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Meme kanseri tedavisinde 147-DENA monoklonal antikorunun apoptotik
etkisinin incelenmesi

Investigation of the apoptotic effect of the 147-DENA monoclonal antibody in breast
cancer treatment
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Amacg: Meme kanseri, diinya genelinde kadinlarda en sik teshis edilen kanser tirl olup genis bir
molekiler heterojenite sergilemektedir. Bu ¢alisma, onkogelisimsel antijen olan deaminonéraminik
aside karsi gelistiriimis bir monoklonal antikorun iki farkh meme kanseri hiicre hatti Gzerindeki

sitotoksisite, apoptoz, morfolojik dedisiklikler ve gen ekspresyonu moduilasyonu ydnunden etkilerini
degerlendirmeyi amaclamistir.

Gereg ve Yontem: Meme kanseri hicreleri MCF-7 ve MDA-MB-231 ile normal meme epitel hiicre hatti
olan MCF-10A, standart kosullar altinda kiiltlre edilmistir. Hlicrelere 147-DENA monoklonal antikorunun
cesitli konsantrasyonlari uygulanarak WST-1 testi ile IC50 deg@eri belirlenmigtir. Ardindan, apoptoz
analizi, pro-apoptotik ve anti-apoptotik protein seviyelerinin immin floresan boyama yontemiyle
incelenmesi sonucu dogrulanmistir. Hicre morfolojisi, apoptoza 6zgu yapisal degisikliklerin belirlenmesi
icin taramali elektron mikroskobu kullanilarak degerlendirilmigtir. Hlicre metabolizmasi ve apoptozla
iliskili gen ekspresyon degisiklikleri ise RT-PCR analizi ile incelenmistir.

Bulgular: Monoklonal antikor 147-DENA, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hicrelerinde
sitotoksik etki gosterirken, non-timorijenik epitel hicre hatti olan MCF-10A Uzerinde herhangi bir
sitotoksik etkiye neden olmamistir. Daha ileri analizler, 147-DENA uygulamasinin pro-apoptotik
proteinlerin ekspresyonunu artirirken anti-apoptotik protein seviyelerini azalttigini ve bu durumun
belirgin bir pro-apoptotik edilime isaret ettigini ortaya koymustur. Morfolojik olarak hicrelerde, hicre
bizlilmesi ve membran kabarciklanmasi gibi apoptozun karakteristik 6zellikleri gézlenmistir. Buna ek
olarak, apoptoz ve hiicre metabolizmasi ile iliskili genlerdeki ekspresyon degisiklikleri, 147-DENA’nIn
terapotik potansiyelini vurgulamaktadir.

Sonug: 147-DENA, apoptozu indiikleyerek meme kanseri hiicrelerini segici olarak hedef alirken, normal
epitel hiucrelere zarar vermemistir. Kritik apoptotik yolaklari ve gen ekspresyonunu modile edebilme
yetenegi, 147-DENA'nin 6zellikle yiksek derecede heterojen timor profillerinde meme kanseri icin
hedefe yonelik bir tedavi stratejisi olarak potansiyelini vurgulamaktadir.
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ABSTRACT

Aim: Breast cancer is the most frequently diagnosed cancer type in women worldwide and displays
extensive molecular heterogeneity. This study aimed to evaluate the effects of 147-DENA, a monoclonal
antibody developed against the oncodevelopmental antigen diamino neuraminic acid, on two distinct
breast cancer cell lines regarding cytotoxicity, apoptosis, morphological changes, and gene expression
modulation.

Materials and Methods: Breast cancer cells MCF-7 and MDA-MB-231, along with the normal breast
epithelial cell line MCF-10A, were cultured under standard conditions. Various concentrations of the
147-DENA monoclonal antibody were applied to the cells, and the IC50 value was determined using the
WST-1 assay. Subsequently, apoptosis analysis was confirmed by examining the levels of pro-apoptotic
and anti-apoptotic proteins using the immunofluorescence staining method. Cell morphology was
evaluated using scanning electron microscopy to identify apoptosis-specific structural changes.
Changes in gene expression related to cell metabolism and apoptosis were analyzed using RT-PCR.

Results: The monoclonal antibody 147-DENA induced cytotoxic effects in MCF-7 and MDA-MB-231
breast cancer cells while sparing the non-tumorigenic epithelial MCF-10A cell line. Further analysis
revealed that 147-DENA treatment led to an increased expression of apoptotic proteins and decreased
levels of anti-apoptotic proteins, indicating a clear pro-apoptotic shift. Morphologically, the cells exhibited
characteristic features of apoptosis, including cellular shrinkage and membrane blebbing. Additionally,
altered expression patterns in genes associated with apoptosis and cell metabolism highlighted the
therapeutic potential of 147-DENA.

Conclusion: 147-DENA selectively targets breast cancer cells by inducing apoptosis without damaging
normal epithelial cells. Its capability to modulate crucial apoptotic pathways and gene expression
highlights its potential as a targeted therapeutic strategy for breast cancer, especially in highly
heterogeneous tumor profiles.

Keywords: Monoclonal antibody, breast cancer, apoptosis, cytotoxicity

GiRiS
tedavilerinin temelini atmistir (5). Gunumuizde

Kanser, anormal hucrelerin kontrolstiiz cogalmasi mAbller, cok sayida kanser turinde Klinik

ve vicudun diger bdlgelerine yayllma potansiyeli

tasimasi nedeniyle ginimuzde kiresel dlgekte en
onemli saglik sorunlarindan biri olarak kabul
edilmektedir (1). Ozellikle meme kanseri, kadinlar
arasinda en sik gorilen kanser tiru olup insidans
ve mortalite oranlarinin  giderek artacagi
ongdrulmektedir (2). Kemoterapi ve radyoterapi
gibi geleneksel tedavi ydntemleri timor hlcrelerini
hedef alirken ayni zamanda saglikli dokulara da
zarar verebilmekte; bu da tedavi etkinligini
sinirlayarak ciddi yan etkilere yol agmaktadir. Bu
nedenle, sadece tumor hicrelerini hedef alarak
istenmeyen etkiyi en aza indiren, daha spesifik ve
hedefe yonelik yeni nesil tedaviler Gizerinde yogun
arastirmalar yapiimaktadir (3,4).

Monoklonal antikorlar (mAb), belirli antijenleri
taniyip baglanabilme &zellikleri sayesinde kanser
immunoterapisinde 6ne ¢ikan biyolojik ajanlardir
(3,4). 1975 yilinda Koéhler ve Milstein tarafindan
geligtirilen fare hibridoma teknolojisi, spesifik
antijenlere karsi monoklonal antikor Ureten
hibridoma hucre hatlarinin elde edilmesine olanak
saglamis ve bu yenilik, hedefe ydnelik kanser
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kullanima girmis olup, tedavinin etkinligini artirmak
amaclyla surekli olarak gelistiriimekte ve cesitli
kombinasyon tedavileri icinde yer almaktadir (6).

