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PARENTAL OLAPARIB-DIRENCLi MCF7 MEME KANSERI
HUCRELERININ OLAPARIB YANITINDA MUM1 PROTEINININ
ETKISININ ARASTIRILMASI

OZET

MUMI1 (EXPANDI1) proteininin DNA hasarina karst hiicre sag-kalimini destekledigi
gosterilmistir. DNA hasar1 durumunda, MUMI proteininin timor siippressér 53BP1
proteiniyle etkilesime girdigi ve neticede hasarli kromatin bolgesinde toplanarak kromatin
relaksasyonunu destekledigi bildirilmistir. DNA hasarina ugrayan MUMI -inaktif
hiicrelerde ise defektif kromatin dekondensasyonu nedeniyle olusan lezyonlarin biriktigi
ve bu nedenle s6z konusu hiicrelerin genotoksik saldirilara daha hassas hale geldigi
gosterilmistir. Ayrica, MUMI protein seviyesinin klinikte basarili sonuclar saglayan PARP
inhibitor tedavi yanitinin tahmininde kullanilabilir bir biyobelirte¢ olabilecegi ileri
stiriilmiistiir.

Projemizin amaci, PARP inhibitér tedavi yanitinin tahmin edilebilmesi icin MUMI1
ekspresyon seviyesinin parental ve olaparib direngli kanser hiicrelerinde prediktif bir
biyobelirte¢ olarak kullanilabilir olup olmadiginin arastirilmasidir. Memeli hiicre kiiltiirii
teknikleri ve MCF7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 kullanilarak
gergeklestirdigimiz calismalarda, MUMI1 biyolojisinin normal sartlar altinda ve eksojen
DNA hasar1 durumundaki fonksiyonel etkisi arastirildi. Endojen olarak eksprese edilen
hedef genlerin mRNA'lar1 RNA interferans teknolojisi kullanilarak susturuldu. Western
blot analizleri gerceklestirilerek siRNA manipiilasyonlar1 teyit edildi ve farkli protein
ekspresyon diizeyleri arastirildi. Kantitatif PCR teknigi kullanilarak MUM1-efektif ve
defektif hiicrelerdeki p53 ve p21 mRNA miktarlar1 karsilastirildi. MUMI1'in tekli veya
PARP ile birlikte ikili inaktivasyonunun BRCA2-efektif veya defektif arka planlarda hiicre
canliligma veya koloni sag-kalimma olan etkileri in vitro sitotoksisite analizleriyle
belirlendi. Siirekli seleksiyon teknigiyle kullanilarak olaparib-direncli MCF7 meme
kanseri hiicreleri gelistirildi ve MUMI proteininin olaparib tedavisine olan katkis1
degerlendirildi. Elde ettigimiz sonuglar, MUM1'in baskilandig1 hiicrelerde p53 ve p21
aktivelerinin gecici olarak arttigin1 ancak bu durumun hiicre canliligina ve koloni sag-
kalimma etki etmedigini gosterdi. MUMI proteininin PARP inhibitor tedavisine kars1
MDA-MB-231 meme kanseri hiicre sag-kalimmi destekledigi, dolayisiyla MUMI
ekspresyonunun PARP inhibitér yanitinin tahmininde kullanilabilir bir biyobelirte¢
olabilecegi belirlendi.

Sonug olarak projemiz, 6nemli bir DNA hasar yanit faktorii olma potansiyeli tasiyan
MUMI proteininin daha kapsamli arastirmalarin yapilmasiyla prediktif bir biyogosterge
olarak klinikte hasta stratifikasyonunda kullanilabilir oldugunu ortaya ¢ikarmustir.

Anahtar Kelimeler: MUMI1, kromatin diizenlenmesi, sentetik letalite, PARP inhibisyon
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PARENTAL OLAPARIB-RESISTANT MCF7 BREAST CANSER
INVERSTIGATION OF THE EFFECT OF MUM1 PROTEIN ON THE
CELLS RESPONSE TO OLAPARIB

ABSTRACT

MUMI1 (EXPANDI1) protein was revealed to support cell survival against DNA damage.
Upon DNA damage, MUMI interacts with the tumour suppressor S3BP1 and consequently
become recruited towards the damaged chromatin to support the chromatin relaxation. In
response to DNA damage, the chromatin decondensation becomes defective in MUMI -
deficient cells, which are therefore sensitised to genotoxic insults. In addition, a genome-
wide screen identified MUMI levels as a potential biomarker to predict the treatment
response of PARP inhibitors that provide successful outcomes in the clinic.

Our project aimed to investigate whether MUMI1 levels can be used as a predictive
biomarker of PARP inhibitor treatment. Mammalian cell culture was used to uncover
the functionaleffect of MUMI biology in cells with/without exogenous DNA damage. The
RNA interference was utilised to knockdown the mRNA expression of target genes. siRNA
manipulations were confirmed and different expression profiles were studied by Western
blotting analysis. p53 and p21 mRNA levels in MUM1 -effective and defective cells were
analysed by quantitative PCR analysis. In vitro cytotoxicity analyses were conducted to
assess the effect of inactivation of MUMI1 alone or together with PARP on the cell viability
and colony survival of BRCA-effective or defective cells. The results showed that p53 and
p21 activations temporarily increased in cells with MUM1-knockdown, however, MUM 1
deficiency did not affect the viability and clonogenic survival of cells compared to controls.
Our experiments revealed that MUM1 supports MDA-MB-231 cell survival against PARP
inhibition, suggestingMUMI1 expression as a biomarker that can be used to predict PARP
inhibitor response. As a result, our findings suggested that MUM1 protein might deserve
future research to become a potential PARP inhibitor biomarker for patient stratification in
the clinic.

Keywords: MUM1, chromatin remodeling, synthetic lethality, PARP inhibition
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1. GIRIS

Kanser, kontrolsiiz hiicre bolinmesi olarak tanimlanmaktadir. Hiicrelerin boliinmesi,
biliylimesi veya programli bir sekilde 6lmesi gibi hayati siire¢lerinde rol oynayan proteinleri
kodlayan genlerin mutasyona ugramasi, normal bir hiicrenin karsinogenez siirecinde
onemlirol oynamaktadir (Weinberg, 2007). Son zamanlarda basilan raporlar, daha 6nce
belirlenmis kanser Ozelliklerine (Hanahan ve Weinberg, 2000) ek olarak genomik
dengesizlikler kanserin olusmasi smrasinda 6nemli bir faktér oldugunu gostermistir.
(Hanahan ve Weinberg, 2011).Genel olarak bakildiginda genomda olusan mutasyon
birikmeleri tiimor baskilayici genleri durdurarak onkojenik genleri aktiflestirir ve
hiicrelerin kontroliinii kaybedip durmadan ¢ogalmasina ve neoplastik transformasyona
sebep olur.(Chapman vd., 2012; Ciccia vd., 2010; Hoeijmakers, 2009). Genomik
replikasyon ve kromozomal segregasyon siireclerinde olusan endojen DNA hasarlarina
(replikasyon stresi, telomer kisalmasi, serbest oksijen radikalleri vb. nedenlerle) ilaveten,
hiicre DNA’s1 siirekli olarak biitiinliiglinii tehdit eden eksojen kaynakli kimyasal
(kemoterapdtik vb.) veya fiziksel (UV ve iyonlastirict radyasyon vb.) saldirilara da maruz
kalmaktadir (Nicola J. Curtin, 2012; Goldstein ve Kastan, 2015). Memeli hiicrelerinin
genomik dengeyi saglamak icin DNA’da olusan olas1 hasarlar1 hemen tespit, tamir ve
iletimini saglayan kompleks DNA hasar yanit mekanizmasina sahiptir. (Ciccia vd., 2010;
Gundogdu, Hergovich, vd., 2021; Jackson ve Bartek, 2009). Hasar neticesinde olusan
kimyasal etkiye ilk tepki hiicre boliinmesinin aninda durdurulmasidir. Olusan DNA
hasarinin tamiri bazen miimkiin olmayabilir boyle oldugunda hiicre ya programli olarak
ortadan kaldirilir ya da senesans evresine alinir.Hiicresel mekanizmalarin diizenli
caliymamast ve islevini yerine getirememesi genomda bir¢ok mutasyonlarin birikerek
kanser gibi hastaliklar1 olustur. (Jackson, 2002; Jackson ve Bartek, 2009; Khanna ve
Jackson, 2001;T Lindahl ve Barnes, 2000).

Son yillarda yayimlanan raporlar molekiiler seviyede heterojen davranig sergileyen meme
kanserinin en fazla kadinlarda goriilen bir kanser ¢esidi oldugunu bildirmektedir.(Bray vd.,

2018;Harbeck vd., 2019; Sung vd., 2021). Ozellikle 40-55 yas arah@mndaki kadmlarn



oliim sebeplerine bakildiginda ilk siralarda bulunan meme kanserinden, yasam boyu 6lim
riskinin %3'denfazla oldugu ve yaklasik her sekiz kadindan birine meme kanseri teshisinin
konuldugu belirtilmektedir (Bray vd., 2018; Libson ve Lippman, 2014; Sung vd., 2021).
Son yillarda gergeklestirilen 6nemli ¢aligmalarla BRCA1 ve BRCA?2) genlerinin genetik
klonlanmasi dahil birgok ilerleme saglanarak meme kanserinin genetik nedenlerinin
anlagilmasinda gelisme katedilmistir. BRCA1 ve BRCAZ2 iiriinlerinin DNA ¢ift zincir
kiriklarinin tamirinden sorumlu olan homolog rekombinasyon tamir mekanizmasindaki
rolleri detayl calisilmigtir. BRCA1/2 proteinlerinin islev kaybinin genomik kararsizliga ve
dolayisiyla tiimorijenik transformasyona neden oldugu gosterilmistir (Imyanitov, 2021;
Patel vd., 2021). BRCA1 veBRCA2 mutasyonlari, tim meme kanseri vakalarmin
%10’nunda, kalitsal meme kanserivakalarinin ise %30’unda rapor edilmistir (Zimmer
vd., 2018). Konvansiyonel kanser terapilerine kiyasla genomik ve proteomik profillemenin
sundugu imkanlarla, hastanin ilgili kimyasal /radyolojik tedaviye veya kisiye ozel
tedavilere verecegi cevabin tahmin edilebilmesi klinik basarinin  artmasini
saglamistir.(Byrum vd., 2019; Imyanitov, 2021; Lord ve Ashworth 2013; Patel vd., 2021).
Bu kapsamda meme kanseri biyolojisinin daha iyi anlasilmasi, farkli farmakolojik
hedeflerin tanimlanmas1 ve ayrica prognostik ve prediktif biyobelirteclerin karakterize

edilmesi, meme kanseri hastalarmin daha iyi tedavi edilmesine imkan verecektir.

PARP (poli(ADP-riboz) polimeraz) enzimleri bir ¢ok yolakta rol oynar bunlarin basinda
DNA tek zincirlerinin onarim mekanizmasi gelmektedir.2005 yilinda yayimlanan raporlar,
PARP inhibisyonunun BRCA1/2-efektif meme kanseri hiicrelerine kiyasla defektif
hiicrelerde sitotoksik etki gosterdigini ortaya ¢ikarmistir (Bryant vd., 2005; Farmer vd.,
2005). Klinik 6ncesi ve klinik arastirmalarda basarili sonuglar saglayan cesitli kiigiik
molekiil PARP inhibitorleri olaparib, rucaparib, niraparib ve talazoparib meme ve
yumurtalik basta olmak iizere farkli kanser hastalarinin tedavilerinde kullanilmak {izere
FDA (Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi ) EMA (Avrupa la¢ Ajansi)
tarafindan onay almistir. 2014 ve 2016 yillarinda olaparib ve rucaparib BRCA1/2-mutant
yumurtalik kanseri hastalarmin tedavisi i¢in onay almistir. 2017 ve 2018 yillarinda ise
olaparib, rucaparib ve niraparib BRCA statiisiinden bagimsiz olarak yumurtalik kanseri
hastalarmin tedavisinde kullanilmak tizere onaylanmistir. Ayrica 2018 yilinda, olaparib ve

talazoparib HER2-negatif BRCA1/2-mutant ileri evre meme kanseri meme kanseri hastala



riin tedavisi i¢in onay almistir (Slade, 2020). Meme ve yumurtalik kanseri tedavilerine ek
olarak, PARP inhibitdrleri olaparib ve rucaparib HR-defektif ileri evre pankreas ve prostat
kanseri tedavilerinde kullanilmak tizere FDA tarafindan onaylanmistir (The Food and Drug
Administration (FDA), 2019, 2020). Ayrica, hasta stratifikasyonu icin BRCA ve HR'da
rol oynayan farkli genlerin statiilerinin analinizi saglayan c¢esitli prediktif tani kitleri de
(FoundationOne CDx, BRACAnalysis CD x test vd.) FDA tarafindan onaylanmistir
(The Food and DrugAdministration (FDA), 2018, 2020). PARP inhibitorlerinin BRCA-
efektif kanser tedavilerinde de basarilar1 sonuglar saglamasi, DDR'da rol oynayan farkli
bilesenlerin de PARP inhibitdr yanitinda belirleyici bir faktor olabilecegini gostermistir.
Bu nedenle DDR regiilatorii olma potansiyeli tasiyan proteinlerin in vitro ve in vivo
calismalarla fonksiyonlarinin karakterize edilmesi ve tanimlanmasi klinikte tedavi basarisi

icin 6nem arz etmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Kanser

Hiicre biiyiimesi, boliinmesi, farklilasmasi ve programli 6liimiinde rol oynayan proteinleri
kodlayan genlerin endojen faktorler ve/veya genotoksik saldirilar neticesinde mutasyona
ugramasiyla saglikli hiicreler neoplastik transformasyona ugramakta ve kontrolsiiz bir
sekilde boliinme yetenegi kazanmaktadir (Weinberg, 2007). Kronik proliferasyon egilimi
kanser hiicrelerinin en belirgin 6zelliklerinin temelini olusturmaktadir. Saglikli hiicreler
biliylimeyi tesvik eden makromolekiiler sinyallerin iiretilmesini ve salmimini dikkatli bir
sekilde regiile ederek hiicresel homeostaziyi saglamakta ve dolayisiyla doku biitiinligii ve
islevselligini korumaktadirlar (Hanahan ve Weinberg, 2000). Bununla birlikte, biiyiime
baskilayic1 molekiiler mekanizmalardan kagmmma veya s6z konusu mekanizmalara karsi
duyarsizlik da yine kanser hiicrelerinin sahip oldugu temel kazanimlardan biridir (Hanahan
ve Weinberg, 2000). RB (retinoblastoma) ve p53 gibi ¢ok sayida tiimdr baskilayici protein
farkli sekillerde islevler yuruterek kontrolsiiz biiyiimeyi engeller. Genotoksik saldilar
neticesinde olusan DNA hasar1 nedeniyle ilgili DDR mekanizmalarnin upstream
regiilatorleri (6r. ATM, CHK?2) tarafindan aktive edilen p53 proteini, hiicre dongiisiiniin
progresyonu, DNA tamiri, hiicresel metabolizma ve programli hiicre 6liim yolaklarinda rol
oynayan ¢ok sayida proteinin transkripsiyonel ve post-translasyonel regiilasyonunu kontrol
ederek olusan hasara miinhasirhiicresel bir yanit olusturur (Kulaberoglu vd., 2016; Levine,
2020). Ozetle, olusan genetik lezyonlar dolayisiyla hiicre ddngiisiiniin isleyisi ilgili kontrol
noktalarinda (ing. cell cycle checkpoint) durdurularak s6z konusu hasarm sorumlu tamir
mekanizmalar1 vasitasiyla onarilmasina veya hiicrenin apoptosis gibi programli hiicre 6lim
yolaklar1 vasitasiyla proliferasyon havuzundan elimine edilmesine imkan tanmmis olur
(Gundogdu, Hergovich, vd., 2021). Bahsi gecen kanser 6zelliklerinin yani sira, hiicresel
oliime kars1 gelisen direng,invazyon ve metastas mekanizmalarinin aktivasyonu, replikatif
Oliimstizliik, anjiyogenez,bagisiklik sisteminden kaginma ve hiicresel enerji yolaklarinin

de-regiilasyonu transformasyona ugramis hiicrelerin diger 6nemli 6zellikleridir (Sekil 2.1)



(Hanahan ve Weinberg, 2011). Tiimor olusumunu destekleyen inflamasyon ve genomik
kararsizlik ise yukarida siralanan neoplastik transformasyon karakterlerinin gelismesini

saglayan hususiyetlerdir (Hanahan ve Weinberg, 2011).
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Sekil 2.1. Neoplastik hiicrelerin transformasyon siirecinde kazandigi ézellikler (Hanahan, 2022;
Hanahan ve Weinberg, 2000, 2011)

2.2 DNA Hasar Yamit (DDR) Mekanizmasi

Memeli bir organizmanin hayatta kalabilmesi ve fonksiyonel olabilmesi i¢in genomik
biitiinliigiiniin korunmasi ve hiicre bdliinmesi esnasinda genetik bilgisinin yavru hiicrelere
iletiminin saglikli bir sekilde saglanmasi ¢ok onemlidir. Memeli hiicreleri genomlarinin
biitlinliiglinii ve islevselligini korumak amaciyla hiicre dongiisiiniin S fazinda DNA
replikasyonunu ve M fazi esnasinda genetik bilgilerin esit dagilimini saglamak amaciyla
kompleks molekiiler mekanizmalar kullanir. S6z konusu mekanizmalar, hiicrenin DNA
replikasyonu Oncesinde M evresine geg¢mesini veya kardes kromatitlerin ayrilmasi
oncesindeDNA'nin tekrar replikasyona ugramasini engelleyen sistemlerdir (Gundogdu,
Hergovich, vd., 2021). Hatali genom replikasyonu ve/veya segregasyonunun yani sira,
memeli genomlarinin insicami spontane gelisen (endojen) veya eksojen endiiksiyonlu

DNA lezyonlar1 tarafindan da tehdit edilir. Bu nedenle hiicreler, DNA hasarmin saptanmasi



sinyallestirilmesi ve onarilmasi i¢in kompleks ve kapsamli DDR sistemlerini kullanir.
DNA biitiinliigiiniin korunmasini saglayan molekiiler mekanizmalarin DNA'daki kusurlari
algilama ve ¢ozlimleme konusundaki olaganiistii yetenegi, hiicre bdliinmesi esnasinda

spontane olusan mutasyon oranlarmin genellikle ¢ok diisiik olmasimni saglar.

Kanser hiicrelerinde ise transformasyon siirecinin gerceklesebilmesi icin mutasyon
olusum/birikim oran1 artmistir. S6z konusumutasyona ugrayabilme yetenegi ¢esitli
mutajenik ajanlara kars1 artan hassasiyetle kazanilmaktadir. lgili mutasyonlarin genomda
birikmesinin, normal sartlarda genomik biitiinligli gozlemleyen ve genetik olarak hasar
gormiis hiicrelerin  senesens ve apoptosis yoluyla proliferasyon havuzundan
eliminasyonunu miimkiin kilan godzetim sistemlerinden 6diin verilmesiyle saglandigi
bilinmektedir (Ciccia vd., 2010; Hanahan ve Weinberg, 2011; Jackson ve Bartek, 2009;
Kastan ve Bartek, 2004).

2.2.1 DDR sinyalizasyonu

DNA ‘da olugan genomik eslenme ve kromozomal ayrilma boyunca telomerde kisalma
oksidatif stres , replikasyon stresi ve yanlis baz eslesmesi (0r. insersiyon, delesyon)ya da
bbazlarda olusan kayiplar (6r. depiirinasyon, depirimidasyon) bundan dolayr endojen
hasarlara maruz kalimmaktadir. Bunun yani sira DNA insicamini tehdit eden diger sebepler
de dis etkenli (eksojen ) kimyasal (6r; kimyasal karsinojenler ) ya da fiziksel (6r; UV
isinlar1 ) en son olarak iyonlastirici radyasyon (IR) gibi durumlar sebep olmaktadir. (T
Lindahl ve Barnes, 2000; Tomas Lindahl ve Nyberg, 1972; Loeb ve Harris, 2008). DNA
hasar1 sonucunda olusan ilk kimyasal tepki, kontrol noktalar1 olarak adlandirilan G1/S,

intra-S ve G2/M aktifleserek ve hiicredeki dongiiniin hemen durdurulmasidir.

