Molecular Imaging
of HER2 in Cancer”, Bioconjug Chem 2017;
28(4):1068-75.

6. Mahlknecht G, Maron R, Mancini M et al.
Aptamer to ErbB-2/HER2 enhances degradation
of the target and inhibits tumorigenic growth. Proc
Natl Acad Sci USA 2013; 110(20):8170-75.

7. Gong H, Kovar J, Little G et al. In vivo imaging
of xenograft tumors using an epidermal growth
factor receptor-specific affibody molecule labeled
with a near-infrared fluorophore. Neoplasia 2010;
12:139-49.

8. Dent S, Oyan B, Honig A et al. HER2-targeted
therapy in breast cancer: A systematic review of
neoadjuvant trials. Cancer Treatment Reviews
2013; 39:622-31.

9. Kiimler I, Tuxen MK, Nielsen DL. A systematic
review of dual targeting in HER2-positive breast
cancer. Cancer Treatment Reviews 2014; 40(2);259-
70.

39





