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PARP1/2 INHIiBITOR KOMBINASYONLARININ MDA-MB-231
MEME KANSERI TEDAVISINDEKiI ANTIi-NEOPLASTIK
ETKISININ DESIFRE EDILMESI

OZET

Kanser giiniimiiziin ve ¢agimizin en oliimciil hastaligidir. Kadinlarda meme kanseri en
stk goriilen kanser tiirlidiir. Meme kanserinin kadinlarda sik¢a goriilmesi ve oliim
oraninin yiiksekligi, meme kanseri {izerine yapilan c¢alismalarin artmasina neden
olmustur. Meme kanseri hiicrelerinde BRACA1/2 mutasyonu sik¢a goriilmektedir. DNA
cift zincir kiriklar1 tamirinde rol alan BRCA’da meydana gelen mutasyon ile PARP
proteinleri 6nem kazanmaktadir. Replikasyon sirasinda tek zincirde meydana gelen
hasarlardan sorumlu olan PARP, PARP inhibitorleri tarafindan baskilanmaktadir. 2014
yilinda Olaparib ile baslayan calismalarda PARP inhibitorleri meme kanseri tedavisinde
onem kazanmistir. Bu ¢alismada BRACA1/2 mutasyonlu meme kanseri hiicresi olan
MDA-MB-231 hiicre hattina, PARP inhibitorlerinden Olaparib ve Rucaparib ile yapilan
antineoplastik kombinasyon tedavisinin sonuglari aragtirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, BRACA, PARP, olaparib, rucaparib.
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DESCRIPTION OF THE ANTI-NEOPLASTIC EFFECT OF PARP1/2
INHIBITOR COMBINATIONS IN THE TREATMENT OF MDA-MB-
231 BREAST CANCER

ABSTRACT

Cancer is the deadliest disease of our day and age. Breast cancer is the most common
type of cancer in women. The prevalence of breast cancer in women and the high
mortality rate have led to an increase in studies on breast cancer. BRACA1/2 mutation is
frequently seen in breast cancer cells. PARP proteins gain importance with the mutation
occurring in BRCA, which is involved in the repair of DNA double-strand breaks. PARP,
which is responsible for single chain damage during replication, is suppressed by PARP
inhibitors. In the studies that started with Olaparib in 2014, PARP inhibitors gained
importance in the treatment of breast cancer. In this study, the results of antineoplastic
combination therapy with PARP inhibitors Olaparib and Rucaparib to the MDA-MB-231
cell line, a breast cancer cell with BRACAL/2 mutation, were investigated.

Keywords: Breast Cancer, BRACA, PARP, Olaparib, Rucaparib.



1.GIRIS

Kanser, biliylime ve gelismede rol alan genlerin veya proteinlerin mutasyona ugramasi ya
da Oliim reseptorlerinin hasarli olmasi nedeniyle olusan kontrolsiiz biiylime olarak
tanimlanabilir. Bunlarin devaminda canli viicudunda bir hiicre kiimelesmesi meydana
gelir ve anjiyogenesis, metastaz gibi diger olaylarda gerceklesir (Aslan 2006; Bray 2018).
Kanser stz konusu bu olaylarin birikmesi sonucu olusan bir grup hastaliktir. Halk
arasinda yaygin olarak bilinen ancak akademik bilginin smirli oldugu ve psikolojik

acidan zor ve korkulan bir hastalik tiiriidiir (Bray 2018).

Kanser tilkemizde ve diinyada ¢liim oran1 olarak kalp hastaliklarindan sonra ikinci sirada
yer alan yaygin bir hastaliktir. Diinya ¢apinda, 6liime neden olan hastaliklar arasinda
oran1 %22.3, iilkemizde ise bu oran %55.7°dir (Aslan 2006). Sik goriilen tiirleri erkek ve
kadinlarda farklilik gostermektedir. Erkeklerde akciger, kolorektal ve prostat kanseri
sikca goriiliirken, kadinlarda meme kanseri, kolorektal ve mide kanseri daha ¢ok goruldr.
Kanser tiirleri iilkelere ve cografyalara gore de farklilik gostermektedir (Bray 2018).
Yirminci ylizyillin yasama kosullarinda kanser yasam siiresinin uzamasi i¢in en dnemli
engeli olusturur. Giiniimiizde niifus artisinin hizi ve yaslanma oraninin giderek
yikselmesine bagl olarak kanser goriilme sikligi da artmistir. Ayrica ¢evresel etkenler,
hava kirliligi ve kullanilan yakitlarin olusturdugu atiklar da kanserin goriilme sikligini
arttiran nedenlerdendir (Masoudiyekta 2018; Aslan vd. 2007). Dinya genelinde
ekonomik kosullar ve sagliksiz yasam tarzlari, buna bagli olarak saglik desteginin ge¢ ya
da tam anlamiyla karsilanamamasi kanser hastaliginin 6liim oranini arttirmaktadir.
Ozellikle niifus yogunlugunun fazla oldugu bolgelerde hastaligin goriilme sikligmin
artmasi, buna karsilik olarak da saglik kosullarinin yetersiz kalmasi gibi durumlar
gorulmektedir. Akademik olarak bakilirsa kanser ¢alismalari 6zellikle son donemde yeni
tedavi yontemlerinin kesfi ile daha da artmistir. Kanser, 6liim orani yiiksek bir hastalik