Tek baz degisimleri( deaminasyon, depiirinasyon, niikleotid kazanimi/kaybi), cift olarak
goriilen zincirde (“intrastrand crosslinks,ICL”)benzer zincir arasinda(‘““interstrand
crosslinks) oteki ise niikleotid-protein arasinda kurulan capraz baglar, DNA zincir
kiriklarmin olusma sebepleri DNA’da goriilen doku bozukluklaridir. (Bartek vd., 2007;
Deckbar vd., 2011; Wahl vd., 1997). DNA ¢ift zincir kirig1 neticesinde aktive olan DDR
sinyal yolagi; (1) MRN (MRE11-RADS50- NBS1) ve Ku70/80 gibi hasar sensor proteinleri
tarafindan DNA hasarmin aninda tespiti (2) y-H2AX ve MDC1 gibi sinyal mediatdr protein



lerinin hasarli kromatin bolgesinde toplanmasi, (3) ATM ve ATR kinazlar gibi hasar sinyal
transdiiserlerinin aktivasyonu ve (4) p53 basta olmak {izere gesitli effektor proteinlerin

aktivasyonu olmak iizere 4 agamaya ayrilir (Sekil 2.2).

DNA hasarmin animda tespitini saglayan MRN, PARP1 ve Ku70/80 proteinleri hasarli
kromatin bolgesine baglanarak DDR aktivasyonunu ger¢eklestirmis olurlar (Chapman vd.,
2012; Ciccia vd., 2010; Jackson ve Bartek, 2009). Cift zincir kiriklarinin olusumu
neticesindedncelikle ATM-CHK2 sinyal yolagi aktive olurken ATR-CHKI1 yolag: ise daha
cok tek zincir kiriklari, durmus replikasyon catallari, biiyilkk DNA baz eklentileri gibi
faktorler sonucu. (Chapman vd., 2012; Ciccia vd., 2010; Jackson, 2002; Jackson ve Bartek,
2009; Khanna ve Jackson, 2001). Ote yandan, yayimlanan raporlar ATR kinazin da DNA
cift zincir kiriklarina kars1 aktive oldugunu gostermektedir. ATM kinaz tarafindan S ve G2
evrelerindekoordine edilen DSB ug-kesim islemi (3' u¢ reseksiyonu )neticesinde olusan tek
zincirli DNA (Ing. single-stranded DNA, ssDNA) fragmentleri ATR/CHK1 kaskadini
aktive edebilmektedir (Ciccia vd., 2010; Jazayeri vd., 2006; Trenner veSartori, 2019).

Bu nedenle normal sartlar altinda inaktif homodimer halde bulunan ATM kinaz, DNA
hasar1 durumunda hiicre dongiisiinden bagimsiz olarak hizli bir sekilde oto-
fosforilasyona ugrayarak aktif monomerler halinde hasar sinyalini downstream bilesenlere
iletir. CDK-bagimli DNA ug kesim islemi neticesinde olusan tek zincirli DNA fragmentleri
vasitasiyla aktif hale gelen ATR yanit1 ise sadece S-G2 evrelerinde aktif olup ATM
yanitina gore nispeten daha yavastir. CHK1 ve CHK2 (ing. checkpoint kinase 1 and 2)
kinazlar ise sirasiyla ATR ve ATM kinazlarin 6nemli mediyatdr proteinleri olarak islev
yuriitiirler. DNA hasar1 durumunda, CHK2 proteini ATM kinaz tarafindan hiicre
dongiisiinden bagimsiz olarakaktif hale getirilir, CHK1 ise ATM ve MRN-bagimli DNA
uc reseksiyonu sonrasinda hiicre dongiisiine bagl bir sekilde ATR kinaz tarafindan aktif
hale getirilir (Chapman vd., 2012; Ciccia vd., 2010; Khanna ve Jackson, 2001; Shibata,
2021).
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Sekil 2.2. DNA hasar yanit sistemi (Toy vd., 2022)

Heterotrimerik MRN (MRE11-RADS50-NBS1) kompleksi endojen veya eksojen
nedenlerleolusan DNA ¢ift zincir kiriklarini aninda tespit eder. RADS0 kirik DNA uglarini
bir arada tutarken NBS1 ise ATM ile etkilesime girerek aktif ATM molekiillerinin kirik
kromatin bolgesine toplanmasini saglar (Ciccia vd., 2010; Rupnik vd., 2010; Stewart vd.,
1999; Syed ve Tainer, 2018). Oto-fosforilasyon ile aktif hale gelen ATM kinaz ¢ok sayida
substratin aktivasyonunu yoOneterek olusan hasara miinhasir biyokimyasal bir yaniti
diizenler. Busubstratlardan biri olan NBS1'in ATM tarafindan fosforilasyonu daha fazla
ATM'nin hasarli bélgede toplanmasini saglar (Matsuoka vd., 2007). ATM kinaz tarafindan
fosforilasyona ugrayarak aktif hale gelen H2AX proteini (Ing. H2A histone family member
X) de hasarli kromatin bolgesinde toplanir (YH2AX) ve MDC1 (Ing. Mediator of DNA
Damage Checkpoint 1) gibi diger DNA hasar yanit bilesenlerinin bolgeye transfer
edilmesini koordine eder. p53 tiimdr baskilayici proteini de ATM tarafindan fosforilasyona

ugrar ve transkripsiyonel olarak aktif hale gelir.

DNA hasar1 durumunda ATM tarafindan fosforile edilen p53 proteini, CDK inhibitorii p21
proteininin transkripsiyonel upregiilasyonunu saglayarak hiicre dongiisiiniin kontrol
noktalarinda durdurulmasini saglar. Boylece DNA tamirinin basarili bir sekilde tamir

edilmesine zaman saglanmis olur.



Ote yandan eger DNA hasar1 tamiri miimkiin olmayacak sekilde olusmus ise p53 proteini
icsel (intrinsik) ve digsal (ekstrinsik) yolaklar {izerinden programli bir sekilde hiicre
Oliimiinii tetikler (Gartel ve Tyner, 2002; Georgakilas vd., 2017; Levine, 2020; Loughery
vd., 2014). Bu nedenle, ATM yolaginin en 6nemli downstream efektorii olan p53 proteini
DNA hasar kontrol noktasinin regiilatorii olarak islev goriir. ATM kinaz tarafindan aktive
edilen bir diger kontrol noktasi regiilatorii CHK?2 proteini ise CDC25, p53 ve BRCALI gibi
downstream bilesenlerin aktivasyonunu yonetir. MDCI1 tarafindan hasarli kromatin
bolgesine toplanan 53BP1 (ing. Tumor suppressor p53 binding protein 1) proteini ile
CHK2 tarafindan aktive edilen BRCAI proteinleri olusan ¢ift zincir kirigmin hangi
mekanizma ile onarilacagini belirler (Goodarzi ve Jeggo, 2013). Spesifik bir
heterokromatin bdlgenin gegici relaksasyonunu saglayan KAP1 (Ing. Kriippel-associated
box (KRAB)- associated protein) proteini de ATM kinaz tarafindan fosforilasyona
ugrar. S0z konusufosforilasyon islemi 6zellikle heterokromatin bdlgelerinde olusan
hasarlarm tamiri i¢in 6nemarz etmektedir (Gundogdu, Hergovich, vd., 2021; White vd.,
2016). Ozetle, hasar neticesinde NBS1 tarafindan aktivasyonu saglanan ATM kinaz gok

sayida bilesenin aktivasyonunu ve DNA tamir yolaklariyla onarilmasmi koordine eder.

Endojen ve/veya eksojen nedenlerle olusan katastrofik DNA ¢ift zincir kiriklar1 genel
olarak 2 mekanizma tarafindan onarilir; homolog rekombinasyon (HR) ve homolog

olmayan uglarin birlesmesi ( NHEJ).

2.2.2 Homolog rekombinasyon (HR) DNA tamiri

Normal hiicrelerde DNA tek zincir kiriklarin giinde binlerce DNA ¢ift zincir kiriklarmin
ise yaklasik 50 oldugu tahmin edilmektedir.(Vilenchik ve Knudson, 2003 ).DNA ¢ift zincir
kiriklari; programli DNA rekombinasyonu(V(D)J vd.),DNA’nin metabolik olaylari
sonucunda (6rnek olarak araci topoizomeraz 1/2 ), DNA kiriklarindan olan tek zincir
kiriklar1 ise  DNA eslenme catallarinin ¢okiip hiicredeki eksojen saldirilarinin tehlikesi
altinda kalmasi (6r. UV) nedenleriyle olusabilir. (Khanna ve Jackson, 2001; T Lindahl ve
Barnes, 2000).Olan DNA ¢ift zincir kiriklar: genel olarak HR ve NHEJ mekanizmalariyla
onarilir (Goldstein ve Kastan, 2015).
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NHEJ onarmmi tiim hiicre dongiisii boyunca aktif bir sekilde c¢alisir Homolog
rekombinasyon tamir yolagi ise sentezlenen kardes kromatitin tamamlayicist olarak
kullanilmasindan o6tiirii bir tek S evresinin sonunda ve G2/M evrelerinde DNA hasar
tamirini yerine getirmektedir. Oncelikle MRN kompleksi DNA’ nin kirik uglarmi tespit
eder. RADS0 kirik DNA uglarmi ile stabil hale getirir, MREI11 ilk olarak kirilan uglara
centik agilmasi i¢in CtIP endoniikleazi kullanir. Daha sonra MRE11 proteini (ekzoniikleaz
1) ve DNA2 ekzoniikleazlarini kusurlu olan kromatin bolgesine yukler zincir kesimini 5’
3’ yoniinde gerceklesmesini saglar. Bu olay sonucunda olusan 3’ tek zincirli DNA
cikintilari, RPA (Replication Protein A) protein kompleksi ile kaplanir. Heterotrimerik
RPA kompleksi (RPA70-RPA32-RPA14) kesime ugrayarak uzayan tek zincirli DNA’nin
stabilizesini saglayarak uglariniikleaz aktivitesinden korur. Diger asamada, BRCA2 ve
PALB2 kombinasyonu araciligtyla RADSI niikleoproteinin RPA proteinleri ssDNA
iizerine ylklenmesi sonucunda uzaklastirilir. Olusan RADSI1 niikleoprotein filament
kardes kromatit zincirde isgali saglayarak DNA ‘da olan biitiin bilgilerin kopyalanmasina
imkan tanir. Evre Holliday ve D-loop birlesmelerinin olusturulmasi, onarilacak bdlgenin
kalip zincir iizerine tasinmasi ve son olarak Holliday kesisimlerinin ¢oziinmesi seklinde
tamamlanir (Sekil 2.3) (Chapman vd., 2012; Ciccia vd., 2010; Goodarzi ve Jeggo, 2013;
Jasin ve Rothstein, 2013; Krejci vd., 2012) .

Onarilamayan DNA tek zincir kiriklar1 ,S fazinda yogun olarak goriilen DNA eslenme
catali cokerek DNA’daki ¢ift olarak kirilmalara doniisiir. Cift zincir kiriklar1 DNA” da bir
tek Homolog Rekombinasyon mekanizmasiyla onarilabilir. Bundan dolayi, Homolog
Rekombinasyonu hasarli  kanser hiicrelerinde DNA tek zincir kirik onarimminin
iceriklerinin (6r. Poli-ADP niikleaz enzimi ) molekiilii kii¢iik inhibitorlerle (6r.rucabarip)
baskilamak, bu durumda kanserli hiicrelerde 6zgiin olarak programli hiicre Oliimiiyle
sonu¢lanmaktadir (“sentetik letalite™) (Cleary vd., 2020; Nicola J. Curtin, 2012; Helleday
vd., 2008; Jackson ve Helleday, 2016; Nickoloff vd., 2017; O’Connor, 2015;Rose vd.,
2020 ). Bireysellestirilmis kanser tedavisinde yer verilen yontemler klinikteki hastalara
daha iyi tedavi imkanlar1 sunmasindan 6tiirii Homolog Rekombinasyon mekanizmalarinda
etkili olarak gorev alan molekiiler ve biyolojik etkilesimleri yogun olarak arastiran

caligmalar yapmaktadir.
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Sekil 2.3. Homolog rekombinasyon (HR) DNA cift zincir kirik onarim mekanizmasi (Toy vd., 2022 )

2.2.3 Homolog olmayan uc¢larin birlesmesi (NHEJ) tamiri

NHEJ yolaginda ise kirik DNA uclar1 Ku70/80 protein kompleksi tarafindan tespit
edilmektedir. Kirikk DNA wuglarina karsi yiiksek afiniteye sahip heterodimerik Ku
kompleksinin lokalizasyonunun ardindan downstream NHEJ regiilatorleri ilgili alanda
toplanarak onarim siirecini baglatir. DNA bagimli protein kinaz katalitik subiinitinin Ku80
proteininin C-terminali ile etkilesime girmesi, DNA-PKcs yapisinda konformasyonel
degisimlere yol agarak DNA'ya baglanma stabilitesini arttirir vesonug olarak kirik uglarin
sinapsisi saglanmis olur. ATM tarafindan fosforilasyona ugrayan DNA-PK, Artemis
proteinini aktive ederek DNA mikrogevresinin onarim islemine hazirlik siireci koordine
eder. Bu siire¢ esnasinda gergeklesmesi muhtemel (erken) ligasyon islemide yine aktive
olmus Artemis tarafindan engellenir. Downstream NHEJ regiilatorleri XLF, XRCC4 ve
Ligaz4, DNA iizerinde cesitli konformasyonel degisimleri olusturarak kirik DNA uglarmin
sinapsisini arttirir. Sonug olarak hasarli bolgenin ligasyon islemi tamamlanarak hasar
onarilmis olur (Sekil 2.4) (Frock vd., 2021; Lees-miller ve Meek, 2003; Shrivastav vd.,
2008).
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Hiicre dongiisiiniin GO/G1 evrelerinde olusan DSB hasarlar1 hizli ve etkin ancak hata oran1
yiiksek NHEJ tarafindan onarilirken, ge¢ S ve G2/M evrelerinde olusan benzer bir hasarin
hangi mekanizma ile onarillacagina DNA uglarinin reseksiyona ugrayip ugramayacagi
neticesinde karar verildigi belirtilmistir (Frock vd., 2021; Shrivastav vd., 2008; Zhang ve
Gong, 2021). Cift zincir kiriklarinin aninda tespitini saglayan MRN kompleksinin dnemli
bir bileseni olan MRE11 ve ATM tarafindan aktive edilen CtIP proteinleri DNA uglarinda
ilk asama ¢entiklerini olusturarak ileri reseksiyon i¢in zemin olusturmus olurlar (Jasin ve
Rothstein, 2013). Bu noktada, BRCAL1 proteininin DNA ug reseksiyonunu dolayistyla HR
sistemini tesvik ettigi, 6te yandan, ATM tarafindan fosforilasyona ugrayarak aktif hale
gelen53BP1 proteininin ise kirik uglart 53BP1-RIF1-Shieldin-CST kompleksi ile stabil
hale getirerek ug¢ reseksiyonunu engelledigi dolayisiyla NHEJ sistemini tesvik ettigi
bildirilmistir. (Zhang ve Gong, 2021). BRCAIl proteininin DNA u¢ reseksiyonunun
blokasyonunu nasil engelledigini arastiran calismalar, BRCAI1’in PP4C fosfataz
araciligiyla 53BP1°1 de-fosforile ettigini dolayisiyla reseksiyonu engelleyen RIF1’in
bolgeden wuzaklastigini gdstermistir. Her ne kadar 53BP1 proteininin  enzimatik
aktivitesinin olduguna dair herhangi bir kanit olmasa da, downstream NHEJ faktorlerinin
hasarli alana translokalizasyonuna katki sundugubilinmektedir (Collis vd., 2008; Frock vd.,

2021; Zhang ve Gong, 2021).

Molekiiler diizeyde, DNA hasar1 neticesinde aktive olan ATM kinaz tarafindan
fosforilasyona ugrayan H2AX kinaz direk olarak MCDI1 ile etkilesime girer. S6z konusu
etkilesim neticesinde aktive olan aktive olan RNF8-RNF168 (Ing. RING finger 8/168)
protein kompleksi 53BP1 proteininin hasarli kromatin bdlgesinde toplanmasini saglar
(Zhang ve Gong, 2021). Cok sayida DSB onarim bileseni ile etkilesim yapabilme yapisina
sahip olan 1972 amino asit uzunlugundaki53BP1 proteinin molekiiler yapisini arastiran
calismalar, Tudor ve BRCT (Iing. BRCA1- carboxyl-terminal) domainlerine sahip oldugu
ortaya ¢ikarmistir (Zhang ve Gong, 2021).

Suana kadar yapilan ¢aligmalar, 3 farkli proteinin 53BP1'e bagiml bir sekilde hasarli
kromatin bolgesine toplanabildigini gostermistir. Bunlardan MUM1 (ing. Melanoma

associated antigen (mutated) 1; ayrica EXPANDI olarak da bilinmektedir).
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53BP1 fosforilasyonundan bagimsiz olarak BRCT domainine baglanmaktadir (Huen vd.,
2010). RIF1 ( Replikasyon diizenleme faktorii 1) ve PTIP proteinleri ise 53BP1'in ATM
fosforilasyonuna bagli bir sekilde 53BP1'in N-terminalindeki Ser/Thr-Gln bdlgesiyle
etkilesim halindedir (Chapman vd., 2013; Munoz vd., 2007).
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Sekil 2.4. DNA ift zincir kiriklarmin NHEJ mekanizmasi ile onarilmasi . (Frock vd., 2021; Jasin ve
Rothstein, 2013; Lees-miller ve Meek, 2003)

53BP1 biyolojisinin arastirilmasi ve fonksiyonlarmin tam olarak ortaya ¢ikarilmasi klinikte
kanser tedavisi agisindan 6nem arz etmektedir. BRCA1 ve/veya BRCA2 defektif kanser
hiicreleri, HR mekanizmasinin islevsizligi nedeniyle PARP baskilanmasi sonucunda asir1
hassasiyet olusmaktadir .(Bryant vd., 2005; Farmer vd., 2005). BRCA ve PARP enzimleri
ile birlikte tanmmlanan bu durum sentetik letalite konseptinin klinikteki basarili
uygulamalar1t BRCA1/2 gibi ¢cok sayida DDR faktoriiniin prediktif bir biyobelirteg
olabilecegini ve PARP gibi¢ok sayida DDR faktoriiniin ise farmakolojik bir hedef
olabilecegini gdstermistir (Cleary vd.,2020; Huang vd., 2020; Jackson ve Helleday, 2016;
Nickoloff vd., 2017; O’Connor, 2015). Ote yandan, PARP inhibisyonuna kars: zamanla

gelisen ilag¢ direnci uzun siireli tedavi basarisin1 engellemektedir.
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PARP inhibitor direng mekanizmalar1 arasinda defektif 53BP1 aktivitesi dolayisiyla tekrar
fonksiyonel hale gelen HR mekanizmas1 dikkat ¢ekmektedir (Byrum vd., 2019; Hong vd.,
2016; Jaspers vd., 2013; Li vd., 2020; Noordermeer ve van Attikum, 2019; Sachdev vd.,
2019).

Kromatin lokalizasyonu i¢in gerekli bir PWWP domaini igeren MUMI proteini,
sitolitik Tlenfositleri tarafindan taninan antijenik bir peptit olarak insan melanoma
hiicrelerinde tanimlanmistir.2010 yilinda Huen ve arkadaslar1 yayimladigi calismada ,
MUMI proteinin 53BP1 proteini ile etkilesim icerisnde oldugu ve diger bir¢cok 53BP1
etkilesimli protein gibi iyonlastiric1 radyasyon ile tetiklenen DNA hasar1 neticesinde
hasarli kromatin bolgesinde yogunlastigr gosterilmistir (Huen vd., 2010). S6z konusu
reaksiyonunun 53BP1’in yoklugunda basarisiz olmasi, MUMI translokasyonunun direk
olarak 53BP1 etkilesimi ile saglandigini gdstermektedir. Ayrica, MUMI proteininin
radyasyon tedavisine karsi kanser hiicre sag-kalimini destekledigi gosterilmistir (Huen vd.,
2010). S6z konusu ¢alismada, MUM1’in DNA tamirinin onarilmasindaki mekanistik rolii
cesitli biyokimyasal metotlarla izah edilmeye calisilsa da MUMI biyolojisinin fonksiyonel
rolleri tam olarak sorgulanmamistir. Diger yandan Bajrami ve arkadaslarinin yapmis
oldugu PARP inhibisyonuyla potansiyel olarak sentetik letalite etkisi gdsteren etkilesimleri
degerlendiren genomik diizeydeki ¢alisma, bircok protein ile birlikte MUMI1 proteininin
de potansiyel olarak prediktif PARP inhibitérbiyobelirteci olabilecegini ileri siirmektedir
(Bajrami vd., 2014). Ancak, bu baglamda da su ana kadar MUMI1 proteininin PARP
inhibitér tedavisinde kanser hiicre sag-kalimma dogrudan olan katkisini degerlendiren

herhangi bir arastirma bulunmamaktadir.