Meme kanseri, farkli histolojik ve molekuler alt
tipler barindiran heterojen bir hastalik olup, timor
hicrelerinin yluzey glikozilasyon paternlerinde
onemli degisiklikler ~ gbdzlenmektedir. Bu
degisikliklerden 6zellikle hipersialilasyon, timor
hicrelerinin invazyon ve metastaz potansiyelini
artiran kritik bir faktér olarak tanimlanmaktadir.
Sialik  asitler (Sia), hiucre  yuUzeyindeki
glikokonjugatlarin terminal monosakkaritleri olarak
hicreler arasi  etkilesimlerde ve  timor
progresyonunda énemli roller Gstlenmektedir. Son
yillarda yapilan ¢alismalarda, kanser hiicrelerinde
belirli bir sialik asit tirevi olan deaminondraminik
asit (DENA) ekspresyonunun arttigi ve bu
yukseligin kanser  hicrelerinin  bagisiklik
sisteminden kagisini kolaylastirdigi gosterilmistir
(7,8). Bu nedenle, DENA'nin timdr-gelisimsel bir
belite¢ olarak kullaniimasi ve tedavide
hedeflenmesi, 6énemli ve gelecek vadeden bir
yaklasim olarak degerlendiriimektedir.
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Bu calismada, DENA antijenine 6zgu gelistirilen
monoklonal antikorun (147-DENA mAb) meme
kanserindeki terapotik potansiyelini
degerlendirmek amaciyla, MCF-7 ve MDA-MB-
231 hicre hatlan Gzerinde in vitro incelemeler
gerceklestiriimistir. Calisma kapsaminda, 147-
DENA mAb’nin sitotoksik etkisi, apoptoz
indiksiyonu ve buna bagh gen ekspresyon
degisimleri arastinimistir. Elde edilen verilerin,
DENA hedefli monoklonal antikor tedavilerinin
meme kanserinde kullanilabilirligi ve
kisisellestiriimis tedavi yaklasimlarina katkisi
bakimindan 6nemli bir kaynak olusturmasi
hedeflenmektedir.

GEREC ve YONTEM

immiinizasyon, Hiicre Fiizyonu ve Hibridoma
Klon Segimi

Bu calisma, Ege Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmis olup,
2015-023 onay numarasi ile yirittlmustir. Ozel
patojenlerden arindiriimis alti aylik, iki disi Yeni
Zelanda beyaz tavsani (2 - 2,5 kg), T.C. Tarim ve
Orman Bakanlidi izmir Bornova Veteriner Kontrol
Enstitisu'nden temin edilmigtir. Ag8-Ege2 (Ag8)
fare miyeloma hiicre hatti, Ege Universitesi
Muhendislik Fakultesi Biyomuhendislik Bolumu
ana hucre stoklarindan alinmigtir. Kaltarler, %10
FBS, %1 L-glutamin ve %0,1 gentamisin igeren
RPMI-1640 besiyerinde, 37°C’de ve %5 CO,
nemlendiriimis inkUbatérde gercgeklestirilmistir.

Asilama c¢aligmalari, Ege Universitesi ilag
Gelistirme ve Farmakokinetik Arastirma ve
Uygulama  Merkezi (ARGEFAR) preklinik
gelistrme biriminde yapilmigtir. Tavsanlara,

ketodesoksinonulosonik asit (KDN, Sigma, 60714)
antijeni enjekte edilerek anti-KDN monoklonal
antikor (mAb) Ureten hibridoma klonlarinin elde
edilmesi hedeflenmistir. Asilama her iki haftada bir
yapilmis; KDN antijeni sterii PBS tamponunda
cozulerek, ilk iki enjeksiyon subkutan (SC),
sonraki enjeksiyonlar intraperitoneal (IP) yolla
uygulanmigtir. ilk bagisiklamada Freund Komplet
Adjuvani (FCA, Sigma, F5881), sonraki asilarda
Freund inkomplet Adjuvani (FICA, Sigma, F5506)
kullanilmistir.  Uglincti  bagisiklamadan sonra,
tavsanin kulak toplardamarindan kan alinarak
ELISA yontemi ile mAb titresi belirlenmigtir.
Antikor titresi artisi gdzlemlendiginde, tavsan
anestezi edilip kalbinden tam kan alimi yapilmis
ve hayvan feda edilmistir. Periton acgilarak dalak
cikariimis  ve %2 gentamisin ile %1
penisilin/streptomisin iceren, serum icermeyen
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RPMI-1640 besiyerine aktariimigtir. Yag gibi
atiklar temizlendikten sonra dalak, enjektor
kullanilarak tamamen parcalanmis ve serum
icermeyen ortamda ¢ kez 1000 rpom’de 5 dakika
santriflij edilmistir. Splenositler, %10 serum iceren
besiyerinde sispanse edilip sayllmistir. Flzyon
islemi igin, splenositler ve kiltire edilmis Ag8
hicreleri 10:1 oraninda karnigtirilarak santrifuj
edilmistir. Pellet serum igermeyen ortamla
homojenize edildikten sonra, 3x10® hucre
karisimina yavasgca 1,5 mL PEG (Roche PEG
1500, 104556100) eklenmistir. 37°C’de 1 dakika
inkiibe edildikten sonra, toplam 20 mL serum
icermeyen ortam birer dakika arayla; ilkinde 1 mL,
ikincisinde 3 mL ve Uglncusinde 16 mL olacak
sekilde eklenmistir. Santriflij sonrasi, HAT ortami
(RPMI-1640 + %20 FBS + %1 L-glutamin + %1
100X HAT (Sigma, H0262) + %1 NaHCO; + %0,1
gentamisin + %1 penisilin/streptomisin + %2,5
hibridoma flizyon ve klonlama katkisi (Sigma, 11-
363-735-001)) 24 kuyucuklu plaklara, her
kuyucuga 10° hicre/1,56 mL olacak sekilde
dagitilmistir. Klon segimi igin, flzyondan 14 gin
sonra tum kuyucuklara ELISA yapilmis ve pozitif
kuyucuklar yeni plakalara aktarilip %1 HT (Sigma,
HO137) iceren ortamda inkibe edilmistir.
Hibridoma hucrelerinin  olusumu her gilin
mikroskopla gozlemlenmigtir. Her yedi giinde bir
ELISA yapilmis ve pozitif ELISA kuyucuklari yeni
96 kuyucuklu plaklara klonlanarak hibridoma
klonlari elde edilmistir. Segilen klonlar 37°C
inkUibatorde kultiire edilmis ve sonraki calismalar
igin sivi azotta saklanmistir.

Anti-KDN Antikor Titresinin Belirlenmesi igin
Dolayl ELISA

Anti-KDN mAb titresini belirlemek igin ¢alisma
grubu tarafindan optimize edilen dolayli ELISA
yontemi kullanilmistir (Giilge-iz ve ark., 2018).
Kisaca; 96 kuyucuklu plaklar, 175 ng KDN antijeni
ile kaplanarak 37°C’de bir gece inklbe edilmistir.
Ertesi gun, kuyucuklar %0,5 (a/a) BSA iceren 0,1
M PBS ile 1 saat oda sicakhidinda bloke edilmistir.
Ardindan, TPBS (0,1 M PBS + %0,1 (v/v) Tween-
20) ile U¢ kez, her biri 5 dakika suren yikama
yapilmistir. 100 pL &érnekler ve kontroller, birincil
antikor olarak eklenip 1 saat oda sicakhiginda
inklibe edilmigtir. Yikama sonrasi, TPBS iginde
%0,1 (v/iv) HRP-konjuge anti-tavsan KDN IgG
(Sigma, A9169) eklenmis ve karanlikta 1 saat oda
sicakliginda inkibe edilmigtir. Yikama islemi
tekrarlandiktan sonra, substrat ¢dzeltisi (30 mg
OPD (Sigma, P8412), 75 mL 0,05 M fosfat-sitrat
tamponu iginde ¢6zilmuis) eklenmis ve karanlikta



30 dakika inkibe edilmistir.
mikroplaka  okuyucusu  (SpectraMax
VersaMax) ile 450 nm’de élgulmustar.