oldugundan tedavisi Onem



kazanmaktadir. Tedavi yoOntemlerinde hasta doku disinda saglikli dokulara da zarar
gelmesi, farkli tedavi yontemlerinin arastirilmasi igin gerekli olmustur (Aslan 2006;

Aslan vd. 2007).

Meme kanseri kadinlar arasinda en fazla goriilen timor ¢esididir. Her yil yaklasik bir
buguk milyon kadini etkilemektedir. Kanser teshislerinin yaklasik dortte birini meme
kanseri olusturur ve kadinlarda 6liim nedeni olarak ikinci en yiiksek orana sahiptir.
Goriilme sikligin yiiksekligine ragmen mortalitesinin diisiik olmas1 erken tani ile tedavi

olasiligimin yiiksek olmasina baglidir (Masoudiyekta 2018; Aslan vd. 2007).
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Sekil 1.1. Turkiye Halk Saglik Genel Miidiirligii istatistigine gore kadinlarda meydana gelen kanser
tiirlerinin dagilimi

Meme kanserinde erken tani her zaman hastanin yasami i¢in ¢ok 6nem arz etmektedir.
Ulkemizde kadinlarin genel olarak en az 2 ¢ocuklu olmasi ve buna bagl olarak emzirme
siiresinin uzamasi, alkol tiiketiminin kadinlar arasinda az olmasi meme kanseri riskini
diistirticii etkenler olarak goriilebilir. Ancak yeterli egzersiz, fiziksel aktivitenin az olmasi
ve saglik kontrollerinin yeterli yapilmamasi da riski arttiran nedenlerdendir (Aslan vd.
2007). Dogurganliga bagli olarak Asya iilkelerinde meme kanseri goériilme sikligi ile
kadinlarin sayis1 arasindaki fark azdir. Avrupa iilkelerinde ise bu oran kuzeyden giineye
ve batidan doguya gidildik¢e azalmaktadir. Kadinlarda dogum oraninin yiiksek olmasi

meme kanseri riskini diisiirlicii etmen olarak dikkat ¢ekmektedir. Bat1 iilkelerine kiyasla



doguda egitim seviyesi ve verilen bilgilendirmenin sinirlt olmasi, bilingli hastalarin az
olmasina bdylece erken tani ve teshisin kisitli sayida olmasma neden olmaktadir

(Masoudiyekta 2018; Karayurt vd. 2008).

Kanser tedavisinde farkli tedavi tiirleri bulunmaktadir. Kemoterapi, cerrahi yontem,
radyoterapi, immunoterapi ve hormon tedavileri bunlarin basinda gelir. Kullanilan
yontemlerden 6zellikle kemoterapi en yaygin olanidir. Kemoterapinin hastalifa neden
olan hiicreleri yok etmesi disinda saglikli hiicrelere de zarar vermesi biiylik sorun teskil
etmektedir. Ayrica kanserin en Onemli sorunlarindan biri olan metastaza da engel
olamamasi kemoterapi i¢in hastalar1 alternatif tedavi yontemleri ile yardimci tedavi
uygulamasina itmektedir (Baykara 2016; Cetin 2013). Kisisellestirilmis tedavi
yonteminde ise hastaliga neden olan etmen saptanip, olusan hataya ozgli tedavi
uygulanmasidir. Kansere neden olan biyobelirteclerin belirlenmesi ve bu biyobelirteclere
O0zgl ilaglarin uygulanmasi daha az zarar ile daha olumlu sonuglar alinmasini
saglamaktadir. Kisisellestirilmis tedavi hastanin tiimdre neden olan proteinine direkt etki
etmesi veya diger faktorlere etki mekanizmasinin spesifik olmasindan dolay: daha etkili

bir yontem olarak kabul edilmektedir (Baykara 2016; Yavuz vd. 2007).