2.3 Sentetik letalite - PARP inhibitorleri

Genomik biitlinliigii gozetimini saglayarak DDR regiilasyonunda rol oynayan faktorler
genellikle "genom gozetleyicileri" (Ing. care-takers) olarak adlandirilir. Bu smiftaki
proteinler genellikle tiimor baskilayici olarak goérev alir ve (a) DNA hasarinin aninda
tespitini ve ilgili onarim mekanizmasmin aktive edilmesinden, (b) hasarli kromatin
bolgesinin tamirinden, ve (¢) mutajenik molekiillerin DNA'da lezyon olusturmadan 6nce

inaktivasyonundan sorumludur.
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Hiicresel transformasyon esnasindan ilgili bakici proteinlerin fonksiyonlar1 inaktivasyon
(Ing.loss-of-function mutations) mutasyonlar1 veya epigenetik baskilama (Ing. epigenetic
repression) yoluyla kaybolabilmektedir (Baylin ve Jones, 2016; Hanahan ve Weinberg,
2011).

Su ana kadar yapilan bu ¢aligmalar gorevini eksik olarak yerine getiren DNA hasar yanit
regiilasyonunun 1-Kansere sebep olabilecegini 2-Kanser tedavileri sonucunda olusan ilag
direncinin olas1 yan etkilerde rol oynayabilecegini 3-Tedavi yanitinin arastirilmasinda
prognostik olarak kullanilabilecegini 4-Kisisellestirilmis kanser tedavisinde de kullanila-
bilecegini gostermistir. Kanserli hiicreler 6zgiin olarak hedeflenmediginde artan yan etki-
ler konvaksiyonel kanser tedavilerinin en onemli terapétik dezavantajidir. Bunun ic¢in
kanser hiicrelerinde bulunan DNA hasar yanit elementlerinin islev bozuklugu sentetik
letalite etkilesimini ortaya ¢ikarir ve yeni olusan hiicresel bilesenlerin tanimlanmasi,
farmakolojik hedeflenmesi son zamanlarda istenilen bir amag olarak belirlenmistir. (Cleary
vd., 2020; Huang vd., 2020; Jackson ve Helleday, 2016; Nickoloff vd., 2017; O’Connor,
2015). DDR tedavileri baglamindasentetik letalite; DNA hasar yanit yolaklarinda etkili
olarak gorev alan bu iki eksikligin birlesimi DNA hasarlarinin birikmesinden dolay1
hiicrede 6liime sebep olur bu eksiklerde birinin bile hiicresel olarak tolere edilmesi
hiicrenin 6liimiiyle sonuglanmamasi olarakta agiklanabilir (Sekil 2.5). (Bhattacharjee ve
Nandi, 2017; Giovannini vd., 2019; Helleday, 2011; Huang vd., 2020; Lord vd., 2015).
Buna 6rnek olarak kanser hiicreleri genetik mutasyondan dolay1 aktifligini kaybeden timor
supresor genlerin sebep olmasindan 6tiirii hiicre sag kalimi i¢in alternatif genin aktifligini
artirarak bagimli hale getirir.(Onkogen bagimlilig1) (Luo vd., 2009; Pagliarini vd., 2015;
Settleman, 2012; Sharma ve Settleman, 2007; 1. B. Weinstein vd.,2008). Farmakolojik
olarak gen {irliniiniin engellenmesi kanserli hiicrenin spesifik olarak elimine edilmesine
neden olmaktadir.(Ashworth ve Lord, 2018; Ashworth vd., 2011; Huang vd., 2020; Lord
vd., 2015; I. Bernard Weinstein ve Joe, 2006). Sentetik letalite kiiciik-molekiil inhibitor
kapsami olarak bazilar1 APE1 ya da PARP protein aktifligini engelleyen baz ekzisyon
tamir mekanizmasi; DNA-PK aktifligini baskilayarak NHEJ tamir mekanizmasini
BRCA1/2,RAD51,MRET1 aktifligini baskilayarak herhangi bir sorun oldugunda Homolog
Rekombinasyon mekanizmasint CHK1/2, WEE1,ATM,ATR, protein aktifligini baskilar.
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Hiicre kontrol noktalarin1 aktivitesini ve gorev mekanizmasini bozar (Nicola J. Curtin,
2012). Bundan otiirii kanserlesmis hiicreler her tiirlii terapotik olan saldirilara maruz
kalmamak i¢in olas1 yolaklar1 baskilayarak spesifik ve segici eliminasyon yaparak normal
hiicrede zarar géormemis duruma gelir.(Nicola J. Curtin, 2012; Dietlein vd., 2014;Lord

[

vd,2015)” Bireysellestirilmis kanser tedavisi * olarak bilinen bu kavramlar gelecekte
hedef potansiyeli sayesinde geleneksel kanser tedavilerine gore en az yan etkiye neden

olacag yiiksek oranda basar1 saglayacagi belirlenmistir.

saglikh hiicre malign hiicre
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Sekil 2.5. DNA hasar yanit baglaminda sentetik letalite konsepti (Toy vd., 2022)

PARP enzimleri, DNA hasar yanit mekanizmasi, tamiri, kromatin iglevleri ve hiicre 6limii
gibi bir¢ok hiicresel olayda etkilidir. (Hu vd., 2014; Krishnakumar ve Kraus,2010; Pines
vd., 2012; Zhao vd., 2019). PARP protein ailesi, 17 adet enzimden olusur bu protein
grubuna ART (ADP-ribosil transferaz)denilmektedir. ART enzimlerinin diger adi,
“PARilasyon” olarakta bilinmektedir. PAR (poli-ADP-riboz)6gelerinin olusturulmasiyla
0zgilin aminoasit bdlgeleri aracilifiyla proteinlere akseptdr olarak eklenerek kovalent bag
olusturur. (beta nikotinamid adenin diniikleotid)’den yani B-NAD+ Adenozin difosfat

riboz molekiillerini aktarabilme islevini kullanabilmektedir.



17

(Krishnakumar ve Kraus, 2010; Pines vd., 2012). Poli -ADP ribozlar enzimi proteinin
hedef substratlarini degistirmeyerek DNA tek zincir kiriklarini hemen bulur ve sinyallerle
ilgili alt yolaklara iletir. Bunun sonucunda DNA tamirinde rol oynayan proteinler hasarli
bolgelere toplanir. DNA onarmminda gorev alan anahtar proteinlerin kusurlu kromatin
bdlgesinde toplanmasi Poli-ADP riboz enzimlerinin gerceklestirdigi post-translasyonel
modifikasyon araciligiyla gerceklestirilir. Daha sonra, PARP enzimi PARilasyonunu
saglayarak bolgeden uzaklasir (Lord vd., 2015; Morales vd., 2014; Murai vd., 2012; Pines
vd., 2012). Hiicredeki dongiiniin S/G2 evresinde ¢ift zincir kiriklarinin DNA onarimindan
sorumlu olan Homolog Rekombinasyon islevinin tam olarak iglevini yerine getiremedigi
hiicreler Poli-ADP riboz enzimi daha ¢ok hassasiyet gosterir. (Ciccia vd., 2010; Goodarzi
ve Jeggo, 2013) (Bryant vd., 2005; Farmer vd., 2005) BRCAlve BRCA2 gen iiriinleri
Homolog Rekombinasyon islevinde 6nemli rol oynar.(Buisson vd., 2010; Deans ve West,
2011; Densham vd., 2016; Jasin ve Rothstein, 2013; Simhadrivd., 2019; Sy vd., 2009).
BRCA1/2 homozigot mutasyonu sonucunda disfonksiyonel Homolog Rekombinasyon
islevine sahip tlimor hiicreleri, olagan BRCA1/2 ve allelleri heterozigot olan hiicrelere
gore Poli-ADP riboz baskilanmasina ¢ok yiliksek duyarlilik gésterir. (Bryant vd., 2005;
Farmer vd., 2005).Genel olarak, farmakolojik olarak enzimatik aktifliginin engellenmesi
Poli-ADP riboz enzimi etkisiyle DNA’da tekli zincir kiriklar1 birikir eslenme esnasinda
¢iftli zincir kiriklarmma doniisiir. Islevsel olarak Homolog Rekombinasyona sahip ding
hiicreler bu durumu onarabilirken ,HR-hasarli tiimor hiicreleri ise artarak devam eden ¢iftli
zincirlerde yogunluk sebebiyle 6liimii selektif olmaktadir (Sekil 2.6) (Arena vd., 2020;
Bryant vd., 2005; Farmer vd., 2005; Jelinic ve Levine, 2014; Lord ve Ashworth, 2016,
2017; Lord vd., 2015). Kisaca sentetik letalite, Poli-ADP riboz inhibitorlerinin ilk tahmin
edilen islevidir. (Helleday, 2011).Poli-ADP riboz aktifligi kimyasal baskilanmanin genetik
baskilanmasinin(RNA interferans) daha sitotoksik etki gdstermesi (Murai vd., 2012)
Inhibitorlerin farkli islevlerde etkili olacag: diisiiniilmektedir. Bu diisiince kapsaminda
yapilan aragtirmalar, PARP enzimlerinin otoPARilasyonunun bloke edilmesiyle enzimin
kromatin lizerinde durmasi inhibitdr sitotoksisitesini arttirdigmi gostermektedir (Murai
vd., 2012).Bunun sonucu olarak duran PARP enzimlerinin rutin DNA metabolizmasi
(replikasyon, transkripsiyon vd.) sirasinda DNA hasarina direk neden olabilecegi de ileri

surilmektedir.
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Sekil 2.6. BRCA 1/2 ve PARP enzimleri arasindaki tanimlanan sentetik letal etkilesim (Toy vd., 2022)

PARP inhibitér tedavisi preklinik ve klinik arastirmalarda basarili sonuclar saglamis
olmasina ragmen zamanla gelisen ila¢ direnci uzun vadeli basariy1 engellemektedir (Barber
vd., 2013;Bitler vd., 2017; Konstantinopoulos vd., 2015; Lord ve Ashworth, 2013;
Stover vd., 2016; Topatana vd., 2020). Homolog Rekombinasyon aktifliginin tekrar
kazanilmasi i¢in kullanilan PARP inhibitoriiniin diren¢ mekanizmasi oldugu aktarilmistir.
Bunun BRCA1/2'nin aktif hale getiren ikincil mutasyonlari sonucunda (Barber vd., 2013;
Norquist vd., 2011)ya da NHEJ aktifliginin inhibe edilmesi sonucu (6r. yetmeyen 53BP1
ekspresyonu veya 53BP1 inaktivasyonu) gerceklestigi diisiiniilmektedir.(Bouwman vd.,
2010; Noordermeer ve vanAttikum, 2019). Daha sonra tekrar efektiflesen Homolog
Rekombinasyon islevi, PARP baskilanmasi sebebiyle meydana gelen DNA c¢ift zincir
kiriklarinin diizgiin sekilde onarilmasi,ve sonucunda tiimor olusmasina sebep olan kanser
hiicrelerinin hayatta kalmasin1 saglamaktir. Bir digeri ise,Poli-ADP riboz enzimlerinin
DNA baglandig1 bolgelerde meydana gelen mutasyonlarin (Pettitt vd., 2018) veya PARP
sebebiyle gorev almakta olan PARilasyon aktifliginin yiikselisi (6r.yeterli olmayan PARG
ekspresyonu neticesinde) ornek olarak Poli-ADP riboz-tuzaklama kapasitesini azaltinca
PARP inhibitér direncine neden oldugu bildirilmistir(Gogolavd.,2018). Bunlarm tiimii
degerlendirildiginde, PARP inhibitdrlerinin sitotoksik aktivitelerinin arttirilmasi i¢in daha

fazla prediktif biyobelirtecin ifade edilmesi, karsit-kanser ajanlar1 veya farkli kiigiik DDR
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yanit inhibitorleriyle birlesim ¢aligmalar1 her gegen giin 6nemli olmaktadir. (Cleary vd.,
2020; Dréan vd., 2016; Huang vd., 2020).

Gergeklestirdigimiz proje ile dnemli bir DDR regiilatorii (Huen vd., 2010) ve PARP
inhibitér yanit biyobelirteci (Bajrami vd., 2014) olma potansiyeli tagiyan MUMI1
proteininin azalan ekspresyonunun normal hiicre ve meme kanseri hiicre canliligi ve
koloni sag-kalimina olan etkisi arastirildi. Ayrica, BRCA2-efektif ve defektif arka
planlarina sahip MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde, MUML1 inaktivasyonunun
PARP inhibitor sitotoksisitesi tzerine olan etkisi incelendi. Son olarak, MUML1 ve
PARP1/2 ikili inhibisyonunun PARP inhibitérii olaparibe direncli MCF7 (MCF7/PIR)

meme kanseri hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi arastirilda.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Tablo 3.1. Agaroz jel elektroforezde kullanilan ¢ozeltiler
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DNA yiikleme tamponu (6X)

%40 w/v

Sucrose

Sigma, 84097

%10 w/v

Bromophenol blue

Sigma, B0126

TBE tampon (Tris-Borate-EDTA)

1M Tris base Sigma, T1503
1M Boric acid Sigma, B6768
0.02M 0.5 M EDTA, pH 8.0

Tablo 3.2. Western blot analizinde kullanilan ¢ozeltiler

Standart lizis tampon (150 mM)

20 mM 1 M Tris-HCI, pH 8.0 Sigma, T1503
150 mM NaCl Sigma, S9888
%10 Glycerol Sigma, G5516
%1 NP-40 Sigma, 74385
5 mM 0.5 EDTA, pH 8.0 Sigma, 31064
0.5 mM 0.5 EGTA, pH 8.0 Sigma, E3889
50 mM 0.5 NaF Sigma, S7920
20 mM beta-glycerophosphate Sigma, G9422
I mM Na3vO4 Sigma, S6508
1 mM DTT Enzo, ALX-280-001-G005
I mM Benzamidine Sigma, 12072
0.5 mM PMSF Sigma, P7626




Tablo 3.2. (Devam ): Western blot analizinde kullanilan ¢ozeltiler
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1 mM

Leupeptin

Enzo, ALX-260-009-M025

Laemmli (SDS) yiikleme tamponu

1M Tris-HCI, pH 6.8 Sigma, T1503
%0.05 w/v SDS Fisher, 10552785
%S5 beta-merceptoethanol Sigma, M3148
%10 w/v Bromophenol blue Sigma, B0126

SDS kosturma tamponu

190 mM Glycine Sigma, G7126
25 mM Tris base Sigma, T1503
%1 wiv SDS Fisher, 10552785

Transfer tamponu

190 mM Glycine Sigma, G7126
25 mM Tris base Sigma, T1503
%20 Methanol Fisher, M-4056-17

TBS-T yikama tamponu

03 M NaCl Sigma, S9888
0.1M Tris base Sigma, T1503
%0.5 Tween-20 Sigma, P7949

Membran bloklama tamponu

TBS-T

%5

Skim milk powder

Sigma, 70166

ECL stok soliisyonlari (enhanced chemiluminescent substrates)

250 mM Luminol Sigma, 123072
90 mM pCoumaric acid Sigma, C9008
%30 H202 Sigma, H1009

Luminol ve pCoumaric asit soliisyonlar1t DMSO igerisinde hazirlandiktan sonra 4°C'demuhafaza edildi.




Tablo 3.3. Western blot analizinde kullanilan antikorlar
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Primer antikorlar

anti-MUM1 Cell Signaling Technology, #13437 1:1000
anti-p53 Santa Cruz, #sc126 1:1000
anti-p21 Santa Cruz, #sc6246 1:1000
anti-actin Santa Cruz, #scl1616 1:1000
anti-tubulin homemade 1:1000
anti-GAPDH Santa Cruz, #sc47724 1:1000
anti-cPARP Cell Signaling Technology, #9532S 1:1000
Sekonder antikorlar

anti-rabbit ThermoFisher, #31460 1:5000
anti-mouse ThermoFisher, #32430 1:5000
anti-rat ThermoFisher, #31470 1:5000

Tablo 3.4. RNA interferans analizinde kullanilan siRNA kompleksleri
Uriin Ad1 Marka - Katalog No Hedef Sekans

siCTRL Qiagen, #1022076 S5' - aacgtacgcggaatacttcga - 3'
siMUM1#4 Qiagen, #S100651980 S' - ctgggsgtacgttgtgccaaa - 3'
siMUM1#5 Qiagen, #S104138141 S' - gacgtgcacatcgatctcgta - 3'
siBRCA2#6 Qiagen, #S102653434 5' - caggacacaattacaactaaa - 3'

Tablo 3.5. qRT-PCR analizinde kullanilan primerler

Uriin Adx F-R Sekans

18S F- ACCCGTTGAACCCCATTCGTGA
R- GCCTCACTAAACCATCCAATCGG

CDKNIA F- AGGTGGACCTGGAGACTCTCAG

R- TCCTCTTGGAGAAGATCAGCCG
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Tablo 3.5.(Devam): qRT-PCR analizinde kullanilan primerler

TP53 F- CCTCAGCATCTTATCCGAGTGG
R- TGGATGGTGGTACAGTCAGAGC

MUMI1 F- TGTGTCTCCCTCATCACCGACT
(PWWP3A) R- GCTGGATGGATTTTCGGACAGG

Tablo 3.6. Hiicre canlilik analizinde kullanilan reaktifler

Cell Proliferation And Cytotoxicity Assay Kit Boster, AR1156

Tablo 3.7. Koloni sag-kalim analizinde kullanilan soliisyonlar

Fiksasyon soliisyonu

3x Methanol Sigma, 322415

1x Acetic acid Sigma, 27218

Kristal viyole boyama soliisyonu (metanol i¢erisinde hazirlandi)

%0.5 Crystal violet Sigma, C3886

Tablo 3.8. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan kimyasallar

PARRP inhibitérleri, -20°C

10 mM Olaparib (AZD2281, KU0059436) MedChemEx, HY-10162

10 mM Rucaparib (AG014699, PF-01367338) MedChemEx, HY-10617A

Stok konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde DMSO igerisinde ¢6ziiniin inhibitorler -20°C'demuhafaza
edildi.




Tablo 3.8. (Devam): Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan kimyasallar

24

Penisilin/Streptomisin Stok Kokteyli (%1), -20°C

8 mg/mL Penicillin G (64 pg/mL son konsantrasyon) Sigma, P3032
12.5 mg/mL Streptomycin (100 pug/mL Sigma, S9137
sonkonsantrasyon)

Steril kosullar altinda ddH20'da ¢6ziinerek hazirlanan stok konsantrasyon filtre edildiktensonra
alikotlanarak -20°C'de muhafaza edildi.