Absorbans,
190,

Anti-KDN Antikorunun Konsantrasyonu

ELISA ile anti-KDN mAb Uretimi belirlenen ve sise
olceginde buyltllen klonlardan elde edilen kalttr
slpernatantlari, hacmi azaltilarak saflastirma
dncesinde  konsantre  edilmistir.  Oncelikle,
sipernatantlar 4°C’'de 3000 rpm’de 30 dakika
santrif(j edilerek hlcre artiklari ve
makropartikiller uzaklastiriimig, ardindan
sirasiyla 0,45 pm ve 0,22 pm filtrelerden
stzilmUstir. Elde edilen filtrat, 25°C’de 3000
rom’de 25 dakika santriflij edilerek 100 kDa
MWCO polieter silfon (PES) membranli santrifij
tiplerinde (Vivaspin20, Sartorius) konsantre
edilmigtir. Elde edilen retentat, +4°C’de
saflagtirma islemine kadar muhafaza edilmistir.

Protein-A Kolonuyla Anti-KDN Antikorunun
Saflagtiriimasi

Anti-KDN mAb iceren konsantre retentat, AKTA
Prime Plus kromatografi sistemine bagli HiTrap
MAbSelect SuRe Protein-A kolonundan (Cytiva,
29049104) gegcirilerek saflastiriimigtir.  islem
boyunca akis hizi 1 mL/dk olarak ayarlanmistir. ilk
olarak, kolon 25 mM di-sodyum hidrojen fosfat
dihidrat, 300 mM sodyum klorur, pH 7,5 iceren
baglanma tamponu ile 30 dakika
kosullandinimistir.  Retentat ve baglanma
tamponu 1:1 oraninda Kkaristirilarak kolona
yuklenmistir. Baglanmayan proteinlerin
uzaklastiriimasi icin baglanma tamponu gegcirilmis
ve numune sivisi gorilmeyene kadar devam
edilmigtir. Daha sonra, kolon 10 mM glisin, 300
mM sodyum klorir, pH 3,0 iceren ellisyon
tamponuna maruz birakilarak 30 dakika
calistinimistir. Pik gézlemlendiginde, saflastirilan
antikorlar énceden 1 M Tris-HCI (pH 9,0) iceren
tuplere toplanmistir. Kolon, baglanma tamponu ile
tekrar dengelenmis ve uzun sireli depolama igin
etanol gecirilerek +4°C’de muhafaza edilmigtir.
Saflastinlan  antikorlar, ileri karakterizasyon
analizleri igin -20°C’de saklanmistir.

Hiicre Kiiltira

MCF-10A meme epitel hiicre hatti, %5 fetal sigir
serumu (Gibco, 10270106), 20 ng/mL insan
epidermal buyime faktérid (Merck, E9644), 5
pg/mL hidrokortizon (Merck, H0888), 10 ug/mL
insalin (Merck, 14512) ve %1 penisilin-streptomisin
(Thermo Fisher, SV30010) eklenmis DMEM-F12
besiyerinde (Sigma, D5796) kultire edilmistir.
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Meme kanseri hiucre hatlari MCF-7 ve MDA-MB-
231, %10 FBS ve %1 penisilin-streptomisin
eklenmis RPMI-1640 ortaminda (Thermo Fisher,
52400025) kdltdrlenmistir. Hucre yogunlugu
%80'e ulastiginda, %0,05 tripsin-EDTA
kullanilarak pasajlama islemi yapilmigtir. Tim
hiicre hatlari, %5 CO, 37°C'de inkibe edilmistir.

WST-1 Toksisite Analizi

mAb’nin sitotoksik etkileri, WST-1 reaktifi (Roche,
isvicre) kullanilarak ICs, degerinin belirlenmesiyle
degerlendirilmistir. MCF-10A, MCF-7 ve MDA-
MB-231 hdcreleri, kuyu basina 10.000 hicre
olacak sekilde 96 kuyulu plakalara ekilmistir.
mAb'nin seri dilisyonlari (1/10, 1/50, 1/100, 1/250,
1/500 ve 1/1000) uygulanmis ve hicreler 24, 48
ve 72 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin
ardindan, her kuyuya 10 pL WST-1 reaktifi
eklenmis ve plakalar 37°C'de 4 saat inklbe
edilmistir. Absorbans, 450 nm'de o6lglimugtir.

Annexin V Apoptoz Analizi

Apoptotik hiicre 6limi Muse Annexin V & Dead
Cell Kit (Merck Millipore, MCH100105)
kullanilarak  degerlendirilmigtir.  Hucreler alti
kuyulu plakalara ekilmis ve WST-1 sitotoksisite
analiziyle belirlenen dozlar ve inkubasyon
sureleriyle inklibe edilmistir. Hlcreler, karanlikta
oda sicakhgdinda 20 dakika boyunca 100 pL Muse
Annexin V & Dead Cell Reagent ile boyanmistir.
Canli, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve 61U hicre
populasyonlart Muse™ Cell Analyzer cihazi
kullanilarak dlgulmustar.

immiinofloresan Boyama

Kaspaz-8, kaspaz-3 ve Bcl-2'nin ifade seviyeleri,
mAb tedavisinin apoptotik etkilerini
degerlendirmek icin imminofloresan boyama ile
degerlendirilmistir. Hicreler %4 paraformaldehit
ile fikse edilmis, %0,25 Triton X-100 ile
permeabilize edilmis ve %1 BSA ile bloke
edilmistir. Primer antikorlarla (1:100, Santa Cruz
Biotechnology) +4°C'de bir gece inkibe edilmis,
FITC konjuge edilmis sekonder antikorla (1:200,
Santa Cruz Biotechnology) +4°C'de 1 saat inklibe

edilmistir. Nukleer boyama, DAPI (sc-24941,
Santa Cruz Biotechnology) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Floresan goruntileme

Olympus BX-51 immunofloresan mikroskobu
(Olympus, Japonya) kullanilarak gergeklestirilmis
ve ImagedJ yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.

Taramali Elektron Mikroskopisi
Hicreler %4 paraformaldehit ile fikse edilmis, PBS
ve deiyonize su ile yikanmistir. Hava ile kurutulan
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hicreler 6 nm'lik altin-paladyum nanopartikil
tabakasi ile kaplanmistir. Gorintileme, eneriji
dagilimli X-1sin1 spektroskopisi (EDS) modunda
bir Thermo Scientific Apreo S taramali elektron
mikroskobu kullanilarak gergeklestirilmistir.