Kanserin tedavisi zor olmasi veya tedavi edildiginde saglikli hiicrelere de zarar
verilmesinden dolay: hastalar: farkli tedavi yontemlerine de siiriikklemektedir. Alternatif
tedavi yontemlerinde akupunktur, aromaterapi ve bitkisel ilaglar yer almaktadir. Ayrica
palyatif tedavi denilen hastanin psikolojik olarak kansere kars1 savagmasi saglanmaktadir.
Teknolojinin artmasi ve hastalik hakkinda bilginin glinlimiizde daha kolay ulasilir olmast
insanlar1 alternatif tedavi yontemlerine daha fazla itmekte ve alternatif tedavi

yontemlerine daha ¢ok ilgi duyulmasini saglamaktadir (Yavuz vd. 2007).

Meme kanserinde kullanilan tedaviler arasinda kemoterapik ajan olan PARPi (PARP
Inhibitdrleri) yer almaktadir. BRCA (Breast Cancer) mutasyonu sonucunda diger DNA
tamir yolaklarinin aktiflesmemesi icin PARP yolagiin da inhibisyonuna ihtiya¢ duyulur.
Gilinlimiizde PARP inhibitorlerinin bir kismi halen arastirilmakta olup bir kismi ise klinik

olarak kullanilmaktadir (Liu at al. 2015; Kog 2009).



Meme kanseri hastalarinda BRCA1/2 genlerinin mutasyonu sik¢a goriilmektedir.
BRCA’larda meydana gelen mutasyonlar ile genin inaktif hale ge¢cmesi ve DNA
hasarinin onarilmamasi, bunu takiben tiimor olusumuna kadar devam eden yolagi
olusturur (Clift at al. 2019). BRCAL1 geni, 17.kromozomda bulunur ve 1863 aminoasitten
meydana gelen BRCAL proteinini kodlar. BRCAZ2 ise 13.kromozomda bulunur ve 3418
aminoasitten olusan BRCA2 proteinini kodlar. BRCA, tiimdr silipresdr gen ailesinden
olup, kanser olusumunu engeller. DNA sentezi sirasinda 6zellikle ¢ift zincir kiriklariin
diizenlenmesinde rol oynarlar. BRCA’da meydana gelen bir mutasyonda DNA tamiri

yapilamaz ve p53 ile aktif edilen apoptoz yolag: aktiflesir ve hiicre Sliimii gerceklesir
(Clift at al. 2019; Arvas 2004).

PARP INHIBITORLERININ ETKI MEKANIZMASI

P N DNA
\ i TAMIR
EDILIR
DNA mutasyonu
& (5megin DNA ift
sarmalinda kiriklar)
\ DNA
7 i BRCA TAMIR
/\ /s O, ™ EpiLEMEZ
Olaparib, Rucaparib, PARP yolu EXA BRCA
Niraparib, Veliparib engellenir mutasyonu

Sekil 1.2. PARPi ve BRCA1/2 genlerinin tek zincir kiriginda yaptig: tamir ile BRCA1/2’nin mutasyonlu
oldugu durumda gift zincir kinginin PARP ile tamir edilememesi (Ozdogan 2021)

DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen tek ve ¢ift zincir kirigir tamirinde BRCA
disinda PARP proteini de rol oynamaktadir. Cift zincir kirig1, eslesme sirasinda meydana
gelen tek zincir kirig1 nedeniyle olugmaktadir. Tek zincir kirginin, ¢ift zincir kirigina

doniismemesi i¢in PARP’1n tek zinciri baz ekleme ile tamir etmesi gerekir (Ulasli 2013).



1.1. Poli ADP-Riboz Polimeraz (PARP)

Poli ADP-Riboz Polimeraz (PARP), DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarinda tamir
mekanizmasi i¢in gerekli enzimleri aktiflestiren protein yapidaki molekiildiir. Yapisinda
farkl1 genler ile kodlanan 113 kDa agirliginda PARP1 ve 62 kDa agirliginda PARP2
bolgeleri bulunur. DNA zinciri kopmalarinda ilk sinyali alan enzimdir. Yapisinda 3 temel
bolge bulunur. Bunlar DNA’ya baglanan ve taniyan bolge olan “DNA Baglanma
Bolgesi”, BRTC denilen “Oto Modifikasyon Bdlgesi” ana protein kismini olusturur ve
son olarak enzimleri aktiflestiren ve onlara baglanan kisim “Katalitik Bolge” olarak

adlandirilir (Dubois 2020; Murai 2012).