Hiicre Kiiltiirii besiyeri (standart), 4°C

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle medium)

Sigma, D6429

%10 FBS (foetal bovine serum) Sigma, F7524
%1 Pen/Strep
PBS, 4°C

dPBS without Ca++/Mg++ Gibco, 14190144
Tripsin, 4°C

Trypsin-EDTA (0.25%), phenol red

Gibco, 25200056

Hiicre dondurma besiyeri, -20°C

%10

DMSO

Sigma, D8418

%90

FBS

Sigma, F7524

Transfeksiyon ajan, 4°C

Lipofectamine RNAIMAX

Invitrogen, 13778150

OptiMEM, 4°C

OptiMEM

Gibco, 31985-047

Canl hiicre analizi

%0.4

Trypan blue solution

Gibco, 15250061




Tablo 3.9. Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan temel plastik geregler
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Cell freezing cryovials

Nest, 606001

96-well cell culture plates

Nest, 701001

6-well cell culture plates

Nest, 606001

60-mm cell culture dishes

Isolab, 120.13.060

100-mm cell culture dishes

Corning, CLS430167

25-cm cell culture flasks

Nest, 707003

75-cm cell culture flasks

Nest, 708003

175-cm cell culture flasks

Nest, 709003

Tablo 3.10. Genel laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan tampon ¢6zeltiler

PBS (%37 HCI ¢ozeltisi kullanilarak pH 7.4 olarak ayarlanmistir)

137 mM NaCl

8 mM Na2HPO4
2.7mM KCl

1.4 mM KH2PO4

Diger stok c¢ozeltiler

0.5M

EDTA

10 N NaOH kullanilarak pH 8 olarak ayarlanmustir.

0.5M

EGTA

10 N NaOH kullanilarak pH 8 olarak ayarlanmustir.

IM

Tris-HCIL, pH 6.8

%37 HCl kullanilarak pH 6.8 olarak ayarlanmistir.

IM

Tris-HCIL, pH 8.5

10 N NaOH kullanilarak pH 8.5 olarak ayarlanmustir.

I.5M

Tris-HCI, pH 6.8

Sigma, T1503
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Tablo 3.10. (Devam): Genel laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan tampon ¢ozeltiler

%37 HCl kullanilarak pH 6.8 olarak ayarlanmistir.

1.5M Tris-HCI, pH 8.8 Sigma, T1503

10 N NaOH kullanilarak pH 8.5 olarak ayarlanmistir.

0.5M NaF Sigma, S7920
%10, w/v APS Sigma, A3678
3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre kiiltiirii cahsmalan

Bu calismada, Dr. Alexander Hergovich (UCL Kanser Enstitiisii, Londra, Ingiltere)
tarafindan temin edilen normal (hTERT RPE1) ve meme kanseri (MDA-MB-231) hiicre
hatlar1 kullanildi. Hiicreler %10 fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum; FBS), 64 pg/ml
penisilin ve 100 pg/ml streptomisin ile desteklenen DMEM/F12 (Dulbecco Modified Eagle
Medium) besiyerinde %5 CO2 igeren nemli 37°C’lik hiicre kiiltiir inkiibatoriinde
cogaltildi. Tim hiicre kiiltiiri calismalart GCCP (Good Cell Culture Practice)
standartlarinda gercgeklestirildi. siRNA transfeksiyonu ile MUMI1 ve/veya BRCA2 protein
ekspresyonunun susturulmasi: Calismalarimizda MUMI1 ve/ya BRCA2 proteinlerinin
sentezinden sorumlu ORF bdlgesi hedeflenerek tasarlanmis olan siRNA kompleksleri
kullanildi. Liyofilize halde temin edilen siRNA komplekslerine ilgili firma protokolii
uyarindan niikleaz-free su eklenerek hazirlanan 10 pL stok siRNA konsantrasyon -20°C’de
muhafaza edildi. MUM1 veya BRCA2 siRNA komplekslerinin hedef mRNA’y1 susturma
kapasitesi, herhangi bir mRNA’y1 baskilama etkisine sahip olmayan (non-silencing)
siRNA kompleksi ile karsilastirildi. siRNA ve transfeksiyon ajani konsantrasyonlarmin ve
transfeksiyon siiresinin optimizasyonu i¢in pilot deneyler gerceklestirildi. Tiim RNA

interferans caliymalar1 Western blot analizi ile teyit edildi.

3.2.2. Ger¢ek zamanh PCR analizi (QRT-PCR)

Hiicrelerdeki MUMI1 ve ilgili proteinlerin genlerine ait mRNA diizeyleri, kantitatif real-
time PCR teknigi kullanilarak (Gomez vd., 2015) de belirtildigi gibi tespit edildi.
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RNA'nin izolasyonu iiretici firmanin direktifleri dogrultusunda gerceklestirildi. TRIzol,
Invitrogen, #15596026). Pelet halindeki total RNA 30 pL. ddH2O ile resiispense edilerek
55-60°C’de, 10- 15 dakika bekletildi. Piirifiye edilmis olan total RNA’y1 % 2’lik DNA
agaroz jelde kosturarak total RNA’nin kalitesi test edildi. Ardindan cDNA sentezinde
kullanilacak miktarin belirlenmesi adina 260/280 nm’de Nanodrop spektrofotometre ile
total RNA’nin miktar1 (A260/280 >1.8-2.0) belirlendi. cDNA sentezi iiretici firmanin
protokolii uyarmnca gerceklestirildi (Qiagen, QuantiTech Reverse Transcription Kit,
#205311). 1 pg total RNA 6rnegi 0.2 mL’lik mikrofiij tlipiine aktarildi ve iiretici firmanin
gelistirdigi protokol uyarca 5X cDNA sentez tamponu (Oligo[dT] primerler,hekzamerler
buffer, MgCl12, dNTPs, DTT ve RNase inhibitorii), enzim ve niikleaz-free ddH2O eklendi
Termal siklus cihazinda (PCR), 6rnekler 6nce 5 dakika 25°C, sonra 30 dakika 42°C, ve son
olarak 5 dakika 85°C’de inkiibe edildi. Ger¢ek zamanli PCR analizi {iretici firmanin
direktifleri dogrultusunda gergeklestirildi.(Qiagen, QuantiFast SYBR Green PCR Kit,
#204054). Elde edilen cDNA ornekleri, SYBR green mastermix ve ilgili primerlerle
karistirildiktan sonra qPCR cihazinda (BIO-RAD CFX96) analiz edildi. qPCR cihazinda
once 2 dakika 95°C"de ilk denatiirasyon ve ilgili enzimlerin aktivasyonu saglandi, sonra
10 saniye 95°C, 15 saniye 55°C, 20 saniye 68°C" de PCR programi (40 defa) uygulanarak
ilgili mRNA'lara ait cDNAlarin ¢ogaltilmasi saglandi. Programin sonunda erime egrisi
(melting curve) uygulanarak olas1 primer dimerizasyonu takip edildi. Ilgili proteinin
mRNA’sma ait Ct (Cycle at threshold) degerleri oncelikle 18S rRNA housekeeping gene
(HKG) normalize edildi. Daha sonra sonuglar siCTRL (non-silencing) kontrol grubuna ait
Ct degerine normalize edildi. Elde edilen veriler 2-AACt metoduyla kantitatif olarak
degerlendirildi.

3.2.3. Agaroz jel elektroforez

[zolasyonu gergeklestirilen total RNA'nim biitiinliigii %2 agaroz jel elektroforezde analiz
edildi. Mikrodalga firinda kaynatilarak TBE tampon ¢ozeltisi icerisinde ¢oziinen agaroz
(Invitrogen, 16500500) soliisyonu bir siire sogutulduktan sonra igerisine niikleik asit
boyasi eklendi (RedSafe, #21141, 20.000X). izole edilen RNA &rnekleri yiikleme tamponu
ve ddH20 ile karistirildi marker ile birlikte ilgili kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez iglemi
80V'da yaklagik 3 saat siirdiikten sonra jeldeki RNA (BIO-RAD Gel Doc XR ) incelendi.
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3.2.4. Western blot

Hiicrelerdeki proteinlerinin ekspresyon diizeylerinin gosterilebilmesi i¢in total protein
icerikleri Oziitlenerek, hedef proteinlerin ifade diizeyleri Western blot teknigi ile tespit
edildi (Gomez vd., 2015; Gundogdu, Erdogan, vd., 2021). Tripsinizasyon ve santrifiijleme
islemiyle toplanan hiicreler, PBS tampon c¢ozeltisiyle siispanse edildikten sonra oda
sicakliginda 1100 RPM’de 5 dakika siiresince santrifiij edildi ve siipernatant kismi
aspiratdr yardimiyla uzaklastirildi. Elde edilen pelet yeterli miktarda lizis tamponu ile
yeniden slispanse edildi ve 6rnekler 60-90 dakika buz iizerinde bekletildikten sonra 4°C’de
15000 RPM’de ve 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Esit ylikleme islemi i¢in Bradford
metodu kullanilarak orneklerdeki protein konsantrasyonlar1 belirlendi. Protein drnekleri
uygun konsantrasyonlarda SDS-PAGE jel ile ayrildiktan sonra PVDF (poliviniliden flortir)
membranina transfer edildi. Transfer sonrasi bloklama tamponunda inkiibe edildi ve
sonrasinda membran gece boyunca ilgili primer antikoru (%5’°lik BSA igerisinde dilute
edilmis) ile 4°C’de inkiibe edildi. Membran TBS-T kullanilarak yikandiktan sonra HRP ile
isaretli ilgili sekonder antikor (%5’lik BSA icerisinde dilute edilmis) ile 2 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi. Son olarak membran TBS-T tekrar yikandiktan sonra
goriintiileme i¢in kemilliminesans yontemine dayanan ECL kiti kullanildi. ve
kemiliiminesans goriintii X-ray goriintiileme sisteminin kullanilmasiyla filme aktarild:.
Bant yogunluklarinin dansitometrik analizi Image-j programi (National Institutes of

Health, USA) kullanilarak ger¢eklestirildi.

3.2.5.In vitro MTT analizi

Hiicre canlilig testi iiretici firmanin gelistirdigi protokol uyarinca gerceklestirildi (Erdogan
vd., 2021). Ilgili hiicreler DMEM besiyerlerinde %5 CO2 igeren 37°C’de inkiibatdrde
cogaltild1 VEpilot deneyler neticesinde belirlenen miktarda hiicre 96 kuyucuklu kiiltiir
kaplarmna ekildi ve 48 saat inkiibe edildi. Besiyeri ortamdan uzaklastirilip her bir kuyucuga
MTT nin ilk soliisyonundan 10 pL eklendi ve kuyucukta kullanilan besiyeri ile 100 uL'ye
tamamlandi. Hiicreler 4 saat oda sicakliginda 151k almayacak sekilde korundu. MTT'nin
ikinci soliisyonundan her bir kuyucuga 100 pL eklendi ve gece boyunca oda sicakliginda

bekletildi. ELISA plate reader ile 595 nm’de absorbans ve hiicrelerin canlilig1 belirlendi.
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3.2.6. Koloni sag-kalim analizi (klonojenik assay)

Hiicre koloni formasyon deneyleri (Gomez vd., 2015; Gundogdu, vd., 2021) de aciklandig1
gibi gerceklestirildi. On ¢alismalarla belirlenmis yogunluktaki hiicreler ilgili siRNA ve
transfeksiyon ajaniyla manipiile edildikten sonra 6-kuyucuklu veya 60-mm hiicre kiiltiir
kaplarmna pasajlandi. Optimize edilen siirenin sonunda hiicreler ¢esitli konsantrasyonlarda
PARP inhibitérii ile yine 6n ¢caligsmalarla belirlenen siire boyunca tedavi edildi. Hiicreler 7-
15 giin boyunca %5 CO2 iceren nemli 37°C’lik hiicre kiiltlir inkiibatoriinde koloni
formasyonu i¢in bekletildi ve her 3-4 giinde bir besiyeri ortami tazelenerek koloni
olusumlar1 mikroskop altinda incelendi. Her bir kolonin en az elli hiicreye ulagmas1 ve
kolonilerin birbirlerine temas etmemesi dikkate alinarak deney belirli bir silirede
durduruldu. Kaplarin PBS (-Mg/-Ca) ile yikanmasinin ardindan metanol-asetik asit (3:1)
soliisyonu ile 5 dakika fikse edilen hiicreler 0.5% kristal violet boyasi ile 15 dakika
boyunca muamele edildi. Sonrasinda kuyucuklar su ile dikkatlice yikandi ve koloniler
mikroskop altinda sayildi. En az elli hiicre olusumu koloni olarak kabul edildi ve sonuglar

kontrol gruplariyla karsilastirildi.

3.2.7. PARP inhibitorii olaparibe diren¢li (PIR) hiicre klonlarimin gelistirilmesi

MCEF7 hiicre canlilik deneyleriyle tespit edilen olaparib IC50 degerleri géz Oniinde
bulundurularak olaparibe karsi diren¢ kazandirilmis MCF7 hiicre klonlar1 olusturuldu
(MCF7/PIR). llgili islem setleri Edwards ve arkadaslarmin yaymmladiklar1 ¢alismada
belirttigi tizere slirekli seleksiyon teknigiyle gerceklestirildi (Edwards vd., 2008). Kisaca,
6-cm’lik kiiltiir kaplarma ekilen 3x10ES MCF7 hiicresi, IC50 degerleri dikkate alinarak
belirlenen dozlarda olaparib ile tedavi edildi. Ilagli besiyeri her 3-4 giinde bir tazelendi.
Haftalik doz artirimi (x1,25) saglandi ve %80-90 konfluente olusan hiicreler pasajlandi.
Diren¢ kazanmaya baglayan hiicreler belirli dozlarda pasajlanarak bir kismi1 donduruldu ve
kalan kismiyla diren¢ olusturma ¢aligmasi devam edildi. Belirlenen son noktada, direngli
hiicre klonlar1 ve wild-type formlar1 kullanilarak gerceklestirilen koloni sag-kalim

deneyleriyle olusturulan direng teyit edildi.
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3.2.8. istatistiksel analiz

Aksi belirtilmedik¢e tiim ¢alismalar en az ii¢ tekrarl olarak gergeklestirildi ve standart
sapma degerleri hesaplandi. Grafikler ve istatiksel analizler GraphPad Prism (GraphPad
Software, USA) programui kullanilarak elde edildi. Calismalar sonucunda elde edilen
bulgular t-testi ve One-Way Anova testi ile degerlendirildi (means + SEM). P-degeri 0.05
(*), 0.01 (**), 0.001 (***) veya 0.0001 (****)’den kii¢iik neticeler anlaml1 kabul edilir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Proje kapsaminda gerceklestirilen ¢alismalarda oncelikle normal (RPE1) ve ¢esitli kanser
hiicre hatlarinda (MCF7, MDA-MB-231, HCT116, OVCA420, U20S, A549) MUMI1
protein ekspresyon seviyesi Western blot teknigi ile belirlendi. S6z konusu analizlerle ayni
zamanda ticari olarak temin edilen anti-MUMI antikorunun aktivitesini de teyit edildi.
Sonrasinda gergeklestirilen RNA interferans analizleriyle ticari olarak temin edilen ve
MUMI1 veya BRCA2 mRNA'sin1 hedefleyen siRNA komplekslerinin etkinligi test edilerek
optimum siRNA konsantrasyonu ve transfeksiyon siiresi belirlendi. MUMI1 ekspresyonu
iki farkli siRNA'min kullanilmasiyla susturularak azalan MUMI aktivitesinin hiicre
canlilifina ve koloni sag- kalimina olan etkisi in vitro sitotoksisite analizleriyle belirlendi.
Gergeklestirilen Western blot ve qPCR analizleriyle azalan MUM1 ekspresyonunun hiicre
dongiisii regiilatorleri pS3 ve p21 proteinlerinin transkripsiyon ve post-transkripsiyonel
diizeyleri iizerine olan etkisi incelendi. Sonrasinda, PARP inhibit6rleri olaparib ve
rucaparib tedavisinin MUMI1 ekspresyon profiline olan etkisi Western blot analiziyle
arastirildi. Gergeklestirilen hiicre canlilik ve koloni sag-kalim analizleriyle MUMI
aktivitesi azalan kanser hiicrelerindeki olaparib sitotoksisitesi arastirildi. Son olarak,
siRNA transfeksiyonu kullanilarak MUMI1 ve/veya BRCA2 mRNA'larinin bastirildigi
kanser hiicrelerinin olaparib tedavisine karsi koloni sag-kalimi MUMI1 ve/veya BRCA2
efektif hiicrelerle kiyaslanarak BRCA2-defektif kanser hiicrelerinin olaparib hassasiyetine
MUMI1 protein ekspresyonunun etkisi arastirildi. Elde edilen sonuglar, MUMI ekspresyon
profilinin PARP inhibitdr tedavisi i¢in potansiyel bir biyogdsterge olabilecegini dolayisiyla
DDR kapsaminda MUMI biyolojisinin anlasilmasi i¢in daha fazla arastirma yapilmasi

gerektigini gostermistir.

4.1. Azalan MUM1 ekspresyonunun hiicre canhiligi ve koloni sag-kalimina olan etkisi

In vitro sitotoksisite analizlerinde basarili bir sekilde kullanilan insan hiicre hatlar1
kullanilarak MUMI1 ekspresyon profili incelendi. Bu kapsamda, hTERT RPEI1 retina
pigment epitel hiicre hatti, MCF7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlari, HCT116
kolorektal kanser hiicre hatti, OVCA420 yumurtalik kanseri hiicre hatti, U20S hiicre hatt1
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ve A549 akciger kanser hatt1 kiiltiire alindi. 60-mm steril hiicre kiiltiirii ekim kaplarina
ekimi gercek lestirilen hiicreler (5x10ES - 1x10E6 hiicre) 48 saat siireyle inkiibe edildikten
sonra tripsinizasyon yontemiyle toplandi ve total protein izolasyonu gerceklestirildi.
Bradford analizi ile konsantrasyonu belirlenen esit miktarda protein 6rnekleri SDS-PAGE
jelde kosturulup PVDF membrana transfer edildikten sonra ilgili primer ve sekonder
antikorlarla inkiibe edildi. Son olarak, enzimatik HRP aktivitesi x-ray filmine aktarilarak
farkl hiicrelerdeki MUM1 ekspresyon profili incelendi. MCF7 meme kanseri hiicrelerine
kiyasla, MDA-MB-231 hiicrelerinde MUM1 ekspresyonunun daha fazla oldugu gézlendi
(Sekil 4.1, A).
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Sekil 4.1. Normal ve kanser hiicre hatlarinda MUM1 ekspresyon profili(A-B). Hiicreler kiiltiire alindiktan
48 saat sonra tripsinize edildi ve yaklagik Sx10ES - 6x10E6 hiicre 60- mm kiiltiir ekim kabina ekildi. 48 saat
stiren inkiibasyonun ardindan eksponansiyel biiyiime egrisine sahip hiicreler tripsinize edildikten sonra total
protein izolasyon islemi gergeklestirildi. %12'lik SDS poliakrilamid jelde ayrilan protein 6rnekleri Western
blot teknigiyle PVDF membrana transfer edildi. Gece boyunca anti-MUM1 antikoruyla (1:1000, anti-
MUMI, CST, #13437) inkiibe edilen membran ertesi giin 2 saat siireyle sekonder antikorla (1:5000, anti-
rabbit, ThermoFisher, #31460) muamele edildi. HRP-konjuge sekonder antikorlarin ECL (enhanced
chemiluminescence) soliisyonuyla muamelesinin ardindan kemiliiminesans goriintiileme islemi

gerceklestirildi (n=1) Taranan filmlerin densitometrik analizleri image J programi (NIH) ile gerceklestirildi

RNA interferans, kii¢lik inhibe edici gen ekspresyonunun baskilanmasint saglayan
molekiiler biyolojik bir yontemdir dizayn edilmis siRNA'larin kullanilmasiyla spesifik

gene ait mRNA molekiiliiniin kiiciik mRNA fragmentlerine par¢alanmasi ve riboniikleaz
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aktivitesiyle ortadan kaldirilmasi neticesinde gen susturma islemi ger¢eklesmektedir
(Agrawal vd., 2003; Giindogdu vd., 2009; Han, 2018). Proje kapsamimda, MUMI
mRNA'si1 farkli bolgelerden hedefleyen 2 farkli siRNA kompleksi ticari olarak temin
edildi (siMUMI1#4 ve siMUM1#5, Qiagen). Fonksiyonel analizlerde kullanilmadan 6nce
konsantrasyon ve siire optimizasyonunun saglanmasi amaciyla pilot deneyler
gerceklestirildi. Transfeksiyon ajani olarak,yiiksek transfeksiyon verimliligi sunan
Lipofectamine RNAIMAX reaktifi kullanildi. MUM1 siRNA komplekslerinin hedef
mRNA’y1 susturma kapasitesi, herhangi bir mRNA’y1 baskilama etkisine sahip olmayan
(non-silencing) siRNA kompleksi ile (siCTRL, Qiagen) karsilastirildi. Son konsantrasyonu
10 nM olacak sekilde iki kat1 transfeksiyon ajaniyla karistirilan siRNA kompleksleri
5x10E5 MDA-MB-231 veya 750x10E5 RPE1 hiicresiyle birlikte 60-mm hiicre ekim
kabma ekildi (ters transfeksiyon). Transfeksiyon isleminden 24, 48 ve 72 saat sonra
tripsinizasyon iglemiyle toplanan hiicrelerdeki total protein izolasyonu gergeklestirildi.
Bradford analizi ile konsantrasyonu belirlenen esit miktarda protein 6rnekleri SDS-PAGE
jelde kosturulup PVDF membrana transfer edildikten sonra ilgili primer ve sekonder
antikorlarla inkiibe edildi ve son olarak enzimatik HRP aktivitesi x-ray filmine aktarilarak
MUMI1  downregiilasyon profili incelendi. Kontrol  hiicreleriyle  (siCTRL)
karsilastirildiginda, her iki siRNA kompleksiyle (siMUMI1#4 ve siMUMI1#5) transfekte
edilen MDA-MB-231 hiicrelerindeki MUMI1 ekspresyonunun transfeksiyon isleminden 24
saat sonra baskilandigini belirlendi (Sekil 4-2, A). Ayni sekilde, kontrol hiicreleriyle
kiyaslandiginda (siCTRL), siMUMI#5 kompleksiyle transfekte edilen RPEI1
hiicrelerindeki  MUMI1 ekspresyonunun transfeksiyon isleminden 24 saat sonra
baskilandigmi gozlendi (Sekil 4.2, C). Elde edilen sonuglarin densitometrik analizi
yapildiginda, kontrol hiicrelerine kiyasla siMUMI1 ile muamele edilen MDA-MB-231 ve
RPEThiicrelerindeki MUM1 ekspresyonunun transfeksiyon isleminden 24 saat sonra gibi
kisa bir siire icerisinde yaklagik 10 kat azaldig1 ve s6z konusu susturma aktivitesinin 72 saat
stireyledevam ettigi belirlendi (Sekil 4.2, B ve D). Dolayisiyla devam eden fonksiyonel
analizlerde siRNA son konsantrasyonu 10 nM olacak sekilde uygulandi ters transfeksiyon

isleminin ardindan 24 saat sonra tedavi protokolii uygulandi.