Gen Ekspresyon Analizi

Toplam RNA, RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen,
#74134, Almanya) kullanilarak hicrelerden
cikariimistir. cDNA sentezi, RT? First Strand Kit
(Qiagen, #330401, Almanya) kullanilarak
gerceklestiriimistir. Gen ifadesi degisiklikleri,
SYBR Green iceren RT? Profiler PCR Array
(Qiagen, PAHS-141Z) ve RT?2 SYBR Green qPCR
Mastermix  (Qiagen, #330502) kullanilarak
degerlendirilmistir. Analizler, LightCycler 480
Instrument Il (Roche) ile gergeklestirilmistir. Hedef
genlerin bagil ifadesi, dogrulugu saglamak igin
ACTB, B2M ve GAPDH housekeeping genlerine
normalizasyonla karsilagtirmali 2-22Ct  ydntemi
kullanilarak  oélglimastlr.  Veri analizi, gen
ifadesindeki katlanma degisimlerinin
belirlenmesine olanak saglayan LightCycler 480
Kantifikasyon Yazilimi kullanilarak
gerceklestirilmistir.

BULGULAR

147-DENA mAb’nin Meme Kanseri Hiicreleri
Uzerindeki Sitotoksik ve Apoptotik Etkileri

147 DENA mAb tedavisinin hicre canlilig
Uzerindeki etkisi, MCF-10A, MCF-7 ve MDA-MB-
231 hicre hatlarinda gesitli konsantrasyonlarda
(1/10, 1/50, 1/100, 1/250, 1/500, 1/1000
seyreltme) ve zaman noktalarinda (24, 48 ve 72
saat) degerlendirilmigtir. Saglkli meme epitel
hicreleri MCF-10A'da, tim konsantrasyonlarda
ve zaman noktalarinda hiicre canliliginda dnemli
bir azalma olmamis ve bu da tedavinin minimal
veya hi¢ sitotoksik etkisi olmadidini géstermigtir.
Buna karsilik, MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser
hicre hatlari, hiicre canliiinda doza ve zamana
bagh bir azalma gostermis ve ylksek
konsantrasyonlarda ve daha uzun inkibasyon
surelerinde daha belirgin etkiler gdzlemlenmistir.
IC50 degeri, MCF-7 hcreleri icin 48 saatlik
inkibasyonla 1/1000 dilisyon ve MDA-MB-231
hicreleri icin 48 saatlik inkibasyonla 1/100
dilisyon olarak hesaplanmistir (Sekil-1A). Bu
sonuglar, saglikh epitel hulcrelerini korurken
kanser hicrelerinde mAb tedavisinin segici
sitotoksisitesini gostermistir.

Annexin V testi, tedavi edilen hiicrelerde tedavi
edilmeyen gruplara kiyasla belirgin bir apoptozis
indliksiyonu ortaya koymustur (Sekil-1B). mAb
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tedavisi olmayan MCF-10A epitel hicrelerinde,
canh hicre, erken apoptotik hiicre, ge¢ apoptotik
hicre ve 6lu hlcre ylUzdeleri sirasiyla %93,21,
%6,59, %0,20 ve %0. mAb tedavisinden sonra, bu
degerler %93,90, %6,00, %0,10 ve %0 olup
O6nemli bir apoptotik etki olmadigini géstermigstir.
MCF-7 kanser hicre hattinda, tedavi edilmeyen
grup %93,13 canl hicre, %6,34 erken apoptotik
hiicre, %0,11 ge¢ apoptotik hiicre ve %0,43 6lu
hiicre gostermistir. Ancak mAb ile tedavi edilen
grupta oranlar 6nemli dlguide %58,96 canli hicre,
%34,19 erken apoptotik hiicre, %6,57 geg
apoptotik hiicre ve %0,29 4li hicre olarak
degismistir. Benzer sekilde, MDA-MB-231 kanser
hicre hattinda, tedavi edilmeyen grup %92,40
canli hiicre, %7,45 erken apoptotik hiicre, %0,15
gec apoptotik hiicre ve %0 6l hiicre gostermis,
mAb tedavisinden sonra bu degerler %59,59 canli
hiicre, %37,45 erken apoptotik hiicre, %2,77 geg
apoptotik hiicre ve %0,18 0li hiicre olarak
yukselmistir. Bu sonuglar tedaviyle indiklenen
Onemli apoptotik aktiviteyi gostermistir.

MCF-10A hicrelerinde hem tedavi edilen hem de
tedavi edilmeyen gruplar hicre canlilig
sonugclariyla tutarli olarak minimal apoptotik hiicre
populasyonlari goéstermistir. Ancak, MCF-7 ve
MDA-MB-231 hicrelerinde, mAb tedavisi erken ve
gec¢ apoptotik hicre ylzdelerini énemli dlglide
artirmistir. Ozellikle, tedavi edilen MCF-7 hiicreleri
daha yiksek apoptotik popllasyonlara dogru
kaymis (%41,05 toplam apoptoz), MDA-MB-231
hicreleri ise daha belirgin apoptotik degisiklikler
gOstermistir (%40,4 toplam apoptoz) (Sekil-1C).
Bu, mAb tedavisinin kanser hicrelerinde apoptozu
etkili bir sekilde indukledigini ancak kanserli
olmayan hicreler Uizerinde ihmal edilebilir etkileri
oldugunu géstermektedir. istatistiksel analizler,
DENA mAb uygulamasinin  meme epitel
hiicrelerinde 6nemli apoptotik degisikliklere neden
olmadigini goéstermistir (p>0,05). Ancak, meme
kanseri hucrelerinin erken ve ge¢ apoptotik
populasyonlarinda o6nemli degisikliklere neden
olmustur (***p<0,001 ve **p<0,01). Bu bulgular
ayrica mAb tedavisinin kanserli hiicrelerdeki segici
apoptotik aktivitesini desteklemektedir.

147-DENA mAb’nin Kaspaz-8, Kaspaz-3 ve Bcl-
2 ekspresyonlari tizerindeki etkileri

Kaspaz-8 (ekstrinsik apoptozun temel gostergesi),
kaspaz-3 (apoptozisin temel uygulayicisi) ve Bcl-
2 (anti-apoptotik bir protein) ifadeleri mAb
tedavisinin apoptotik etkilerini degerlendirmek igin
analiz edilmistir (Sekil-2). MCF-10A hicrelerinde,
kontrol ve mAb ile tedavi edilen gruplar arasinda



kaspaz-8 aktivasyonunun ortalama floresan
yogunlugunda (mean fluorescence intensity=MFI)
anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0,05), bu da
timor olusturmayan epitel hicrelerinde apoptoz
indiksiyonu  olmadigini  géstermigtir.  Buna
karsilik, MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser hicreleri,
ilgili kontrollerine kiyasla mAb tedavisinden sonra
anlamli derecede artmis kaspaz-8 aktivasyonu
sergilemistir. Kantitatif analiz, MCF-7 (p<0,0001)
ve MDA-MB-231 hucrelerinde (p<0,0001) MFI'de
oldukga anlamli artiglar ortaya koymus ve her ikKi
kanser hiicre hattinda da gugli apoptozis
indiksiyonunu gostermistir (Sekil-2A). MCF-10A
hlcrelerinde, kaspaz-3 aktivasyonu kontrol ve
mAb ile tedavi edilen gruplar arasinda
degismeden kalmistir (p>0,05), bu da tumor
olusturmayan epitel hicrelerinde apoptotik yanitin
eksikligini daha da desteklemektedir. Kanser
hilcrelerinde, mAb tedavisi kaspaz-3
aktivasyonunu anlamli sekilde artirmistir. MCF-7
hicreleri MFI'de oldukga anlamh bir artis
(p<0,0001) gosterirken, MDA-MB-231 hdcreleri
orta duzeyde ancak anlamh bir artig (p<0,01)
sergilemistir. Bu sonuglar, her iki kanser hicre
hattinda da kaspaz-3 aracii  apoptozis
indUksiyonunu dogrulamaktadir (Sekil 2B). MCF-
10A hicrelerinde, Bcl-2 ekspresyonu kontrol ve
tedavi edilen gruplar arasinda dusuk ve
degismeden kalmistir (p>0,05), bu da hicre
sagkalim mekanizmalari Uzerinde higbir etki
olmadigini géstermektedir. Aksine, mAb tedavisi
her iki kanser hicre hattinda da Bcl-2
ekspresyonunu onemli olclide asag|
duzenlemistir. MCF-7 hicreleri MFl'da dramatik
bir azalma goéstermis (p<0,0001), MDA-MB-231
hicreleri ise orta dizeyde ancak o6nemli bir
azalma gostermistir (p<0,01) (Sekil-2C). Bu
bulgular, mAb tedavisinin kanser hicrelerinde
anti-apoptotik savunmalari bozarak apoptoza
katkida bulundugunu géstermektedir.