DNA Oto

Modifikasyon

baglanma

Bélgesi Bolgesi
npare-1 (TR TR JeRer [ ] o
(Glu)
Ginko | NLS ’ Aktif Bolge
Alanlan |

Sekil 1.3. Poli ADP-Riboz Polimeraz enziminin bélgeleri (Kraus 2008)

PARP, okaryotik hiicrelerin ¢ekirdeginde, bol miktarda bulunan bir enzimdir. DNA
hasar1 meydana geldiginde aktiflesen PARP, DNA polimeraz, topoizomeraz ve ligaz gibi
enzimleri aktiflestirip tek zincirde meydana gelen hasart onarmakla gorevlidir. Tek
zincirde meydana gelen mutasyonnun birgok sebebi olabilir. Cevresel kosullar,
radyasyon, bazi1 kimyasallar, X-1sinlari, UV 1sinlar1 ve replikasyon sirasinda meydana
gelen yanlis esleme tek zincir kirigina neden olmaktadir. Esleme sirasinda eksik olan baz
yerine karsi zincir referans alinarak ekleme yapilmaktadir. Normal kosullarda olusan
hasar, PARP proteini ile aktif hale gelen enzimler tarafindan kars1 zincire bakilarak tamir
edilir. Ancak PARP’mn engellemesi durumunda tek zincir kirig1 esleme ile gift zincir

kirigina dontismektedir. Memeli hiicrelerinde PARP, DNA tamiri, apoptozis, hiicre



regilasyonu, farklilasma ve kromozom stabilizasyonunda rol oynayan Onemli bir
enzimdir (Dubois 2020; Tok 2015).

BRCA mutasyonu ger¢eklesmis bir meme kanseri hiicresinde ¢ift zincir kirigi tamir
edilemez. Tek zincirde meydana gelen hasar PARP ile tamir edilebilir. Replikasyon
Oncesi meydana gelen tek zincir kirigi, esleme ile bir bazin eksikligi ¢ift zincir kiriina
dontisebilmektedir. PARP protieni baskilanir ise ¢ift zincir kirig olusumu
gozlemlenecektir. PARP’in gérevini yapmasini engelleyen bazi inhibitorler vardir.
Bunlara 6rnek Olaparip, Rucaparip, Niraparip, Talazoparip ve Veliparip verilebilir. Bu
inhibitorler PARP’a baglanarak DNA tamir mekanizmasinda rol oynayan enzimleri

aktiflestirmesini engeller (Murai 2012; Tok 2015).

1.2. PARP inhibitorleri

PARP inhibitorleri (PARP1), kombine tedavi yontemi ile DNA onarim sistemlerinde rol
alan PARP’a etki ederek hedefe yonelik tedaviyi amaglayan ajan olarak
kullanilmaktadirlar. Yapilan ¢aligmalarin en Onemli neticesi, 2018 yilinda FDA
tarafindan onaylanan ve BRCA mutantli metastatik meme kanseri hastalarinin
tedavisinde kulanilan “Olaparip”dir (Tok 2015). Bu yontem, PARP tarafindan aktif
edilen homolog rekombinasyon onarim sisteminin baskilanmasini ve DNA tek ve ift
zincir kiriklarmin tamir edilmesinin engellenmesini saglamaktadir. PARP inhibisyonu
i¢in farkl goriisler mevcuttur. PARP’1n baskilanmasi ve tek zincir kiriklariin ¢ift zincir
kiriklarina doniistip, homolog rekombinasyonun yetersiz kalmasi ve hiicrenin 6lmesi bu
goriislerden biridir. Digeri ise DNA hasarina karsi hiicreleri duyarli hale getirmesidir.
Kombine tedavi stratejisi ile maksimum etki beklenirken hastalara minimum zarar

verilmesi de goz oniine alinmaktadir (Glendenning 2011; Curtin 2012).
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Sekil 1.4. PARP inhibitérleri ve DNA hasar iligkisi (Toss and Cortesi 2013)

Ik olarak 2003 yilinda PARP inhibitérleri calisilmaya baslanmustir. PARP inhibitorleri
genellikle kombine tedaviler i¢in kullanilmaktadir. Yakin zamani ¢alismalarla s6z konusu
inhibitorlerin kombin tedavilerde kullaniminin, var olan etkiyi arttirmada biiyik rol
oynadigi rapor edilmistir. Ayni zamanda PARP inhibitorlerinin antikanser aktivitesi
disinda, norotravma, kronik kalp yetmezligi, pulmoner rahatsizliklar ve vaskiiler
rahatsizliklarda da kullanilabilecegi dair gorisler giderek artmaktadir (Tok 2015; Sodhi
2010).