34

A B
MDA-MB-231 MDA-MB-231
1.0 4
& sIMUM1#4 siMUM1#5 E
CESESE5ES E
kDa '@ :?\lr < ~ g < ~ g
3
85— | m= ; Mumt =
=
55— |Mm==s=s=aseses | Tubulin 2 0.1 -
0.0 -
12 3 4 5 6 7 IR =R = = = = =
X & © ™N = @ N
= ™ s~ N~
S SMUMT#4 SIMUM1#5
C D
RPE1 RPE"1
E siMUM1#5 s 1.0
'6 £ £ £
O 5 o™ S
kDa [ Y B i g
, [
85— |- MUM1 =
S
55 — [ | T bulin = 01 4
0.0 -

4 £ £ <
r S+ © o™
= & & K~
o
wy

siMUM1#5

Sekil 4.2. MDA-MB-231 ve RPE1 hiicrelerinde MUM1 mRNA sin1 hedefleyen siRNA komplekslerinin
optimizasyonu. (A) siRNA (siCTRL, siMUMI1#4 ve siMUMI1#5) ve Lipofectamine RNAIMAX reaktifi
OPTIMEM igerisinde diliite edildikten sonra oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Kiiltiire alindiktan 48
saat sonra tripsinize edilen 5x10ES MDA-MB-231 hiicresi, transfeksiyon ajani/siRNA siispansiyonu ile
karistirilarak 60-mm kiiltiir ekim kabia ekildi. Ertesi giin 24 saat grubundaki hiicreler toplandi ve diger
gruptaki hiicrelerin besiyeri transfeksiyon ajaninin sitotoksik etkisini minimize etmek amaciyla tazelendi. 48
ve 72 saat siiren transfeksiyon islemlerinden sonra da hiicreler tripsinize edildi ve total protein izolasyonu
gerceklestirildi. %12'lik SDS poliakrilamid jelde ayrilan protein rnekleri Western blot teknigiyle PVDF
membrana transfer edildi. Gece boyunca anti-MUMI1 antikoruyla (1:1000, anti- MUM1, CST, #13437)
inkiibe edilen membran ertesi giin 2 saat siireyle sekonder antikorla (1:5000, anti-rabbit, ThermoFisher,
#31460) muamele edildi. HRP-konjuge sekonder antikorlarm ECL (enhanced chemiluminescence)
soliisyonuyla muamelesinin ardindan kemiliiminesans goriintiileme islemi gerceklestirildi (n=1). (B) Panel
A'da elde edilen bantlarin densitometrik analizi Image-J (National Institutes of Health, USA) programi
kullanilarak gerceklestirildi. (C) RPE1 hiicrelerinin siCTRL ve siMUMI#5 siRNA kompleksleriyle
transfeksiyonu Panel A'da anlatildig1 sekilde gergeklestirildi (n=1). (D) Panel C'de elde edilen bantlarin
densitometrik analizi Image-J (National Institutes of Health, USA) programi kullanilarak gerceklestirildi.
Densitometrik analizlerde, MUM1 bant yogunluklar ilgili gruplardaki tubulin yogunluguna normalize edildi.

Proje kapsamimda BRCAZ2-defektif meme kanseri hiicrelerindeki MUMI1 ve PARP
arasindaki sentetik letal veya sentetik canlilik iligkisinin arastirilmasi i¢in BARCA2

mRNA'sin1 hedefleyen siRNA kompleksi (siBRCA2#6) kullanild: .
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(Lekomtsev vd., 2010). BRCA2 protein ekspresyonunun Western blot teknigiyle tespit
edilebilmesi ve sonrasinda transfeksiyon isleminin optimizasyonu i¢in pilot deneyler
gerceklestirildi. Ticari olarak satin alinan anti-BRCA2 antikorunun aktivitesi (Merck,
OP95) ¢esitli kanser hiicrelerinde (MDA- MB-231, U20S) teyit edildi. Yaklasik 390 kDa
agirhigindaki BRCA2 proteininin Western blotile belirlenmesi i¢in standart Western blot
protokoliimiiz ilgili pilot deneylerden alinan neticelere ve literatiire gore optimize edildi
(Moro vd., 2015). Sonug olarak, en az 30-35 ug protein 6rneginin yiiklendigi %6’lik SDS
poliakrilamit jel yaklagik 5-6 saat kosturuldu (120 V). Jeldeki protein 6rneklerinin PVDF
membrana transferi i¢in %10 metanol igeren transfertamponunun igerisine %0.1 Tween-
20 eklendi ve transfer islemi 3-4 saat (400 mA) boyunca devam etti. Gece boyunca 1:1000
diliisyonda anti-BRCA2 antikoruyla inkiibe edilen membran ertesi giin goriintiilendiginde

hiicrelerdeki BRCA2 protein ekspresyonu teyit edildi.

BRCAZ2 siRNA kompleksinin (siBRCA2#6, Qiagen) hedef mRNA’y1 susturma kapasitesi,
herhangi bir mRNA’y1 baskilama etkisine sahip olmayan (non-silencing) siRNA
kompleksi ile karsilagtirildi. Son konsantrasyonu 10 nM olacak sekilde (Lekomtsev vd., 2010)
iki kat1 transfeksiyon ajaniyla karistirilan siRNA kompleksleri 5Sx10ES MDA-MB-231
hiicresiyle birlikte 60-mm hiicre ekim kabina ekildi. Transfeksiyon isleminden 24, 48, 72
ve 96 saat sonra tripsinizasyon islemiyle toplanan hiicrelerdeki total protein izolasyonu
gergeklestirildi. Bradford analizi ile SDS-PAGE jelde kosturulup PVDF membrana transfer
edildikten sonra ilgili primer ve sekonder antikorlarla inkiibe edildi ve son olarak enzimatik
HRP aktivitesi x-ray filmineaktarilarak BRCA2 downregiilasyon profili incelendi. Kontrol
hiicreleriyle karsilastirildiginda, 10 nM siBRCA2#6 kompleksiyle transfekte edilen MDA-
MB-231 hiicrelerindeki BRCA2 ekspresyonunun transfeksiyon isleminden 96 saat dahi
yeterli oranda baskilanmadigini gozlendi (Sekil 4.3, A). Transfeksiyon islemi siRNA son
konsantrasyonu 20 nM olacak sekilde optimize edildiginde de yeterli mRNA susturma
aktivitesinin ger¢eklesmedigi belirlendi (Sekil 4.3, B). siRNA son konsantrasyonu 40 nM
olacak sekilde transfeksiyon protokolii modifiye edilerek MDA-MB-231 transfekte edildi,
transfeksiyon isleminden 24 saat sonra BRCA2 mRNA'sinin basarili bir sekilde
engellendigi protein ekspresyonunun baskilandigini gozlendi (Sekil 4.3, C). Western blot
yontemiyle elde edilen bantlarin densitometrik analizi, transfeksiyon igleminin 96 saat

stireyle %80 baskilama oraniyla devam ettigini gosterdi. (Sekil 4.3, D).
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Sekil 4.3. MDA-MB-231 hiicrelerinde BRCA2 mRNA’sim1 hedefleyen %6'lik SDS poliakrilamid jelde
ayrilan protein 6rnekleri modifiye edilmis Western blot teknigiyle PVDF membrana transfer edildi. Gece
boyunca anti-BRCA?2 antikoruyla (1:1000, anti- BRCA2, Merck, #OP95) inkiibe edilen membran ertesi giin
2 saat siireyle sekonder antikorla (1:5000, anti-rabbit, ThermoFisher, #31460) muamele edildi. HRP-konjuge
sekonder antikorlarin ECL (enhanced chemiluminescence) soliisyonuyla muamelesinin ardindan
kemiliiminesans goriintiileme iglemi gergeklestirildi (n=1). (D) Panel C'de elde edilen bantlarin densitometrik
analizi Image-J (National Institutes of Health, USA) programi kullanilarak gergeklestirildi. BRCA2 bant
yogunluklari ilgili gruplardaki tubulin yogunluguna normalize edildi

Azalan MUMI1 ekspresyonunun normal ve kanser hiicrelerinin hiicre canliligina olan
etkisini aragtrmak {izere gerceklestirilen hiicre canlilik analizlerinde yukarida optimize
edilen transfeksiyon protokolleri uygulandi. Kisaca, son konsantrasyonu 10 nM olacak
sekilde iki kat1 transfeksiyon ajaniyla karistirilarak 1M1 OPTIMEM igerisinde diliite
edilen siRNA kompleksleri 1mL besiyeri igerisinde diliite edilen 2x10E5 MDA-MB-231
hiicresiyle karistirildi ve 100 pL siRNA/Lipofectamine/hiicre silispansiyonunun 96-
kuyucuklu plakalaraekimi gergeklestirildi (1x10E4 hiicre/kuyucuk). 48 saatlik inkiibasyon

isleminden sonra ilgili firmanin protokolii uyarmca gergeklestirilen canlilik analizi sonucu
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MUMI1 ekspresyonunun 48 saatlik down-regiilasyonunun (Sekil 4.4, A) hiicre canlili§ina
onemli bir etkisinin olmadig1 belirlendi (Sekil 4.4, B). Benzer transfeksiyon ve canlilik
analiz  protokolii uygulanarak gerceklestirilen ¢alismalarda, azalan MUMI
ekspresyonunun (Sekil 4.4, C) normal RPE1 hiicrelerinin canliligina da 6nemli bir etkisinin

olmadigini gosterdi (Sekil 4.4,D).
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Sekil 4.4. Azalan MUMI1 ekspresyonunun MDA-MB-231 ve RPE1 hiicre canliligina olan etkisi. (A) siRNA
(siCTRL, siMUMI1#4 ve siMUMI1#5) ve Lipofectamine RNAIMAX reaktifi OPTIMEM igerisinde diliite
edildikten sonra oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi, daha sonra MDA-MB-231 hiicreleriyle karigtirtlarak
ters transfeksiyon islemi gergeklestirildi. Transfeksiyon igleminden 24 saat sonra hiicreler tripsinize edildi ve
total protein izolasyonu gerceklestirildi. %12'lik SDS poliakrilamid jelde ayrilan protein 6rnekleri Western
blot teknigiyle PVDF membrana transfer edildi. Gece boyunca anti-MUM1 antikoruyla (1:1000, anti-
MUMI, CST, #13437) inkiibe edilen membran ertesi giin 2 saat siireyle sekonder antikorla (1:5000, anti-
rabbit, ThermoFisher, #31460) muamele edildi. HRP-konjuge sekonder antikorlarm ECL (enhanced
chemiluminescence) soliisyonuyla muamelesinin ardindan kemiliiminesans  goriintiileme  islemi
gergeklestirildi. (B) Panel A'da anlatildig: iizere transfekte edilen hiicrelerin (10.000) 96-kuyucuklu plakalara
ekimi gerceklestirildikten 48 saat sonra besiyeri ortamdanuzaklastirilip her bir kuyucuga MTT nin ilk
soliisyonundan 10 pL eklendi ve kuyucukta kullanilan besiyeri ile 100 pL'ye tamamlandi. Hiicreler 4 saat oda
sicakliginda 151k almayacak sekilde muhafaza edildi. Sonrasinda MTT'nin ikinci soliisyonundan her bir
kuyucugal00 pL eklendi ve gece boyunca oda sicakliginda bekletildi. Akabinde ELISA plate reader ile 595
nm’de absorbansi olgiilerek hiicrelerincanliligr belirlendi (n=3). (C) siCTRL ve siMUMI1#5 kompleksleri
kullanilarak RPE! hiicreleri Panel A'da anlatildig {izere transfekte edildi ve netice Western blot analiziyle
teyit edildi. (D) Azalan MUMI1 seviyesinin RPE1 hiicre canliligina olan etkisi Panel B'de anlatildig: iizere
belirlendi (n=3)
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Konvansiyonel anti-kanser ajanlarin veya hiicre i¢in bilesenlerin genetik veya kimyasal
inhibisyonlarinin kanser hiicre koloni sag-kalimina olan etkilerinin belirlenebilmesi i¢gin

uygulanan koloni sag-kalim analizi in vitro sitotoksisite analizi olarak  kanser
arastirmalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Franken vd., 2006). siRNA
transfeksiyonuyla ekspresyonu baskilanan MUMI1 proteininin MDA-MB-231 kanser
koloni sag-kalimmma olan etkisini belirlemek amaciyla koloni sag-kalim testleri

gerceklestirildi.

Kisaca, son konsantrasyonu 10 nM olacak sekilde iki kati transfeksiyon ajaniyla
karigtirilarak1 mL OPTIMEM igerisinde diliite edilen siRNA kompleksleri, 1 mL besiyeri
icerisinde diliite edilen 1x10E4 MDA-MB-231 hiicresiyle karistirildi ve karisim oda
sicakhiginda 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan seyreltilen
siRNA/Lipofectamine/hiicre siispansiyonundan 1500 pL 60-mm ekim plakasina ekildi
(1500 hiicre/plaka). Ertesi giin hiicre besiyeri tazelenerek transfeksiyon ajaninin
sitotoksisitesi minimize edildi. Koloni olusumu 8-12 giin siireyle takip edildi ve her bir
kolonin en az elli hiicreye ulasmasi ve kolonilerin birbirlerine temas etmemesi dikkate
almarak deney belirli bir siire sonra durdurularak fiksasyon ve boyama islemleri

gergeklestirildi.

Elde edilen sonuglarda, azalanMUMI1 ekspresyonunun (Sekil 4.5, A), MDA-MB-231
kanser koloni sag-kalimina 6nemli bir etkisinin olmadigi belirlendi (Sekil 4.5, B ve C). Her
ne kadar siMUMI#4 kompleksiyle transfekte edilen grubun olusturdugu kolonilerin,
kontrol ve siMUMI#5 transfeksiyon gruplarinin olusturdugu kolonilere oranla daha az
sayida hiicre igerdigi gozlense de kolonisayisi bakimindan 6nemli bir farkin olmadigi
gozlendi. Sonug olarak, elde edilen neticeler azalan MUMI1 ekspresyonunun RPEI ve
MDA-MB-231 hiicre canliligina ve koloni sag- kalimma 6nemli bir etkisinin olmadigini

gosterdi.
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Sekil 4.5. Azalan MUMI1 ekspresyonun MDA-MB-231 koloni sag-kalimma etkisi. (A) siRNA (siCTRL,
siMUM1#4 ve siMUM1#5) ve Lipofectamine RNAIMAX reaktifi OPTIMEM igerisinde diliite edildikten
sonra oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi, daha sonra MDA-MB-231 hiicreleriyle karistirilarak ters
transfeksiyon islemi gergeklestirildi. Transfeksiyon isleminden 24 saat sonra hiicreler tripsinize edildi ve total
protein izolasyonu gergeklestirildi. %12'lik SDS poliakrilamid jelde ayrilan protein 6rnekleri Western blot
teknigiyle PVDF membrana transfer edildi. Gece boyunca anti-MUM1 antikoruyla (1:1000, anti-MUM1,
CST, #13437) inkiibe edilen membran ertesi giin 2 saat siireyle sekonder antikorla (1:5000, anti-rabbit,
ThermoFisher, #31460) muamele edildi. HRP-konjuge sekonder antikorlarm ECL (enhanced
chemiluminescence) soliisyonuyla muamelesinin ardindan kemiliiminesans goriintiileme islemi gerceklestirildi.
(B) Panel A'da anlatildig: iizere transfekte edilen hiicreler (1500) 60-mm hiicre kiiltiir plakasina ekildi. Ertesi
giin besiyeri tazelendikten sonra 8-12 giin siireyle inkiibatérde koloni olusumu izlendi. Her bir koloninin en
az elli hiicreye ulagmasi ve kolonilerintemas etmemesi dikkate alinarak deney sonlandirildi. Fiksasyon ve
kristal viyole boyama iglemlerinin ardindan yikanan plakalar gece boyunca oda sicakliginda bekletilerek
kurumasi saglandi. Herplakadaki koloni sayimi gergeklestirilerek kontrol grubuna normalize edildi (n=3).
(C) Boyamas gerceklestirilen 6rnek koloni olusumlari