Sonuglar, mAb tedavisinin meme kanseri
hucrelerinde (MCF-7 ve MDA-MB-231) Bcl-2
ekspresyonunu azaltirken segici olarak kaspaz-8
ve Kkaspaz-3'lU aktive ettigini, ancak timor
olusturmayan MCF-10A epitel hicrelerini énemli
Olcide etkilemedigini gostermistir. Bu, mAb'nin
spesifik olarak apoptozis yuritme fazini
tetikledigini ve kanser hicrelerinde ekstrinsik
apoptotik yolagi aktive ettigini gostermistir. MDA-
MB-231 hicrelerinde, kaspaz-8 aktivasyonu daha
belirgindir, buna karsin kaspaz-3 aktivasyonu
MCF-7 hucrelerindekinden daha az yogundur. Ek
olarak, Bcl-2 asadi regulasyonu MCF-7
hlcrelerinde daha 6nemli bulunmustur, bu da
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mAb'nin meme kanseri hiicrelerinde anti-apoptotik
mekanizmalarini bozarak apoptozu
indUkleyebilecegini distndurmektedir.

147-DENA mAb uygulamasi ile indiiklenen
morfolojik  etkilerin = Taramali Elektron
Mikroskobu ile Analizi

SEM analizi, mAb tedavisinin MCF-10A, MCF-7
ve MDA-MB-231 hicreleri Uzerinde belirgin
morfolojik etkiler ortaya koymustur (Sekil-3 A-C).
MCF-10A epitel hiicrelerinde hem kontrol hem de
tedavi gruplarinda, yapisal butinlik korunmus,
plrizsuz, saglam membranlar sergilenmistir.
Anlamli bir morfolojik degisiklik veya apoptoz
indlUksiyonu olmadigini  géstermistir.  Buna
karsilik, mAb tedavisi meme kanseri hiicrelerinde
belirgin degisikliklere neden olmustur. MCF-7
hicreleri, kontrol grubunda goézlemlenen piriizsiz
morfolojiye kiyasla membran dizensizlikleri,
yuzey bozulmalari ve kabarciklanma gibi
apoptotik 6zellikler géstermistir. Benzer sekilde,
kontrol grubunda i§ benzeri bir morfoloji
sergileyen MDA-MB-231 hicreleri, mAb tedavisi
sonrasinda hicre buzilmesi, membran burusmasi
ve apoptotik kabarciklanma dahil olmak Uzere
onemli morfolojik degisiklikler gdstermistir. Bu
g6zlemler, mAb tedavisinihn meme Kkanseri
hicrelerinde (MCF-7 ve MDA-MB-231) segici
olarak apoptozla iligkili morfolojik degisiklikleri
indukledigini  ve saglikh  epitel MCF-10A
hicrelerini korudugunu dogrulamaktadir.

Isi haritasi, mAb tedavisini takiben apoptozis,
hicre déngusu ve sinyal yolaklarinda yer alan
anahtar  genlerin farkl ekspresyonlarini
gostermektedir. Yukari diizenlenmis ifadeye sahip
genler kirmiziyla, asagi dizenlenmis genler
yesille ve ifadenin buyikligl renk gradyani ile
gosterilmistir (Sekil-4 A, C). BMP4 ve MAP3K1
gibi genlerde 6nemli yukarn dizenleme
g6zlemlenirken, hiicre sag kalimi ve proliferasyon
yolaklarinin anahtar bilesenleri olan PIK3CD, ATR
ve AKT1 i¢in glclu asagi diizenleme not edilmistir
(Sekil-4A). Sag kalimla iligkili  genlerde
g6zlemlenen asagi dizenleme, mAb tedavisiyle
kanser tesvik edici yollarin  bozuldugunu
gOstermektedir (Tablo-1, Tablo-2). PPl agi,
tanimlanmis genler arasindaki etkilesimleri
gostererek islevsel iligkilerini vurgulamaktadir
(Sekil-4 B, D). AKT1, PIK3CD ve ATR dahil olmak
Uzere anahtar merkez proteinler, hiicre sag kalimi,
DNA onarimi ve apoptozisteki temel rollerini
yansitarak agin merkezinde yer almiglardir. AKT1
ve PIK3CD'nin asagi dizenlenmesi, MAP3K1'in
yukari dizenlenmesiyle birlestiginde, apoptoza ve
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proliferatif sinyallemenin baskilanmasina dogru bir  bu da hiicre hayatta kalma ve DNA onarim
kaymay! vurgulamistir. mekanizmalarinin baskilandigini gdstermektedir

Ek olarak, HSP90AA1 ve diger bilesenler (Seki-4C). VEGFA, ATR ve HSPOOAAL gibi

arasindaki etkilesimler, stres tepkisi yollarinin merkezi proteinler, hicresel yanitlari

. < -« : : dizenlemede 6nemli rollerini gosteren kapsamh
dahil oldugunu goéstermektedir (Sekil-4B). Gen - . .
ifadesi (Tablo-1, Tablo-2) ve protein-protein etkilesimler gdstermektedir. PI3K/AKT yolunun

etkilesimlerinin birlesik analizi, mAb tedavisinin temel bilegenleri olan AKT1 ve PIK3CD'nin asag

. o g ; - duzenlenmesi hayatta kalma sinyallemesini
apoptoz, hucre dongusu duzenlemesi ve sag "
kalimda rol oynayan anahtar genleri ve yollari b9zarken, .MMP2 ve MAPK.S.m.. yukar
snemli dlgiide diizenledigini gostermektedir, AKT1 ~ dUzenlenmesi stres ve apoptozla iliskili yollarin
gibi sag kalhmla iligkili genlerin baskilanmasi ve akt'vaﬁé?;g:ASiOSterE?ekted':' .VIEGFA’ ROSKIJ.
BMP4 gibi apoptozu tesvik eden genlerin yukari ve giol - proteinler — arasindaxi

dlzenlenmesi, mAb tedavisinin pro-apoptotik ve bag_lantnar, .stres_ yanitinin ve hucre disi matris
anti-timorijenik etkilerini desteklemektedir. Bu yeniden sekillendirme yollarinin katilimini daha da

bulgular, 147-DENA mAb'nin meme kanseri vurgulamaktadir (Sekil-4D). AKT1 ve PIK3CD gibi

hicrelerinde kritik molekiler yollari hedefleme sag kalimla iliskili genlerin baskilanmasi ve BMP4
potansiyelini vurgulamaktadir. ve MAPKS8 gibi apoptozis destekleyici genlerin

yukari dizenlenmesi, mAb'nin meme kanseri
BMP4 ve MAP3K1 gibi genler onemli olglide hijicrelerinde kritik yollari hedeflemedeki terapétik
yukari duzenlenmistir ve bu da pro-apoptotik ve  potansiyelini  vurgulamaktadir. Bu  sonuglar,
stres  tepkisi  yolaklarinin aktivasyonunu  mAb'nin kanser hiicresi sag kalimini bozarken

gostermektedir. Bunun tersine, AKT1, PIK3CD ve  gpoptozu segici olarak aktive etme kapasitesinin
ATR gibi 6nemli hayatta kalma ve proliferasyon  gitini cizmektedir.

genleri guglu bir sekilde asagi dizenlenmistir ve
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Sekil-1. MCF-10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hicrelerinde mAb uygulamasi 6ncesi (control) ve sonrasi (treated)
hiicre canliligi ve apoptozun degerlendirilmesi.