Tiimor siippressor p53 proteini, DNA hasar yanitlarinin regiilasyonunda rol oynayan
merkezi bir transkripsiyon faktoriidiir. Endojen stres faktorleri ve/veya genotoksik saldilar
neticesinde olusan genomik lezyonlar dolayisiyla aktif hale gelen p53 proteini hiicre
dongiisiiniin  durdurulmasi, DNA hasar yanitinin diizenlenmesi, ilgili DNA onarim
yolaklarmm  aktivasyonu, hiicrenin senesans evresine alinmasi veya apoptotik
mekanizmalar vasitasiyla proliferasyon havuzundan elimine edilmesi dahil ¢ok sayida

hiicresel yolagin regiilasyonunusaglayan transkripsiyonal bir programi yonetir.
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(Kulaberoglu vd., 2016; Speidel, 2015). DNA hasar1 neticesinde aktif hale gelen p53
proteini, siklin-bagiml1 kinaz inhibitérii (Ing. cyclin- dependent kinase [CDK] inhibitérii,
CKI) p21 (WAF1/CIP1) proteininin gegici ekspresyonunu saglayarak hiicre dongiisiiniin
Gl evresinde durdurulmasini veya apoptosis ile programli birsekilde Oliimiinii saglar
(Georgakilas vd., 2017; Kulaberoglu vd., 2016). Farkl fizyolojik sartlara bagl olarak p21
ekspresyonunun p53'den bagimsiz olarak artabilecegi de gosterilmistir (Macleod vd.,
1995). MDA-MB-231 hiicrelerinde, azalan MUMI1 ekspresyonunun p53 ve p21 protein
diizeyleri tlizerine olan etkisi gergeklestirilen Western blot deneyleriyle arastirildi.Son
konsantrasyonu 10 nM olacak sekilde iki kat1 transfeksiyon ajaniyla karistirilan siRNA
kompleksleri 5x10ES MDA-MB-231 hiicresiyle birlikte 60-mm hiicre ekim kabina ekildi
(ters transfeksiyon). Transfeksiyon isleminden 24, 48 ve 72 saat sonra tripsinizasyon
islemiyle toplanan hiicrelerde total protein izolasyonu gergeklestirildi. Bradford analizi ile
konsantrasyonu belirlenen esit miktarda protein drnekleri SDS-PAGE jelde kosturulup
PVDFmembrana transfer edildikten sonra ilgili primer ve sekonder antikorlarla inkiibe
edildi ve son olarak enzimatik HRP aktivitesi x-ray filmine aktarilarak MUMI, p53 ve p21
protein ekspresyon profilleri incelendi. Kontrol hiicreleriyle (siCTRL) karsilastirildiginda,
MUMI ekspresyonunun baskilandigi hiicrelerde p53 protein miktarmin 6nemli oranda
arttig1 belirlendi (Sekil 4-6, A). Bantlarin densitometrik analizi, 6zellikle transfeksiyon
isleminden 48saat sonra kontrol hiicrelerine kiyasla 6 kat artan p53 protein miktar artisinin
transfeksiyondan itibaren 72 saat siireyle devam ettigini gosterdi (Sekil 4-6, B, Grafik-2).
MUMI ekspresyonu baskilanan hiicrelerdeki p21 protein miktar1 incelendiginde, azalan
MUMI seviyesine kars1 p21 ekspresyonunda onemli bir artisin oldugu ve transfeksiyon
isleminden 48 saat sonra en yliksek seviyeye ulasan p21 miktarmin, p53 ekspresyon

profilinin aksine, 72. saatten itibaren normallesmeye basladigi gozlendi (Sekil 4.6,Grafik-
3).
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Sekil 4.6. Azalan MUM1 miktarinin p53 ve p21 protein ekpresyonuna olan etkisi. (A) siRNA (siCTRL ve
siMUM1#5) ve Lipofectamine RNAIMAX reaktifi OPTIMEM igerisinde diliite edildikten sonra oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi, daha sonra MDA-MB-231 hiicreleriyle karistirilarak ters transfeksiyon
islemi gerceklestirildi. Transfeksiyon isleminden 24, 48 ve 72 saat sonra hiicreler tripsinize edildi ve total
protein izolasyonu gergeklestirildi. %12'lik SDS poliakrilamid jelde ayrilan protein érnekleri Western blot
teknigiyle PVDF membrana transfer edildi. Gece boyunca anti-MUM1 (1:1000, anti-MUM1, CST, #13437),
anti-p53 (1:1000, Santa Cruz, #sc126) veya anti-p21 (1:1000, Santa Cruz, #sc6246) antikorlariyla inkiibe
edilen membran ertesi giin 2 saat siireyle sekonder antikorla (1:5000, anti-rabbit, ThermoFisher, #31460 veya
anti-mouse, ThermoFisher, #32430) muamele edildi. HRP-konjuge sekonder antikorlarin ECL (enhanced
chemiluminescence) soliisyonuyla muamelesinin ardindan kemiliiminesans goriintiileme islemi
gerceklestirildi (n=2). (B) Panel A'da elde edilen bantlarin densitometrik analizi Image-J (National Institutes
of Health, USA) programi kullanilarak gergeklestirildi. Belirtilen proteinlerin bant yogunluklar: ilgili
gruplardaki tubulin yogunluguna normalize edildi

MUMI1 protein miktarmin p53 ve p21 transkripsiyon profiline olan etkisinin belirlenmesi
icin gercek-zamanli kantitatif PCR (qQRT-PCR) gerceklestirildi. Son konsantrasyonu 10 nM
olacak sekilde iki kat1 transfeksiyon ajaniyla karigtirilan siRNA kompleksleri 5x10ES
MDA-MB-231 hiicresiyle birlikte 60-mm hiicre ekim kabma ekildi. Transfeksiyon
isleminden 24, 48 ve 72 saat sonra steril kaziyic1 yardimiyla toplanan hiicrelerde total RNA
izolasyonu gerceklestirildi. izole edilen total RNA'nin konsantrasyonu spektrofotometre ile
belirlendikten sonra biitiinliigii agaroz jelde teyit edildi. Daha sonra ticari olarak temin edilen
cDNA sentez kiti ilgili firmanin direktifleri dogrultusunda kullanilarak ters transkripsiyon

islemiyle izole edilen RNA'ya komplementer cDNA sentezi gergeklestirildi. Son olarak,
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SYBR Green mastermiks ve primerdizileri kullanilarak ilgili firmanin protokolii uyarmca
hedef genlerin mRNA profilleri qRT-PCR tespit sisteminde incelendi. Elde edilen
sonuglar, ilgili siRNA transfeksiyonuyla MDA-MB-231 hiicrelerinde MUM1 mRNA'sinin
basaril bir sekilde susturuldugunu (Sekil 4.7, A) s6z konusu hiicrelerde p53 mRNA'sinin
transfeksiyon isleminden 48 saat sonra arttigin1 gosterdi Qekil 4.7, B). Azalan MUMI1
ekspresyonuna karsi, p5S3 mRNA'smin transfeksiyon isleminden 72 saat sonra dahi artis

gosterdigi ancak p21 mRNA'sinin yalnizca 48. saatte anlamli bir sekilde arttig1 sonrasinda

ise azaldig: tespit edildi (Sekil 4.7, C).
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Sekil 4.7. Azalan MUMI1 ekspresyonunun p53 ve p21 transkripsiyon profiline olan etkisi. (A-C) siRNA
(siCTRL ve siMUM1#5) ve Lipofectamine RNAIMAX reaktifi OPTIMEM igerisinde diliite edildikten sonra
oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi, daha sonra MDA-MB-231 hiicreleriyle karistirilarak ters
transfeksiyon islemi gergeklestirildi. Transfeksiyon isleminden 24, 48 ve 72 saat sonra hiicreler steril plastik
kaziyici ile toplandi ve total RNA izolasyonu firmanin protokolii uyarinca gergeklestirildi. izole edilen total
RNA'nin konsantrasyonu ve saflig1 spektrofotometrede belirlendikten sonra RNA biitiinliigiiniin tespiti i¢in
2 ng RNA agaroz jelde kosturularak 28S ve 18S rRNA bant biitlinligli incelendi. Konsantrasyonu, saflig1 ve
biitiinliigi belirlenen total RNA 6rnekleri kullanilarak cDNA sentezi gerceklestirildikten sonra SYBR Green
mastermiks ve ilgili primerler kullanilarak MUM1 - defektif MDA-MB-231 kanser hiicrelerindeki MUMI1,
p53 ve p21 genlerinin transkripsiyon profilleri kontrol hiicreleriyle karsilastirildi. Tiim deney gruplarinda
elde edilen Ct degerleri ilgili 18S rRNA'ya (HKG) normalize edildikten sonra referans (kalibrator) grup
olarak siCTRL, 24h grubuna normalize edildi (n=3)
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4.2. PARP inhibisyonunun MUMI1 ekspresyonuna olan etkisi

PARP enzimleri, DNA tek zincir kiriklarimin onarimi dahil olmak iizere ¢esitli hiicresel
yolaklarda rol oynamaktadir (Sonnenblick vd., 2015). Bugiine dek yapilan ¢ok sayida
caligma, PARP ile farklt DDR yolaklarinda rol oynayan genler arasinda muhtemel sentetik
letal veya canlilik etkilesimlerini tanimlamistir. Ozellikle BRCA1/2 ve PARP arasindaki
karakterize edilen sentetik letal iliski (Bryant vd., 2005; Farmer vd., 2005) bilim
insanlarmin dikkatini ¢ekmis ve ¢ok sayida arastirma farkli DDR regiilatorleri arasindaki
etkilesimlerin ortaya ¢ikarilmasini amag¢lamistir (Huang vd., 2020; Jackson ve Helleday,
2016; Nickoloffvd., 2017; O’Connor, 2015). PARP inhibitorleri, PARP enziminin katalitik
aktivitesini inhibe ederek endojen olarak gelisen DNA tek zincir kiriklarmin birikmesine
yol acar ve sOz konusu lezyonlar hiicre dongiisiiniin S evresinde gergeklesen DNA
replikasyonu esnasinda HR ile onarilan katastrofik DNA ¢ift zincir kiriklarina doniisiir.
Gergeklestirilen Western blot analizleriyle, artan dozlarda kiiciik molekiill PARP
inhibitorleri ile tedavi edilen RPE1 veya MDA-MB-231 hiicrelerindeki MUMI1 ekspresyon
diizeyi kontrol hiicreleriyle karsilastirildi. Oncelikle 5x10E5 MDA-MB-231 hiicresi ve
7x10E5 RPEI hiicresi 60-mm kiiltiir ekim kaplarina ekildi ve ertesi giin artan dozlarda
olaparib ile (0 - 1 - 5 - 10 uM) tedavi edildi. 72 saat siireyle tedavi edilen hiicreler
tripsinizasyon islemiyle toplandi ve total protein izolasyonu ger¢eklestirildi. Bradford
analizi ile konsantrasyonu belirlenen esit miktardaprotein 6rnekleri SDS-PAGE jelde
kosturulup PVDF membrana transfer edildikten sonra ilgiliprimer ve sekonder antikorlarla
inkiibe edildi ve son olarak enzimatik HRP aktivitesi x-ray filmine aktarilarak MUMI
protein ekspresyon profilleri karsilastirildi. DMSO ile tedavi edilenkontrol hiicreleriyle (0
uM) karsilastirildiginda, artan dozlarda olaparib ile tedavi edilen MDA- MB-231 ve RPEI
hiicrelerinde MUMI1 protein miktarinin 6nemli oranda azaldig: belirlendi (Sekil 4.8, A).
Bantlarin densitometrik analizi yapildiginda, olaparib ile tedavi edilen RPE1 hiicrelerine
kiyasla MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde MUMI1 protein miktarindaki azalmanin
daha fazla oldugu dikkat ¢ekti (Sekil 4.8, B ve C). Ayni sekilde, rucaparib ile tedavi edilen
MDA-MB-231 hiicrelerinde de kontrol hiicrelerine kiyasla MUMI protein miktarinda
anlamli 6l¢iide bir azalma belirlendi (Sekil 4.8, D-E).
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Sekil 4.8. PARP inhibisyonunun MUMI protein ekpresyonuna etkisi. (A) 5x10E5 MDA-MB-231 veya
7x10ES hTERT RPET1 hiicresi 60-mm kiiltiir ekim kabina ekildi. Ertesi giin hiicreler besiyeri igerisinde diliite
edilen 0 - 1 - 5 - 10 uM olaparib ile 72 saat siireyle tedavi edildi.Hiicreler tripsinize edildikten sonra total
protein izolasyonu gergeklestirildi. %12'lik SDS poliakrilamid jelde ayrilan protein 6rnekleri Western blot
teknigiyle PVDF membrana transfer edildi. Gece boyunca anti-MUM1 antikoruyla (1:1000, anti-MUM1,
CST, #13437) inkiibe edilen membran ertesi giin 2 saat siireyle sekonder antikorla (1:5000, anti-rabbit,
ThermoFisher, #31460) muamele edildi. HRP-konjuge sekonder antikorlarm ECL (enhanced
chemiluminescence) soliisyonuyla muamelesinin  ardindan kemiliiminesans  gériintiileme  islemi
gergeklestirildi. (B,C) Panel A'da elde edilen bantlarin densitometrik analizi Image-J (National Institutes of
Health, USA) programi kullanilarak gerceklestirildi.Belirtilen proteinlerin bant yogunluklar ilgili gruplardaki
tubulin yogunluguna normalize edildi (n=3). (D) 5x10E5 MDA-MB-231 hiicresi 60-mm kiiltiir ekim kabina
ekildi. Ertesi giin hiicreler besiyeri icerisinde diliite edilen 0 - 1 - 5 - 10 uM rucaparib ile 72 saat siireyle
tedavi edildi. Hiicreler tripsinize edildikten sonra total protein izolasyonu gerceklestirildi. %12'lik SDS
poliakrilamid jelde ayrilan protein drnekleriWestern blot teknigiyle PVDF membrana transfer edildi. Gece
boyunca anti-MUMI1 antikoruyla (1:1000, anti-MUM1, CST, #13437) inkiibe edilen membran ertesi giin 2
saat siireyle sekonder antikorla (1:5000, anti-rabbit, ThermoFisher, #31460) muamele edildi. HRP-konjuge
sekonder antikorlarin ECL (enhanced chemiluminescence) soliisyonuyla muamelesinin ardindan
kemiliiminesans goriintiileme islemi gerceklestirildi. (E) Panel D'de elde edilen bantlarmn densitometrik
analizi Image-J (National Institutes of Health, USA) programi kullanilarak gerceklestirildi. Belirtilen
proteinlerin bant yogunluklar1 ilgili gruplardaki tubulin yogunluguna normalize edildi (n=1). Kontrol
grubundaki hiicreler DMSO ile tedavi edildi
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4.3. MUM 1-defektif MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde PARP inhibitor

sitotoksisitesinin belirlenmesi

Huen ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alisma (2010), MUMI proteininin iyonize radyasyon
tedavisine karsi kanser hiicre sag-kalimini destekledigini gosterdi( Huen vd., 2010
).Ayrica PARP inhibisyonuyla potansiyel olarak sentetik letalite etkisi gosteren
etkilesimleridegerlendiren genomik diizeydeki bir tarama, MUM1 proteininin prediktif bir
biyobelirte¢ olarak dikkate alinmasimi 6nermektedir (Bajrami vd., 2014). Su ana kadar,
MUMI'in PARP inihibitorii tedavisinde hiicre canliligma ve sag-kalimma dogrudan
katkismi degerlendiren herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Gergeklestirdigimiz hiicre
canlilik ve koloni sag-kalim analizleriyle MUMI1 ve PARP ikili inaktivasyonunun MDA-
MB-231 hiicrelerindeki sitotoksisitesi arastirildi. Son konsantrasyonu 10 nM olacak
sekilde iki kati transfeksiyon ajaniyla karistirilarak 1 mL OPTIMEM igerisinde diliite
edilen siRNA kompleksleri I mL besiyeri igerisinde diliite edilen 2x10E5S MDA-MB-231
hiicresiyle karistirildi ve 100 pL siRNA/Lipofectamine/hiicre siispansiyonunun 96-
kuyucuklu plakalara ekimi gerceklestirildi (1x10E4 hiicre/kuyucuk). Ertesi giin hiicreler
artan dozlarda olaparib ile (0 0.1-1-2 -4 -8-10 uM) 72 saat siireyle tedavi edildi. Daha
sonra, ilgili firmanmn protokolii uyarinca gerceklestirilen canlilik analizi neticesinde,
olaparib tedavisinin kontrol hiicrelerine kiyasla MUM1-defektif hiicre canliligmi doza-

bagimli bir sekilde azalttig1 belirlendi (Sekil 4.9, A-B).
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Sekil 4.9. MUMI1 defektif MDA-MB-231 kanser hiicrelerinde PARP inhibit6r sitotoksisitesinin belirlenmesi.
(A) siRNA (siCTRL ve siMUMI1#5) ve Lipofectamine RNAIMAX reaktifi OPTIMEM icerisinde diliite
edildikten sonra oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi, daha sonra MDA-MB-231 hiicreleriyle
karistirilarak ters transfeksiyon islemi gerceklestirildi. Transfeksiyon isleminden 24 saat sonra hiicreler
tripsinize edildi ve total protein izolasyonu gerceklestirildi. %12'lik SDS poliakrilamid jelde ayrilan protein
ornekleri Western blot teknigiyle PVDF membrana transfer edildi. Gece boyunca anti MUMI1 antikoruyla
(1:1000, anti-MUMI1, CST, #13437) inkiibe edilen membran ertesi giin 2 saat siireyle sekonder antikorla
(1:5000, anti-rabbit, ThermoFisher, #31460) muamele edildi. HRP-konjuge sekonder antikorlarin ECL
(enhanced chemiluminescence) soliisyonuyla muamelesinin ardindan kemiliiminesans goriintiileme islemi
gerceklestirildi. (B) Panel A'da anlatildigi iizere transfekte edilen hiicrelerin (10.000) 96-kuyucuklu plakalara
ekimi gerceklestirildi ve ertesi giin artan dozlarda (0 - 0.1 -1-2 -4 -8 - 10 uM) olaparib ile 72 saat siireyle
tedavi edildi. Daha sonra, besiyeri ortamdan uzaklastirilip her bir kuyucuga MTT ’nin ilk soliisyonundan 10
pL eklendi ve kuyucukta kullanilan besiyeri ile 100 pL'ye tamamlandi. Hiicreler 4 saat oda sicakliginda 1sik
almayacak sekilde muhafaza edildi. Sonrasinda MTT'nin ikinci soliisyonundan her bir kuyucuga 100 puL
eklendi ve gece boyunca oda sicakliginda bekletildi. Akabinde ELISA plate reader ile 595 nm’de absorbansi
olgiilerek hiicrelerin canliligi belirlendi (n=3)

Olaparib tedavisinin MUM1-defektif MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin koloni
sag- kalimma olan etkisi koloni sag-kalim analizleriyle belirlendi. Kisaca, son
konsantrasyonu 10 nM olacak sekilde iki kati transfeksiyon ajaniyla karistirilarak 1 mL
OPTIMEM i¢erisinde diliite edilen siRNA kompleksleri, 1 mL besiyeri i¢erisinde diliite
edilen 1x10E4 MDA-MB-231 hiicreleriyle karistirildi ve karisim oda sicakliginda 15
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan seyreltilen siRNA/Lipofectamine/hiicre
stispansiyonundan 1500 pL 60-mm ekim plakasina ekildi (1500 hiicre/plaka). Ertesi giin
hiicreler artan dozlarda (0 - 1 - 2.5 - 5 uM) olaparib ile 72 saat siireyle tedavi edildi. Tedavi
sonunda besiyeri tazelenerek koloni olusumu 8-12 giin siireyle takip edildi ve her bir
kolonin en az elli hiicreye ulagsmasi ve kolonilerin birbirlerine temas etmemesi dikkate

alinarak deney belirli bir siire sonra durduruldu, fiksasyon ve boyama islemleri yapildi.
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Elde edilen sonucglarda, azalan MUMI ekspresyonunun (Sekil 4.10, A), MDA-MB-231
kanserini olaparib tedavisine kars1 hassas hale getirdigi gozlendi (Sekil 4.10, B ve C).
Sonu¢ olarak, MUMI proteininin PARP inhibitor tedavisine karsi kanser hiicre sag-

kalimini destekledigi belirlendi.
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Sekil 4.10. PARP inhibitor tedavisinin MUMI1 defektif hiicrelerinde sitotoksik etksisinin belirlenmesi. (A)
siRNA (siCTRL ve siMUMI#5) ve Lipofectamine RNAIMAX reaktifi OPTIMEM igerisinde diliite
edildikten sonra oda sicakhiginda 15 dakika inkiibe edildi, daha sonra MDA-MB-231 hiicreleriyle
karistirilarak ters transfeksiyon islemi gerceklestirildi. Transfeksiyon isleminden 24 saat sonra hiicreler
tripsinize edildi ve total protein izolasyonu gerceklestirildi. %12'lik SDS poliakrilamid jelde ayrilan protein
ornekleri Western blot teknigiyle PVDF membrana transfer edildi. Gece boyunca anti-MUMI1 antikoruyla
(1:1000, anti-MUMI1, CST, #13437) inkiibe edilen membran ertesi giin 2 saat siireyle sekonder antikorla
(1:5000, anti-rabbit, ThermoFisher, #31460) muamele edildi. HRP-konjuge sekonder antikorlarin ECL
(enhanced chemiluminescence) soliisyonuyla muamelesinin ardindan kemiliiminesans goriintiileme islemi
gergeklestirildi. (B) Panel A'da anlatildigi tizere transfekte edilen hiicreler (1500) 60-mm hiicre kiiltiir
plakasina ekildi. Ertesi giin besiyeri tazelendikten sonra 8-12 giin siireyle inkiibatérde koloni olusumu izlendi.
Her bir koloninin en az elli hiicreye ulasmasi ve kolonilerin temas etmemesi dikkate alinarak deney
sonlandirildi. Fiksasyon ve kristal viyole boyama islemlerinin ardindan yikanan plakalar gece boyunca oda
sicakliginda bekletilerek kurumasi saglandi. Her plakadaki koloni sayimi gergeklestirilerek kontrol grubuna
normalize edildi (n=4). (C) Boyamas1 gerceklestirilen drnek koloni olusumlari
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4.4. MUM1-PARP inaktivasyonunun BRCA2-defektif MDA-MB-231 meme kanseri

hiicrelerindeKki sitotoksisitesinin belirlenmesi

Daha 6nce yapilan aragtirmalar, DNA hasarina yanit olarak MUMI1 ’in 53BP1 proteini ile
direkt olarak etkilesime girmesi neticesinde DNA kiriklarinin bulundugu bolgeye dogru
tasindigin1 ve kromatin relaksasyonu basta olmak iizere bir¢ok kromatin diizenleme
stire¢lerine miidahil olarak kromatin biyokimyasint DNA hasar tamir siirecine hazir hale
getirdigini gostermistir (Huen vd., 2010). 53BP1 proteininin PARP inhibitor tedavisindeki
onemini dikkate alarak (Bunting vd., 2010; Hong vd., 2016) gergeklestirdigimiz koloni
sag- kalim analizlerinde, BRCA2-defektif MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
azalan MUMI1 ekspresyonunun olaparib tedavi yanitina olan katkis1 arastirildi. Daha 6nce
gerceklestirilen optimizasyon deneylerinde belirlenen dozda siRNA kompleksleri
kullanilarak belirlenen siire sonunda olaparib tedavileri gergeklestirildi. Kisaca, iki kat1
transfeksiyon ajaniyla karistirilarak 1 mL OPTIMEM igerisinde diliite edilen ilgili sSiRNA
kompleksleri (siMUMI1#5 i¢in son konsantrasyon 10 nM ve/veya siBRCA2#6 i¢in son
konsantrasyon 40 nM), 1 mL besiyeri igerisinde diliite edilen 2x10E3 MDA-MB-231
hiicresiyle karistirild1 ve karisim oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan seyreltilen siRNA/Lipofectamine/hiicre siispansiyonundan 500 pL 6-kuyucuklu
ekim plakasma ekildi (500 hiicre/kuyucuk). Ertesi giin hiicreler artan dozlarda (0 - 1 - 2
uM) olaparib ile 72 saat siireyle tedavi edildi. Tedavi sonunda besiyeri tazelenerek koloni
olusumu 8-12 giin siireyle takip edildi ve her bir kolonin en az elli hiicreye ulagmas1 ve
kolonilerin birbirlerine temas etmemesi dikkate alinarak deney belirli bir siire sonra
durduruldu, fiksasyon ve boyama islemleri gerceklestirildi. MUMI1 ve/veya BRCA2
ekspresyonlarinin basarili bir sekilde baskilandigi hiicrelerin (Sekil 4.11, A) olaparib
yanitlar1 incelendiginde, her ne kadar MUMI1 ve BRCA2 tekli inaktivasyonlar1 neticesinde
artan olaparib hassasiyeti teyit edilmis olsa da MUM1/BRCA?2 ikili inhibisyonunun s6z
konusu olaparib hassasiyetinde sinerjik bir etki gostermedigi gozlendi (Sekil 4.11, B ve C).
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Sekil 4.11. MUMI-PARP ikili inhibisyonunun BRCA2 defektif meme kanseri hiicrelerindeki

sitotoksisitesinin belirlenmesi. (A) siRNA (siCTRL ve siMUMI1#5) ve Lipofectamine RNAIMAX reaktifi
OPTIMEM igerisinde diliite edildikten sonra oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi, daha sonra MDA -
MB-231 hiicreleriyle karistirilarak ters transfeksiyon islemi gergeklestirildi. Transfeksiyon isleminden 24
saat sonra hiicreler tripsinize edildi ve total protein izolasyonu gergeklestirildi. %12'lik SDS poliakrilamid
jelde ayrilan protein 6rnekleri Western blot teknigiyle PVDF membrana transfer edildi. Gece boyunca anti-
MUMI antikoruyla (1:1000, anti-MUM1, CST, #13437) inkiibe edilen membran ertesi giin 2 saat siireyle
sekonder antikorla (1:5000, anti-rabbit, ThermoFisher, #31460) muamele edildi. HRP-konjuge sekonder
antikorlarin ECL (enhanced chemiluminescence) soliisyonuyla muamelesinin ardindan kemiliiminesans
goriintiileme islemi gerceklestirildi. (B) Panel A'da anlatildig iizere transfekte edilen hiicreler (1500) 60-mm
hiicre kiiltiir plakasina ekildi. Ertesi giin besiyeri tazelendikten sonra 8-12 giin siireyle inkiibatorde koloni
olusumu izlendi. Her bir koloninin en az elli hiicreye ulagsmasi ve kolonilerin temas etmemesi dikkate alinarak
deney sonlandirildi. Fiksasyon ve kristal viyole boyama islemlerinin ardindan yikanan plakalar gece boyunca
oda sicakliginda bekletilerek kurumasi saglandi. Her plakadaki koloni sayimi gerceklestirilerek kontrol
grubuna normalize edildi (n=3). (C) Boyamasi gergeklestirilen 6rnek koloni olugumlari



50

4.5. Olaparibe kars1 direncli MCF7 meme kanser hiicrelerinde (MCF7/PIR) MUM1

protein seviyesinin belirlenmesi

PARP inhibitorleri pre-klinik ve klinik ¢aligmalarda umut verici sonuglar saglasa da, cesitli
nedenlerle (6r. BRCA1/2 ORF bdlgelerinin ¢esitli mutasyonlarla tekrar aktive olmasi,
azalan 53BP1 regiilasyonu) s6z konusu tedavilere karsi zaman igerisinde direng
gelismektedir (Bitler vd., 2017; D’Andrea, 2018; Davar vd., 2012; Edwards vd., 2008;
Jaspers vd., 2013; Li vd., 2020; Noordermeer ve van Attikum, 2019). MUMI protein
seviyesinin kanser hiicrelerinin PARP inhibitor duyarliligini belirledigi dikkate alinarak,
kii¢iik molekiil PARP inhibitorii olaparibe karsi direng kazanan hiicrelerde azalan MUM1
ifadesinin duyarlilik mekanizmasinin tekrar kurulmasinda belirleyici bir faktér olup
olmadig1 arastirildi. Bu nedenle oncelikle artan dozlarda siirekli seleksiyon ile olaparibe
direngli MCF7 klonlar1 (MCF7/PIR) olusturuldu ve olusturulan diren¢ koloni sagkalim
analizleriyle teyit edildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. PARP inhibitorii olaparibe karsi direngli MCF7 kolnlarinin (MCF7/PIR )olusturulmasi.

6-cm’lik kiiltiir kaplarina ekilen 3x10E5 MCF7 hiicresi, IC50 degerleri dikkate alinarak belirlenen dozlarda
olaparib ile tedavi edildi. [lacl besiyeri her 3-4 giinde bir tazelendi. Haftalik doz artirimi (x1,25) sagland: ve
%80-90 konfluente olusan hiicreler pasajlandi. Diren¢ kazanmaya baslayan hiicreler belirli dozlarda
pasajlanarak bir kismi1 donduruldu ve kalan kismiyla direng olusturma ¢alismasi devam edildi. Olusturulan
direncin teyit edilmesi igin gergeklestirilen koloni sagkalim analizi kapsaminda, 500 adet MCF7 parental
veya PIR hiicresi 60-mm hiicre kiiltiir plakasina ekildi. Ertesi giin besiyeri tazelendikten sonra 8-12 giin siire
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inkiibatorde koloni olugumu izlendi. Her bir koloninin en az elli hiicreye ulasmasi ve koloni durumlari temas
etmemesi dikkate alinarak deney sonlandirildi. Fiksasyon ve kristal viyole boyama islemlerinin ardindan
yikanan plakalar gece boyunca oda sicakliginda bekletilerek kurumasi saglandi

Daha sonra, olaparibe direngli MCF7 PIR hiicrelerindeki MUM1 protein miktar1 kontrol
(MCF7/parental) hiicreleriyle karsilastirildi. 6-cm petri kabina ekilen hiicreler ertesi giin
topland1 ve ilgili protokol dogrultusunda olusturulan protein lizatlar1 Western deneyleriyle
incelendi. Elde edilen sonuglar incelendiginde, parental ve olaparib-direncli MCF7 kanser
hiicrelerinde MUMI1 protein ifadesinde anlamli bir farkliligm olmadig: belirlendi (Sekil
4.13)
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Sekil 4.13. MCF7 parental ve PIR hiicrelerindeki MUM1 ekspresyonunun belirlenmesi. Hiicreler kiiltiire
alindiktan 48 saat sonra tripsinize edildi ve yaklasik 1x10E6 hiicre 60-mm kiiltiir ekim kabina ekildi. 48 saat
stiren inkiibasyonun ardindan eksponansiyel biiyiime egrisine sahip hiicreler tripsinize edildikten sonra total
protein izolasyon islemi gergeklestirildi. %12'lik SDS poliakrilamid jelde ayrilan protein 6rnekleri Western
blot teknigiyle PVDF membrana transfer edildi. Gece boyunca anti-MUM1 antikoruyla (1:1000, anti-
MUMI, CST, #13437) inkiibe edilen membran ertesi giin 2 saat siireyle sekonder antikorla (1:5000, anti-
rabbit, ThermoFisher, #31460) muamele edildi. HRP-konjuge sekonder antikorlarin ECL (enhanced
chemiluminescence) soliisyonuyla muamelesinin ardindan kemiliiminesans goriintileme islemi
gerceklestirildi (n=1) Taranan filmlerin densitometrik analizleri image J programi (NIH) ile gerceklestirildi
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4.6. Olaparibe karsi direncli MCF7 meme kanseri hiicrelerinde (MCF7/PIR) MUM1

ve PARP1/2 ikili inhibisyonunun in vitro sitotoksik etkisinin belirlenmesi

Stirekli seleksiyon metoduyla gelistirilen olaparib direngli MCF7 kanser hiicrelerinde
MUMI1 ve PARPI1/2 ikili inhibisyonunun sitotoksik etkisi in vitro koloni sagkalim
deneyleriyle arastirildi. Lipofectamine RNAMAX ajaniyla gerceklestirdigimiz siRNA

transfeksiyonuyla arastirildi.

MUMI ifadesi baskilanan MCF7/PIR-siMUMI1 ve kontrol MCF7/PIR-siCTRL hiicreleri
60- mm'lik petri kutularina ekildi ve ertesi giin artan dozlarda olaparib ile 72 saat siireyle
tedavi edildi. Ilagh besiyeri tazelendikten sonra, standart hiicre kiiltiirii besiyerinde 10-12
giin stireyle inkiibe edilen hiicrelerin olusturdugu koloniler kristal viyola ile boyandi. Elde
edilen sonuclar, MUMI inhibisyonunun olaparib direngli hiicrelerde olaparib sitotoksitite
yogunlastirdigini ve dolayisiyla kanser koloni sagkalimini engelledigini gosterdi. (Sekil

4.14, A ve B).
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Sekil 4.14. Olaparibe direngli MCF7 meme kanseri hiicrelerinde (MCF7/PIR) MUMI1 ve PARP1/2 ikili
inhibisyonunun kanser koloni sag-kalimina etkisinin belirlenmesi. (A-B) siRNA (siCTRL ve siMUM 1#5) ve
Lipofectamine RNAIMAX reaktifi OPTIMEM igerisinde diliite edildikten sonra oda sicakliginda 15 dakika
inkiibe edildi, MDA-MB-231 hiicreleriyle karistirilarak ters transfeksiyon islemi gerceklestirildi. Daha sonra
hiicreler (1500) 60-mm hiicre kiiltiir plakasina ekildi.Besiyeri tazelendi sonra 8-12 giin siireyle inkiibatorde
koloni olusumu izlendi. Her bir koloninin en az elli hiicreye ulagmasi ve kolonilerin temas etmemesi igin
deney sonlandirildi. Fiksasyon ve kristal viyole boyama islemlerin yikanip plakalar gece boyunca oda
sicakliginda bekletilerek kurumasi saglandi. Koloni sayimi kontrol grubuna normalize edildi(n=3)
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Bu tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirdigimiz arastirmalar daha once yayimlanan
caligmalarda DNA hasar yanit (DDR) regiilatorii (Huen vd., 2010) ve PARP inhibitor
tedavi yanitmin potansiyel bir biyobelirteci olabilecegi (Bajrami vd., 2014) ileri siirtilen
MUMI1 (EXPANDI1) proteininin, PARP inhibitor tedavisine karsi kanser hiicre sagkalimini
destekledigini, dolayisiyla PARP inhibitor tedavisinde MUM1 ekspresyon seviyesinin yeni
bir prediktif biyobelirtec olabilecegini 6nermektedir.

Okaryotik DNA molekiilleri histon proteinlerine sarili olarak kompakt bir sekilde
muhafaza edilir. Kromatin olarak adlandirilan s6z konusu niikleoprotein kompleksinin
onemli bir boliimii heterokromatin formunda bulunur. Rutin DNA metabolizmasi
(replikasyon, transkripsiyon, rekombinasyon, vd.) esnasinda histon modifikasyonlar1 ve
kromatin diizenleme faktorleritarafindan s6z konusu fiziksel bariyer engellenir. Bu
sekilde okromatin formuna gecen spesifik kromatin fragmentine ilgili molekiiler siirecin
regiilasyonundan sorumlu proteinlerin ulasmasi saglanir. Ayrica endojen veya eksojen
etkenler dolayisiyla olusan DNA hasarinin basarili bir sekilde onarilmasi i¢in de kromatin
yapist diizenlenerek DDR faktdrlerinin hasarli kromatin bolgesine ulasmasi saglanir
(Clapier ve Cairns, 2009). DNA c¢ift zincir kiriklarinin onarimini saglayan homolog
rekombinasyon (HR) mekanizmasinin isleyisi esnasinda hasarsiz kromatit iizerinde
homoloji taramasinin yapilmasi bu mekanizmanin kromatin diizenleyici faktorlerin
isleyisine daha fazla ihtiya¢ duydugunu gostermektedir (Clapier ve Cairns, 2009). Son
yillarda yapilan c¢alismalarda, genotoksik saldilar karsisinda hiicre dongiisii kontrol
noktalarinin aktif hale gelebilmesi ve DNA onarimimin sorunsuz bir sekilde
gerceklesebilmesi i¢cin kromatin yapisinin diizenleyici faktdrler tarafindan hazirlanmasi
gerektigi ortaya ¢ikarimistir (Ayoub vd., 2008; Murga vd., 2007). Fizyolojik sartlar altinda
inaktif homodimerik yapida bulunan ATM kinaz molekiilleri, katastrofik DNA ¢ift
kiriklarmin olugsmasmin ardindan otofosforilasyona ugarayarak (Ser1981 )aktif monomer
statlisiine gecer.  aktif monomer statiisiine geger. Aktif ATM kinaz daha sonra tam
fonksiyonel bir DDR yanitinin diizenlenmesi amaciyla ¢ok sayida substrat ile birlikte
H2AX (Ser139) proteininin de fosforilasyonunu saglayarak hasarlikromatin bdlgesindeki

1 Mb'lik domainin isaretlenmesini regiile eder(Bakkenist ve Kastan, 2003;Hamil ton vd.,
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2011; Kuo ve Yang, 2008; Lee ve Paull, 2005; Paull, 2015). Bu durum neticesinde lezyon
etrafinda toplanan MDC1 proteini RNF8 ve RNF168 aktivitelerini motive ederek 53BP1
ve BRCALI hasarinin oldugu alanda toplanmasini saglar (Chapman vd., 2012; Ciccia vd.,
2010; Shrivastav vd., 2008). Ayrica, kromatin yapisinin organizasyonun da rol oynayan
KAP1 ve HPI1 proteinlerinin de hasarli bolgede toplanarak lezyonun onarilmasi icin
kromatin yapisini ulagilabilir hale getirdikleri bildirilmistir (Hamilton vd., 2011). Azalan
HP1 ekspresyonunun DNA ¢ift zincir kiriklarina karsi hassasiyet kazandirdigi rapor
edilmistir (Luijsterburg vd., 2009). KAP1 proteini de DNA hasar1 durumunda ATM
tarafindan fosforile edilerek (Ser824) heterokromatin halde bulunan bolgenin onarimini

tesvik etmektedir (White vd., 2016).

Aktif hale gelen H2AX vasitasiyla hasarli kromatin bolgesinde  toplanan
MDC1/RNF8/RNF168 kompleksi olusan DNA ¢ift zincir kirigiin onarimini kontrol eden
53BP1 ve BRCAI proteinlerini lezyon cevresinde toplar. 53BP1, RIF1 ve Shieldin
proteinleriyle birlikte ¢ift zincir kiriklarinin oldugu uglarin reseksiyonunu engelleyerek
onarimin NHEJ yolagiyla yapilmasini tesvik ederken (Frock vd., 2021; Gupta vd., 2018;
Lees-miller ve Meek, 2003), BRCAI proteini ise BARDI ile birlikte 53BP1 aktivitesini
engelleyerek DNA ug reseksiyonunu tesvik eder ve onarimm HR yolagiyla yapilmasini
saglar (Chapman vd., 2013; Jasin ve Rothstein, 2013; Syed ve Tainer, 2018). 53BP1 tiimor
stippressor proteininin kirtk DNA uglarindaki islevinin mekanistik regiilasyonunu agikliga
kavusmak isteyen Huen ve arkadaslari tarafindan,53BP1 ile MUMI1 proteininin etkilesim
halinde oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Huen vd., 2010). S6z konusu ¢alismada, kromatin
metabolizmasinda goérev alan ¢ok sayida proteinin yapisinda bulunan ve proteinlerin
kromatinin bulundugu alana toplanmasini saglayan PWWP domainine (Pro-Trp-Trp-Pro)
sahip MUMI1 proteininin kromatin statiisiiniin korunmasmna katkisagladigi bildirilmistir.
Kiitle spektrometresi ve immiinopresipitasyon deneyleriyle 53BP1 ile etkilesimi teyit
edilen kromatin faktdrii MUMI proteininin, eksojen DNA hasar1 durumunda H2AX ile
birlikte hasarli kromatin bdlgesinde toplandigi ve s6z konusu MUMI
translokalizasyonunun 53BP1 etkilesimine bagl oldugu gosterilmistir.(Huen vd., 2010)
Gergeklestirilen 1iyonize radyasyon kaynakli foci olusum analizlerii, MUMI foci
olusumunun; H2AX, MDCI1, RNF8 ve 53BP1 aktivitesine bagli oldugunu 6r, RAP80,
BRCA1, NBS1 ve ATM aktivitesinden bagimsiz gelistigini gostermistir.
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Diger bir ifadeyle aktivitesinden bagimsiz gelistigini gostermistir ilgili sinyal yolagi
icerisinde  MUM1'in 53BP1 proteininin downstreaminde gorev aldigi, ayrica 53BP1'in
hasarli bolgeye toplanabilmesi igin MUMI1’ e bagl olmadig1 ortaya ¢ikarilmistir.(Huen
vd., 2010 ) DNA hasar1 durumunda, kromatin statlisiiniin diizenlenmesi i¢in MUMI1
proteininin gerekli oldugu, muhtemelen bu nedenle, kontrol hiicrelerine kiyasla MUMI1 -
defektif hiicrelerde olusan iyonize radyasyon kaynakli DNA hasarinin tamirinin yetersiz
kaldig1 da ayrica bildirilmistir. Son olarak, elde edilen mekanistik neticelerin biyolojik
onemi arastirildiginda, Huen ve arkadaslar1 azalan MUMI ekspresyonunun kanser
hiicrelerini iyonize radyasyon tedavisine karsi hassas hale getirdigini géstermistir (Huen

vd., 2010).