(A) Hucre canhihgi, MCF-10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde 1/mAb'nin degisen dilisyonlar ile tedaviden
24, 48 ve 72 saat sonra WST-1 testi kullanilarak élgtlmustir. (B) Apoptoz, Muse® Annexin V & Dead Cell Kit ve
Muse® Cell Analyzer kullanilarak degerlendirilmistir. Tedavi uygulanmamis (kontrol, "-") ve uygulanmig ("+"
kosullarda canl, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve 6lu huicre oranlarini géstermektedir. (C) MCF-10A, MCF-7 ve
MDA-MB-231 hucreleri igin tedavi éncesi ve sonrasi gruplarda toplam apoptotik hicrelerin (erken ve ge¢ apoptotik
popiilasyonlari birlestirerek) kantifikasyonu. Istatistiksel analiz, ***p<0,001 ve **p<0,01'in kontrollerle
karsilastirildiginda anlamh farkhhiklar gosterdigi two-tailed Student t-test kullanilarak gergeklestirilmistir. NS: anlamli
degil.
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Sekil-2. Tedavi uygulanmis ve uygulanmamis MCF-10A, MCF-7 ve MDA-MB-231 hucrelerinde Kaspaz-8 (A),
Kaspaz-3 (B) ve Bcl-2'nin (C) immunofloresan boyamasi.

Kaspaz-8, Kaspaz-3 ve Bcl-2 ekspresyonu primer antikorlar ve FITC etiketli sekonder antikor (yesil) kullanilarak
tespit edilmistir. Cekirdekler DAPI (mavi) ile boyanmistir. Bar grafikleri ortalama floresan yogunluklarini temsil
etmektedir. Olgek: (A) 50 ym (20X), (B) 20 ym (40X) ve (C) 20 um (40X). istatistiksel analiz two-tailed Student t-
testi kullanilarak gergeklestiriimistir. ***p<0,001, **p<0,01, ****p<0,0001, ns (anlamh degil).
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control treated

- - treated

Sekil-3. mAb uygulamasindan sonra MCF-10A (A), MCF-7 (B) ve MDA-MB-231 (C) hiicrelerinin SEM analizi. (A)
Her iki MCF-10A hicre grubunun (kontrol ve tedavi) SEM goruntuleri, diizglin hiicre zarlar ve saglam yapisal
butdnlik ile normal morfolojiyi gostermektedir. (B,C) Tedavi edilen gruplarda hiicresel biiziiime, membran kivriimasi
ve yapisal batunligun kaybi gibi belirgin morfolojik degisiklikler gérilmektedir.

A B
MAP3K1
@\ COKN1B PIK3CD
) w‘j,-_ /@

= =\
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Sekil-4. MCF7 (A ve B) ve MDA-MB-231 (C ve D) hicrelerinde ifade edilen genlerin isi haritasi (A ve C) ve protein-
protein etkilesim agi analizi (B ve D).
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Tablo-1. MCF-7 hucrelerinde tedaviye yanit olarak gen  Tablo-2. MDA-MB-231 hicrelerinde tedaviye yanit
ekspresyonlarinin diizenlemesini yonuni (yukari veya  olarak gen ekspresyonlarinin diizenlemesini yonini

asagdi) gosteren PCR analizi. (yukari veya asagi) gosteren PCR analizi.
Gene Fold Gene Fold

Symbol Regulation Regulation Symbol Regulation Regulation
SHH 1,29 Up SHH 1,15 Up
WNT1 -2,21 Down WNT1 1,58 Up
CDK8 -1,00 Down CDK8 -1,10 Down
CDC42 -1,18 Down CDC42 -1,23 Down
ATR -9,60 Down ATR -34,14 Down
NFKB1 -1,00 Down NFKB1 -1,10 Down
CDKN2A 1,26 Up CDKN2A  -1,29 Down
PTEN -1,16 Down PTEN -1,33 Down
PTCH1 -1,00 Down PTCH1 2,90 Up
BMP4 4,22 Up BMP4 1,29 Up
RB1 -1,00 Down RB1 -1,10 Down
MMP9 -1,32 Down MMP9 1,17 Up
MIF -1,00 Down MIF -1,10 Down
CASP3 -1,10 Down CASP3 1,54 Up
TGFB1 -1,00 Down TGFB1 -1,10 Down
AKT1 -2,38 Down AKT1 -1,36 Down
SMO -1,00 Down SMO 1,11 Up
ATM -1,00 Down ATM -1,34 Down
CDKN1B 3,31 Up CDKN1B -1,10 Down
ROCK1 -1,00 Down ROCK1 10,31 Up
FOS -1,09 Down FOS 1,15 Up
CASP8 -1,41 Down CASP8 -1,45 Down
ATG12 -1,10 Down ATG12 -1,39 Down
PIK3CD -7,64 Down PIK3CD -1,56 Down
SUFU 1,81 Up SUFU -1,59 Down
WEE1 -1,00 Down WEE1 -1,10 Down
MMP2 3,05 Up MMP2 -2246,30 Down
ARPC2 -1,23 Down ARPC2 1,21 Up
MAP3K1 2,24 Up MAP3K1  -1,27 Down
CASP9 -1,21 Down CASP9 1,30 Up
DRAM1 -1,88 Down DRAM1 -1,18 Down
ATGS 1,44 Up ATG5 -1,42 Down
GLI1 -1,05 Down GLI1 1,19 Up
CDK1 -1,17 Down CDK1 -1,45 Down
RHOA -1,12 Down RHOA 1,73 Up
HIF1A 1,02 Up HIF1A 1,55 Up
VEGFA -1,94 Down VEGFA -2,32 Down
HSP90AAL -2,66 Down HSP90AALl 2,41 Up
MAPKS8 -1,19 Down MAPKS 2,67 Up
GFAP 1,12 Up GFAP -1,26 Down
GLI3 1,87 Up GLI3 1,44 Up
CDK4 1,34 Up CDK4 -1,43 Down
CDK5 -1,09 Down CDK5 1,15 Up
EPAS1 -1,00 Down EPAS1 -1,10 Down
CDKN1A 1,82 Up CDKN1A 1,01 Up
ACTB 1,47 Up ACTB 1,05 Up
GAPDH -1,43 Down GAPDH -1,53 Down
RPLPO -1,03 Down RPLPO 1,46 Up
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TARTISMA

Meme kanseri, erken evrede tedavi edilebilir bir
hastalik olarak kabul edilmekle birlikte, tedavi

stratejileri  son vyillarda 6nemli ilerlemeler
kaydetmistir. Mevcut yaklasimlar arasinda
endokrin tedavi, anti-HER2 hedefleme ve

kemoterapi ©6n plana c¢ikmaktadir (9). Bu
yontemlerin dogru sekilde secilmesi, asir veya
yetersiz tedavi uygulanmasini  engellemeyi
amagclar. Farkh molekdiler alt tiplere yonelik hedefe
yonelik tedaviler, 6zellikle sitotoksik kemoterapinin
temelini olusturur ve normal dokulara minimal
zarar verirken kanser hicrelerine spesifik etki
saglar (10-12). Gindmuzde, mAb’ler gibi hedefe
yonelik tedaviler olmadan kanser tedavisini
disinmek gugtir. Bu mAb’ler, kanser hlicrelerine
baglanarak dogrudan apoptozu tetikleyebilir ya da
immun sistemin efektér mekanizmalarini aktive
ederek dolayl bir etki gdsterebilir (13). Apoptoz
sureglerindeki bozukluklarin timoér gelisimi ve
direng kazaniminda o6nemli rol oynamasi,
mAb’lerin kaspazlar, Bcl-2 ailesi proteinleri ve
apoptoz inhibitorleri gibi molekdlleri
hedeflemesini, kanser tedavisindeki temel
mekanizmalardan biri haline getirmektedir (14).

Bu calismada, terapdtik potansiyeli ylksek bir
monoklonal antikorun meme kanseri hucreleri
Uzerindeki apoptotik etkisi arastiriimistir. KDN,
sialik asit ailesinin farkli bir Uyesi olup hucre
yuzeyinde bulunan glikolipit ve glikoproteinlerin
terminal seker yapilarinda yer alir. Normal
hicrelerde c¢ok dusiuk seviyelerde bulunan bu
molekul, kanser hicrelerinde yogun olarak
saptanmaktadir (15). Calisma kapsaminda, 147-
DENA adh hedefe ydnelik monoklonal antikorun
olasi etki mekanizmasinin  aydinlatiimasi
amagclanmistir.

Oncelikle 147-DENAnIn gesitli dozlari, MCF-7 ve
MDA-MB-231 meme kanseri hucreleri ile MCF-
10A normal meme epitel hiicrelerine uygulanarak
WST-1 testiyle sitotoksik etkisi degerlendirilmistir.
Normal hicrelerde herhangi bir dozda sitotoksik
etki goérilmezken, kanser hucrelerinde farkh
dizeylerde sitotoksisite tespit edilmistir. Daha
sonra, belirlenen dozlarda mAb uygulamasi
sonrasinda Annexin V testiyle hicre canlihdr ve
apoptoz analizi yapilmistir. Kanser hcrelerinin
biyik c¢odunlugunun 48 saatlik inkibasyon
sonunda erken apoptotik faza gectigi, bir kisminin
ise gec apoptotik/6li evrede oldugu gbézlenmistir.
Buna karsin, normal hicrelerde gec¢ apoptotik
evreye rastlanmamis ve yalnizca ¢ok az sayida
erken apoptotik hiicre tespit edilmistir. Bu dusuk
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apoptotik etkinin istatistiksel olarak anlaml
olmadigi belirlenmistir. Genel olarak, WST-1 ve
Annexin V bulgulari, 147-DENA’nin meme kanseri
hiicrelerinde apoptozu indikleyerek sitotoksik etki
gosterdigini ortaya koymustur.

Apoptoz, kaspaz ailesinden proteazlar tarafindan
yonetilen bir hicre 6lim mekanizmasidir.
Baslatici (kaspaz-2, -8, -9, -10) ve efektor
(kaspaz-3, -6, -7) kaspazlardan olusan bu yolak,
ekstrinsik veya intrinsik sinyallerle aktive olabilir
(16). Mitokondri kaynakl intrinsik uyarimlarda,
Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik Uyeleri aktiflesirken
anti-apoptotik proteinler (Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1)
baskilanir; bu da mitokondriden sitozole protein

salinarak hicre o6limint tetikler (17). Bu
calismada, 147-DENA  mAb  uygulamasi
sonrasinda Kaspaz-8, Kaspaz-3 ve Bcl-2
proteinleri immunofloresan yontemiyle

degerlendirilmistir. Normal meme epiteli MCF-10A
hicrelerinde anlamli bir farklilik goérilmezken,
MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser hucrelerinde 147-
DENA mAb, Kaspaz-8 ve Kaspaz-3 seviyelerini
ylkseltmis Bcl-2 ifadesini dislirmustir. Boylece
147-DENA mAb normal hucrelere zarar vermeden
meme kanseri hlcrelerinde apoptozu
tetikleyebilecegini gostermistir.

Apoptoz, hlcrede kugulme ve deformasyon,
membran  batunlidginin  bozulmasi, ylzey
cikintilarinin - kaybi veya olugmasi, kromatin
yogunlasmasi, DNA parcalanmasi, mitokondri
vakuolizasyonu ve komsu hicrelerden ayrilma
gibi belirgin morfolojik degisikliklerle tanimlanir
(18,19). 147-DENA monoklonal antikorunun
meme kanseri hicrelerinde neden oldugu bu
degisiklikler SEM kullanilarak incelenmis ve
literatirle uyumlu bulgular elde edilmistir. Normal

epitel hlcreleri bu antikordan etkilenmezken,
kanser hilcrelerinde membran batinligunde
bozulma, por olusumu, vylzey g¢ikintilarinin
azalmasi ve hicre seklinin  degismesi

g6zlenmistir. Ayrica 147-DENA mAb uygulamasi
sonrasi yapilan gen ekspresyon analizlerinde,
apoptoz ve hicre metabolizmasinda yer alan
cesitli genlerin artan veya azalan dizeylerde
regllasyona ugradigi tespit edilmistir. STRING
analizi, bu genlerin birbirleriyle etkilesim halinde
oldugunu gdstermisgtir.

CDKN1B, hiicre dénglsiU inhibitdrid p27Kip1’i
kodlayan ve insan kanserlerinde sikga inaktive
edilen bir tmor baskilayici gendir. p27, yalnizca
hiicre proliferasyonunun kontroliinde degil; ayni
zamanda hicre hareketliligi, metastaz, otofaji ve
mitoz gibi sureglerde de kritik roller Ustlenir



(20,21). Bu galismada, mAb tedavisinin, kanser
hucrelerinde  CDKN1B geninin ekspresyonunu
artirdigi  belirlenmigtir. Ayrica, anormal Wnt/3-
katenin sinyal yoladinin kanser olugsumu ve
progresyonunda ©Onemli etkilere sahip oldugu
literatlrde iyi bilinmektedir (22). Bu yolakta etkili
olan Wnt1 seviyesinin, antikor tedavisi sonrasi
dnemli dlglide azaldigr saptanmistir. Ote yandan,
meme kanserinin gelisimi ve ilerlemesinde AKT
izoformlari (AKT1, AKT2, AKT3) farkh fonksiyonlar
gosterir.  AKT1, lokal timdr  blyUimesini
desteklerken, AKT2 uzak metastaz surecinde rol

alir (23). Onkojenik olarak tanimlanan bu
izoformlar, tumoérin baslangic ve ilerleyis
asamalarinda pozitif etkiye sahiptir (24).