BRCAI1/2-mutant kanser hastalarina uygulanan PARP inhibitor tedavisi basarili sonuglar
saglamasma ragmen wild-type BRCA1/2 statiisiinlin de PARP inhibitér hassasiyeti
saglayabilecegini ortaya ¢ikaran preklinik ve klinik arastirmalar, farkli DDR regiilatorlerinin de
PARP inhibitér yanit biyobelirteci olarak kullanilabilecegini gdstermistir (Cleary vd.,
2020; Huang vd., 2020; Jackson ve Helleday, 2016; Nickoloff vd., 2017; Pilié, Gay, vd.,
2019; Pili¢, Tang, vd., 2019). Bajrami ve arkadaslar1 tarafindan yiiriitiilen ¢alismada
(2014), genome- wide sentetik letalite taramasi uygulanarak potansiyel PARP inhibitor
yanit belirleyici genler arastirilmistir. 16 binden fazla protein kodlayan gen mRNA'sini1
hedefleyen yaklasik 60 binshRNA kompleksinin uygulandig1 arastirmada, ekspresyonu
baskilanan genlerin MCF7 hiicrelerinde PARP inhibitor sitotoksisitesine olan katkilar
incelenmistir. S0z konusu arastrmada, MUMI1 genin de PARP inhibitor prediktif
biyobelirteci olma potansiyeli tasiyan genler arasinda bulundugunu ileri siiriilmiis ancak
bunu kanitlayan herhangi bir calismanin olmadig1 belirtilmistir (Bajrami vd., 2014). Cok
sayida genin aktivitesini engelleyen shRNA havuzunun kullanilmasiyla gergeklestirilen
calisma da yalnizca CDKI12 geninin potansiyel biyobelirte¢ olma kapasitesi direk
analizlerle teyit edilmistir. Bahsi geg¢en diger potansiyel genlerin MCF7 hiicrelerindeki
mevcut ekspresyonu ve sShRNA muamelesi sonrasinda baskilanan ekspresyonlari konfirme
edilmemistir (Bajrami vd., 2014). Nitekim, arastirmalarimiza baslamadan Once
gerceklestirdigimiz 6n c¢aligmalarda, diger model hiicre hatlariyla kiyaslandiginda
laboratuvarimizda bulunan MCF7 hiicrelerindeki MUMI1 ifadesinin sinirli oldugu

belirlendi.
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MUMI'in DNA ¢ift zincir kirik onarimini ve iyonize radyasyon tedavisine karsi kanser
hiicre sag-kalimini destekledigini (Huen vd., 2010) ve potansiyel PARP inhibitor yanit
biyobelirteci olabilecegini (Bajrami vd., 2014 ) dikkate alarak gerceklestirdigimiz
aragtirmalarda MUMI1 proteininin PARP inhibisyonuna karsi1 MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre sag-kaliminidestekledigi gozlendi. siRNA kompleksleri kullanilarak MUMI1
ekspresyonu baskilanmis MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin kii¢iik molekiil PARP
inhibitorii olaparib tedavisine karsi hassasiyet kazandigi ortaya ¢ikarildi. RPE1 ve MDA-
MB-231 hiicreleri kullanilarak gergeklestirilen canlilik analizleri, kontrol hiicreleriyle
karsilastirildiginda ,azalan MUM1 aktivitesinin hiicre canliligina bir etkisinin olmadigini
gosterdi. Ayni sekilde, MUMI-defektif kanser hiicrelerinin koloni formasyon
kapasitelerinin kontrol hiicreleriyle benzer oldugu gézlendi. Bu sonuglar, PARP inhibit6r
tedavisine kars1t MUM 1-defektif kanser hiicrelerinin azalan klonojenik kapasitesinin hiicre
dongiisiiniin dolayli etkisiyle olugsmadigini gostermektedir. MUMI ekspresyonunun
baskilanmasi karsisinda DNA hasar yanit effektorii p53'tiin mRNA ve protein miktarinda
onemli dlgiide artis gdzlendi. Ote yandan, p21 mRNA veprotein diizeylerinde gozlenen
gecici artisin transfeksiyon igsleminden 72 saat sonra normallestigi tespit edildi. MUMI -
efektif ve defektif hiicrelerdeki H2AX (Ser139) ekspresyon miktarini karsilastiran Huen ve
arkadaslari, MUMI1 baskilanmasinin hiicrelerde DNA hasarina yol a¢madigmi
bildirmislerdir (Huen vd., 2010). Her ne kadar MUM1 downregiilasyonunun direk olarak
DNA hasar olusumuna neden olmadigi ileri siiriilse de, MUMI1 ekspresyonu baskilanmis
hiicrelerdeki DDR statiisiiniin detayli incelenmesiyle neden azalan MUMI ifadesi
neticesinde p53 mRNA ve protein miktarinin arttig1 agikliga kavusturacaktir. Ayrica
onemli bir DNA hasar belirteci olan H2AX foci olusumunun (Kuo ve Yang ,2008) kontrol
ve MUMI-defektif hiicrelerde immiinofloresan tekniklerle arastirilmasi, MUMI
yoklugunun DNA hasar birikimine neden olup olmadigini ortaya c¢ikarilacaktir. DNA
hasar1 neticesinde aktif hale gelen ATM(Ser1981)-CHK2(Thr68)-p53(Serl5) kaskadmin
post-translasyonel modifikasyon statiisliniin incelenmesiyle, MUMI1 down-regiilasyonu
neticesinde artan p53 protein miktarmin DNA hasar yanit1 neticesinde gelisip gelismedigi
anlasilacaktir. Her ne kadar artan p53 ekspresyon diizeyine paralel olarak p21 mRNA'sinda
gegici bir artis gozlense de, azalan MUM1 ifadesi neticesinde artan p53'iin transkripsiyonel
olarak aktif olup olmadigmin netlestirilmesi i¢in daha fazla p53 hedef geninin

transkripsiyonel profilinin incelenmesi degerlendirilmelidir.
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MDA-MB-231 hiicrelerinin mutant p53statiisiine sahip oldugu dikkate alinarak elde edilen
sonuglarin farkli meme kanseri hiicrelerinde veya farkli kanser hiicre modellerinde test

edilmesi s6z konusu fenotipin p53 statiisiine bagl gelisip gelismedigi anlagilir.

PARP inhibitorleri olaparib ve rucaparib ile tedavi edilen hiicrelerde MUMI protein
seviyesi incelendiginde, MUMI1 ifadesinde doza bagimli bir seklide azalma gerceklestigi
gozlendi. PARP inhibitor tedavisinin hiicre dongiisii etkisi dikkate alindiginda (Jelinic ve
Levine, 2014)s6z konusu fenotipin muhtemel bir hiicre dongiisii etkisi neticesinde olustugu
disiiniilmektedir. Olaparib ile tedavi edilen hiicre popiilasyonu incelendiginde, S fazindaki
azalmaya paralel olarak G2 evresindeki hiicre sayisinda anlamli bir artismn oldugu rapor
edilmistir (Jelinic ve Levine, 2014). Bu durum, kromatin diizenleme faktorii olma
potansiyelini tastyan MUM1'in hiicre dongiisii-spesifik ekspresyon profiline sahip oldugu
gostermektedir. Jelinic ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada olaparibin hiicre dongiisii
etkisinin wild-type p53’e bagh bir sekilde gergeklestigi belirtilmistir( Jelinic ve Levine
2014 )ancak sirasiyla p53 wild-type ve mutant arka planlara sahip RPE1 ve MDA-MB-231
hiicreleriyle yaptigimiz deneylerde benzer sonuclar1 elde edildi. Bu nedenle, gelecekte
yapilacak kapsamli hiicre dongiisii analizleri PARP inhibitor tedavisinin MUMI
ekspresyonu iizerine etkisinin hiicre dongiisii dolayisiyla gerceklesip gergeklesmedigini

ortaya ¢ikaracaktir.

BRCA veya ATM defektif kanser hiicrelerinin PARP inhibisyonuna karsi hassasiyet
kazandig1 belirlenmis (Bryant vd., 2005; Farmer vd., 2005; Saveria vd., 2013) ve BRCA
veya ATM ile PARP enzimleri arasindaki solid sentetik letal etkilesim ¢ok sayida preklinik
ve klinikgaligmayla gosterilmistir. Ote yandan, son yillarda yapilan ¢aligmalar BRCA veya
ATM defektif kanser hiicrelerinde azalan 53BP1 ifadesinin PARP inhibitér direncine
neden oldugunu ortaya ¢ikarmistir.(Bunting vd., 2010 , Hong vd., 2016 )Ayn1 sekilde ,
diger ,53BP1 iligkili faktorlerin azalan aktivitelerinin de PARP inhibitdr direncine neden
oldugu belirtilmistir. (Aleksandrov vd., 2020). Gergeklestirdigimiz in vitro sitotoksisite
analizleri, azalan MUMI1 ifadesinin MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerini PARP
inhibitorii olaparibe karsi hassas hale getirdigini ve bu durumun BRCA2-defektif
hiicrelerde de gdzlendigini gosterdi. Her ne kadar DNA hasar1 durumunda MUMI ve
53BP1 arasinda olusan etkilesim dolayistyla MUM 1 hasarli kromatin bdlgesine yiiklense
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azalan MUMI1 ekspresyonunun 53BP1 proteininin hasarli bolgeye yiiklenmesini
engellememesinden dolay1 (Huen vd., 2010), MUMI1 defektinin PARP inhibitdr direncine
neden olmadig1 degerlendirildi. Benzer sekilde, kromatin diizenleyici faktorler iizerine
yapilan ¢esitli calismalarda kromatin diizenleme faktorlerinin azalan aktivitelerinin PARP

inhibitor hassasiyetine sebep oldugu rapor edilmistir.(Hewitt vd.,2021).

Klinikte basarili bir sekilde kullanilmakta olan ve kullanimi yayginlasan PARP
inhibitorlerine kars1 hastalarin de novo veya zamanla direng kazandigi tespit edilmistir.Bu
sebeple PARP inhibitor tedavisine karsi gelisen direng mekanizmalarmin arastirilmasi,
daha fazla hastanin uzun siireli PARP inhibitor tedavisinden faydalanmasi i¢in 6nem arz

etmektedir.

Gergeklestirilen preklinik ¢alismalar, PARP1 proteinin mutasyona ugramasi neticesinde
kanser hiicrelerinin PARP inhibitor gergeklestirilen preklinik caligmalar, PARP1 proteinin
mutasyona ugramasi neticesinde kanser hiicrelerinin PARP inhibitorlerine karsi direng
gelistirebilecegini gdstermistir. Bu durum, kiiciik molekiil PARP inhibitorlerinin PARP
enzimine baglanmasmi engelleyerek o6zellikle PARPI-tuzaklanmasini 6nemli 6lgiide
azaltmakta ve diren¢ saglamaktadir (Pettitt veLord, 2019). Uglii negatif meme kanseri
hiicreleriyle ("TNBC: triple negative breast cancer") gerceklestirilen baska bir ¢calismada
ise, PARP1 proteininin post-translasyonel modifikasyonunun PARP1 aktivitesi lizerine
muhtemel etkileri incelenmis ve s6z konusu durumun hiicrelere PARP inhibitor direnci

saglayabilecegi gostermistir.

Bu calismada, oksidatif DNA hasarina karsi aktif hale gelen c-MET enzimi tarafindan
fosforilasyona ugarayan PARPI proteinlerinin inhibitérlere baglanma kapasitesinin
azaldigi, enzimatik aktivitelerinin arttig1 ve sonug¢ olarak hiicreleri PARP inhibitor
tedavisine kars1 direngli hale getirdigi rapor edilmistir (Du vd., 2016). Dikkat cekici bir
sekilde, s6z konusu diren¢li hiicrelerin bir ¢-MET inhibitorii kullanilarak PARP
inhibisyonuna karsi yeniden duyarli hale getirildigi ve ikili c¢-MET ve PARP
inhibisyonunun, meme ve akciger kanseri xenograftlarinda sinerjistik anti-timor aktivite

gosterdigi belirlenmistir (Du vd., 2016).
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PARP mutasyonlar1 veya muhtemel post- translasyonel modifikasyonlarmin yani sira,
kanser hiicrelerindeki defektif HR regiilasyonunun restorasyonu neticesinde de PARP

inhibitorlerine kars1 hiicrelerin direng kazanabilecegi gosterilmistir.

Somatik BRCA reversiyon mutasyonlar1 neticesinde tamamen fonksiyonel hale gelen
BRCAL1/2 gen iiriinleriyle islevselligini geri kazanan HR mekanizmasinedeniyle olusan
PARP inhibitor direnci en 1yi tanimlanmuis ilgili diren¢ mekanizmalardan biridir. Buna ek
olarak, BRCA1 promoter alterasyonu, hipomorfik BRCA proteinlerinin iiretimi ve wild-
type BRCA amplifikasyonu da kanser hiicrelerine fonksiyonel HR aktivitesi
kazandirarak PARP inhibitor direnci saglayan muhtemel mekanizmalardir (Norquist
vd., 2011). Yukarida bahsedildigi tlizere, HR onarim mekanizmasindaki en 6nemli
asamalardanbiri, kirikk DNA uclarmin MREI11 CtIP enzimleri tarafindan baglatilan ve

EXO1 ve DNA2 dahil olmak iizere ek niikleazlar tarafindan genisletilen ug rezeksiyonudur.

Son rezeksiyonla iligkili proteinlerdeki degisiklerin, daha 6nce HR eksikligi olan kanser
hiicrelerine efektif HR kabiliyetini geri kazandirabilecegi ve bdylece PARP inhibit6r
direncine yol agabilecegi gosterilmistir. 53BP1 proteini DNA u¢ rezeksiyon islevini
baskilayarak DNA ¢ift zincirkiriklarmin NHEJ mekanizmasiyla onarilmasini saglayan
onemli bir proteindir. Yapilan aragtirmalar , 53BP1 kaybmin, in vitro olarak BRCAI1
eksikligine ragmen HR mekanizmasini kismen restore ettigini ve PARP inhibitor direnci
sagladigin1 gostermistir.(Belotserkoyskaya vd., 2020 ). Belotserkoyskaya ve arkadaslar1
tarafindan gergeklestirilen ¢alismada BRCA1 defektif kanser hiicrelerinde 53BP1
eksikliginin PALB2 proteininin hasarli kromatin bdlgesine yiiklenmesini tesvik ettigi ve
dolayisiyla hasarli kromatin bolgesinde RADS1 niikleoprotein filament olusumunun ve HR
mekanizmasinin restore edildigi bildirilmistir.(Belotserkoyskaya vd., 2020). Bu kapsamda,
MUMI1 ve PARP ikili inhibisyonunun sitotoksik potansiyelini dikkate alarak
gerceklestirdigimiz ¢aligmalarda, azalan MUMI1 ekspresyonunun PARP inhibitorii
olaparib-direngli kanser hiicrelerini tekrar PARP inhibisyonuna karsi hassasiyet
kazandiracagina yonelik hipotezimiz olaparibe karsi siirekli seleksiyon teknigiyle direng
kazanmis olan MCF7 meme kanseri hiicrelerinin kullanilmasiyla test edildi.Bulgular,
MUMI ifadesinin PARP inhibitoriine direngli kanser hiicrelerinin hedeflenmesinde

potansiyel bir prediktif biyobelirte¢ veyahut farmakolojik bir hedef olabilecegini gosterdi.



60

S6z konusu bulgular1 farkli bir meme kanseri hiicre hattiyla teyit etmek i¢in
gerceklestirdigimiz analizlerde MDA-MB-231 meme kanseri kullanildi ancak ilgili
hiicrelerin olaparibe karsi siirekli seleksiyon teknigiyle direng kazanamadigi tespit edildi.
Gelecekte yapilacak ¢alismalarda farkli meme kanseri hiicre modelleri kullanilarak elde
edilen bulgularin teyit edilmesi, MUMI1 ekspresyonunun PARP inhibitér yanitindaki
muhtemel roliinii destekleyecektir. DNA metabolizmasint diizenleyen kromatin
faktorlerinin ve DDR regiilatorlerinin, basta PARP inhibitor tedavisi olmak iizere gok
sayida DDR-hedefli kisisellestirilmis anti-kanser tedavi yanitinin tahmin edilmesindeki
klinik 6nemi alindiginda (Aleksandrov vd., 2020; N. J. Curtin, 2013; Nicola J. Curtin,
2012; Helleday vd., 2008; Huang vd., 2020; Jackson ve Helleday, 2016; Nickoloft vd.,
2017; Pilié, Tang, vd., 2019), ger¢eklestirdigimiz calismalar MUMI1 proteininin DDR
biyolojisindeki mekanistik roliiniin tam olarak aydinlatilmasmmin ve fonksiyonel
islevinin in vivo c¢aligmalarlakanitlanmasinin klinikte PARP inhibitér tedavisine karsi

hasta stratifikasyonunda 6nem arz edecegini gostermistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Projemiz kapsaminda elde ettigimiz sonuglar, MUMI1'in PARP inhibitorii olaparib
tedavisine karst meme kanseri hiicrelerinin sagkalimimi destekledigine ve dolayisiyla
MUMI1 ekspresyonunun PARP inhibitor biyobelirteci olma potansiyelini tasidigina dair in
vitro kanitlar sunmaktadir. Gergeklestirdigimiz caligmalarda, meme kanseri hiicrelerinden
farkli olarak MUMI proteininin farkli kanser hiicre modellerinde de (A549, HCT116,
OVCA420, U20S) eksprese edildigi gosterilmistir. Dolayisiyla gelecekte yapilacak daha
kapsamli aragtirmalar, azalan MUM1 ekspresyonunun farkli kanser hiicrelerinde de PARP
inhibitdr hassasiyeti saglayip saglamayacagini gdosterecektir. Ayni sekilde, PARP
enzimatik aktivitesini engelleme veya PARP tuzaklama kapasiteleri farkli olan
inhibitorlerin kullanilmasiyla MUMI proteininin s6z konusu etkisinin konfirme edilmesi,
MUMI1 ve PARP arasindaki sentetik letal iliskiye dair hipotezi gliclendirmis olacaktir.
Projemizde siRNA kompleksleri kullanilarak MUMI1 ifadesi gegici olarak susturuldu, elde
edilen sonuglarm MUMI ifadesinin stable (kalic1) olarak baskilandigi hiicrelerde teyit
edilmesi ayn1 sekilde sonuglarimizi konfirme edecektir. Ayrica, fenotip kurtarma
deneyleriyle eksojen MUMI ekspresyonunun saglandigi hiicrelerin PARP inhibitor direnci
incelenmeli ve elde edilen fenotipin off-target etkilerden bagimsiz olarak direk bir sekilde
azalan MUMI1 ifadesi neticesinde gelistiginin teyit edilmesi Onerilmektedir. Proje
kapsaminda elde edilen in vitro fonksiyonel neticelerin molekiiler mekanizmasini
aragtirmay1 amaglayan gelecekteki c¢aligmalar;MUMI1 inaktivasyonunun DNA tamir
yolaklarmin islevselligine etki edip etmedigini (6r. GFP reporter assay ile direk veya komet
assay ile dolayli olarak DNA tamir kinetiginin test edilmesi), PARP ve MUMI ikili
inhibisyonunun hiicrelerde DNA hasarmin birikmesine neden olup olmadigini (6r. Cesitli
DDR markerlarinm ekpresyon profillerinin karsilastirilmasi veya immiinofloresan boyama
teknigiyle 53BP1/H2AX foci olusumunun incelenmesi ), MUMI aktivitesi engellenmis
kanser hiicrelerinin PARP inhibitorleriyle tedavi edilmesinin apoptosise neden olup
olmadigini eksojen DNA hasar1 durumunda MUM1'in ¢esitli DDR markerlariyla birlikte
hasarli kromatin iizerine toplanip toplanmadigini@.immiinofloresan teknikleriyle MUM1

foci olusum ortaya ¢ikaracaktir.
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Cesitli in silico veri tabanlart MUMI proteininin NHEJ faktoriit DNA-PKcs tarafindan
fosforile edildigini (Ser105 ve Ser73) tahmin etmektedir (Obenauer vd., 2003).

MUMI proteininin potansiyel post-translasyonel modifikasyonlarinin (PTM) biyolojik
Onemini aragtiracak olan c¢aligmalar,s6z konusu PTM'lerin ve onkojenik mutasyonlarin
(Cerami vd., 2012) PARP inhibitor tedavisi agisindan Oneminin anlasilmasina katki
sunacaktir. Son olarak, gelecekteki arastirmalar PARP ve MUMI1 arasinda tanimlanan in
vitro sentetik letal etkilesimin in vivo modellerde dogrulanmasi (6r. subkiitan timor

xenograft model), MUMI proteininin klinik 6neminin anlasilmasina fayda saglayacaktir.
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