Calismada, mAb uygulamasi sonucunda 6zellikle
AKT?’in  ekspresyonunun baskilandigi tespit
edilmistir. Bunun yani sira, anjiyogenezin Kkilit
dizenleyicilerinden biri olan VEGFA da (25)
antikorla muamele edilen Orneklerde belirgin
sekilde dusus gostermistir. Toplu olarak, elde
edilen bulgular 147-DENA mAb’nin birden fazla

sinyal yolunu etkileyerek meme kanseri
hiucrelerinde apoptozu indikledigini ve bodylece
timdr  gelisimini  baskiladigini  gdstermistir.

Deaminonéraminik  asidi hedef alan bu
yaklagimin, kanser tedavisi alaninda yeni ve etkili
bir segenek sunabilecegi distnilmektedir. Bu

Kaynaklar

calisma, literatlire katki saglayarak 147-DENA
mADb’nin potansiyel terapotik Onemini
vurgulamakta ve  sialik asit ailesinden
deaminondéraminik aside yOnelik arastirmalara isik
tutmaktadir.

SONUGC
Sonug olarak, 147-DENA monoklonal antikoru,

meme kanseri hicrelerinde ¢esitli  sinyal
yolaklarini  etkileyerek apoptozu induklerken,
normal epitel hlcrelere zarar vermemigstir.

Bulgular, CDKN1B, Wntl, AKT1 ve VEGFA gibi
6nemli  genlerdeki  dizenlemelerle  timor
gelisiminin baskilandigini géstermistir. Bu da sialik
asit ailesinden deaminondéraminik aside 6zgu 147-
DENA'nin  potansiyel bir terapdtik segenek
olabilecegdini vurgular. Béylece c¢alisma, 6zellikle
hedefe yonelik kanser tedavilerine katki
saglayacak yeni ve 6nemli bulgular sunmaktadir.

Cikar gatismasi: Yazarlar gikar ¢atismasi beyan
etmemiglerdir.

Tesekkiir: Calisma, Ege Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi TYL-
2019-20885  numarali proje  kapsaminda
desteklenmistir.

1.

10.

Jokhadze N, Das A and Dizon DS: Global cancer statistics: A healthy population relies on population health.
CA Cancer J Clin 74: 224-226, 2024.

Bray Bsc F, Laversanne | Mathieu, Hyuna |, et al.: Global cancer statistics 2022: GLOBOCAN estimates of
incidence and mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA Cancer J Clin 74: 229-263, 2024.
Baldo BA: Monoclonal Antibodies Approved for Cancer Therapy. In: Safety of Biologics Therapy. Springer
International Publishing, Cham, pp57-140, 2016.

Lu R-M, Hwang Y-C, Liu I-J, Lee C-C, Tsai H-Z, Li H-J and Wu H-C: Development of therapeutic antibodies
for the treatment of diseases. J Biomed Sci 27: 1, 2020.

KOHLER G and MILSTEIN C: Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined specificity.
Nature 256: 495-497, 1975.

Quinteros DA, Bermudez JM, Ravetti S, Cid A, Allemandi DA and Palma SD: Therapeutic use of monoclonal
antibodies: general aspects and challenges for drug delivery. In: Nanostructures for Drug Delivery. Elsevier,
pp807-833, 2017.

Qu B, Ziak M, Zuber C and Roth J: Poly (alpha 2,8-deaminoneuraminic acid) is expressed in lung on a single
150-kDa glycoprotein and is an oncodevelopmental antigen. Proceedings of the National Academy of
Sciences 93: 8995-8998, 1996.

Inoue S, Kitajima K and Inoue Y: Identification of 2-Keto-3-deoxy-D-glycero-D-galactonononic acid (KDN,
Deaminoneuraminic Acid) Residues in Mammalian Tissues and Human Lung Carcinoma Cells. Journal of
Biological Chemistry 271: 24341-24344, 1996.

Harbeck N and Gnant M: Breast cancer. The Lancet 389: 1134-1150, 2017.

Baudino T: Targeted Cancer Therapy: The Next Generation of Cancer Treatment. Curr Drug Discov Technol
12: 3-20, 2015.

641

Ege Tip Dergisi / Ege Journal of Medicine



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

21.

22.

23.

24.

25.

Pérez-Herrero E and Fernandez-Medarde A: Advanced targeted therapies in cancer: Drug nanocarriers, the
future of chemotherapy. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 93: 52—79, 2015.

Weiss J, Glode A, Messersmith WA and Diamond J: Sacituzumab govitecan: breakthrough targeted therapy
for triple-negative breast cancer. Expert Rev Anticancer Ther 19: 673—-679, 2019.

Gul N and van Egmond M: Antibody-Dependent Phagocytosis of Tumor Cells by Macrophages: A Potent
Effector Mechanism of Monoclonal Antibody Therapy of Cancer. Cancer Res 75: 5008-5013, 2015.

Lee YT, Tan YJ and Oon CE: Molecular targeted therapy: Treating cancer with specificity. Eur J Pharmacol
834: 188-196, 2018.

Inoue S, Kitajima K, Sato C and Go S: Human KDN (Deaminated Neuraminic Acid) and Its Elevated
Expression in Cancer Cells: Mechanism and Significance. pp669-678, 2011.

Pistritto G, Trisciuoglio D, Ceci C, Garufi A and D’Orazi G: Apoptosis as anticancer mechanism: function and
dysfunction of its modulators and targeted therapeutic strategies. Aging 8: 603—619, 2016.

D’Arcy MS: Cell death: a review of the major forms of apoptosis, necrosis and autophagy. Cell Biol Int 43:
582-592, 2019.

LiJ, Yang Z, Li Y, et al.: Cell apoptosis, autophagy and necroptosis in osteosarcoma treatment. Oncotarget 7:
44763-44778, 2016.

Ramirez MLG and Salvesen GS: A primer on caspase mechanisms. Semin Cell Dev Biol 82: 79-85, 2018.
Sharma SS and Pledger WJ: The non-canonical functions of p27 P! in normal and tumor biology. Cell Cycle
15: 1189-1201, 2016.

Bencivenga D, Stampone E, Azhar J, et al.: p27Kip1 and Tumors: Characterization of CDKN1B Variants
Identified in MEN4 and Breast Cancer. Cells 14: 188, 2025.

Liu J, Xiao Q, Xiao J, et al.: Wnt/B-catenin signalling: function, biological mechanisms, and therapeutic
opportunities. Signal Transduct Target Ther 7: 3, 2022.

Hinz N, Baranowsky A, Horn M, et al.: Knockdown of AKT3 Activates HER2 and DDR Kinases in Bone-
Seeking Breast Cancer Cells, Promotes Metastasis In Vivo and Attenuates the TGFB/CTGF Axis. Cells 10:
430, 2021.

Hinz N and Jicker M: Distinct functions of AKT isoforms in breast cancer: a comprehensive review. Cell
Communication and Signaling 17: 154, 2019.

Ghalehbandi S, Yuzugulen J, Pranjol MZI and Pourgholami MH: The role of VEGF in cancer-induced
angiogenesis and research progress of drugs targeting VEGF. Eur J Pharmacol 949: 175586, 2023.

642 Ege Tip Dergisi / Ege Journal of Medicine