Olaparip, 2014 yilinda FDA tarafindan yumurtalik, meme ve pankreatik kanserler i¢in
monoterapi ajani olarak onaylandi (Dubois 2020). PARP inhibitorlerinde ilk ¢aligilan
inhibitér Olaparip’tir. Yapilan c¢alismalarda Olaparip’in  BRCA mutasyonu olan
hastalarda progresyonu azalttigi ve 6liim riskini diistirdiigii gosterilmistir (Daumar 2018).
Baz eksilmesi tamiri sirasinda PARP’1in DNA’ya baglanmasi gerekmektedir. Olaparip,
PARP’1n aktif bolgesine baglanarak DNA’dan ayrilmasin1 6nler ve PARP’1 hapseder.
Boylece PARP islev géremez ve bloke olur. PARP’1n Platin bazli tedavilerde, 6zellikle
ameliyat sonrasi tekrarlanma olasiligint diisiirdiigii de bildirilmistir (Dubois 2020; Murai
2014).

Rucaparib, DNA transkripsiyonu ve onariminda rol alan bir PARP inhibitoriidiir. Diger

inhibitorlerden farkli olarak PARP2/3/4/10/15/16 ile daha yiiksek baglanma afinitesi



gostermektedir. Klinik tedavilerde agiz yoluyla kullanilmaktadir. BRCA mutasyonunda
kanser riskinin artmasindan dolayt PARP yolaginin inhibisyonu o6nem kazanir.
Rucaparip, BRCA ve diger DNA onarim enzimleri i¢in, gelismis meme kanseri ve diger
maling tlimorlerde ilgili mutasyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Rucaparib,
Amerika’da 2016 yilinda BRCA mutasyonu olan kadinlarin yumurtalik kanseri

tedavisinde kullanilmak tizere onay almistir (Murai 2014; Plummer 2013).

PARP inhibitorlerinin genel olarak kullanim amaci, BRCA mutasyonu gergeklesmis bir
hiicrede tek zincir kiriginin, ¢ift zincir kirigina doniismesini saglamak ve bu yolla BRCA
yolaginin inaktif olma sebebinden dolay1 hiicrenin DNA’y1 tamir edememesi ve oliimle
sonu¢lanmasidir.

Bu tezde BRCA mutasyonlu meme kanseri hiicresi MDA-MB-231 hiicre hattinda PARP
inhibitorlerinin kombinasyonlari ile tedavi edilerek ve hilcrelerin programli hiicre 6liimii

apoptozise siiriiklenmesi hedeflenmistir.

1.3. DNA Hasan

DNA hasarinin bir¢cok farkli nedeni ve buna bagli bir¢cok farkli sonucu olmaktadir.
Ultraviyole, X-1sinlari, iyonize radyasyon ve kimyasal ajanlar gibi nedenlerden dolay1
DNA hasar1 olugabilir. DNA’da meydana gelen hasarlar boliinme ile diger hiicrelere de
aktarilir. Meydana gelen hasar DNA replikasyonu sirasinda bir¢ok kontrol noktasi ile
tespit edilmektedir. Hiicre dongiisiinde bu noktalar1 kontrol eden proteinler mevcuttur
(Chatterjee 2017). Kontrolsiiz blyime ve bolinme ile kanser meydana gelmektedir.
DNA (zerinde meydana gelen hasar bircok yontemle tespit edilmekte ve tamiri
gergeklesmektedir. Tamir mimkin olmayan durumlarda hiicre 6ltimu icin gerekli emirler
verilir. Bu kontrol noktalarinda meydana gelen mutasyonlar, stirekli bolinme ile kansere
neden olmaktadir. Hucrede bulunan serbest radikaller hiicre icinde bulunan
makromolekiillerle etkilesime girerek hasar olusturmaktadir. Bunu takiben oksidatif stres
meydana gelir ve oksidatif stres tamir edilemez ise hiicre 6liimii ile sonuglanir. Oksidatif
stres, baz modifikasyonlari, tek ve cift zincir kirigi, DNA ve protein arasinda capraz
baglanma gibi hasarlar meydana getirebilir (Furgason 2013; Basu 2018). Hiicre dongusti
sirasinda replikasyon meydana gelirken, tek zincirde olusan eksiklik daha sonradan cift

zincir kirngina dontigmektedir. Hiicre hayatta kalma mekanizmasi, DNA hasar1 olustugu



sirada tamir mekanizmasin1 devreye koymaktadir. Tamir mekanizmasimin bilinen en
onemli elemanlarindan biri de PARP’tir. PARP replikasyon sirasinda islev gormez ise
meydana gelen baz eksikligi, replikasyondan sonra ¢ift zincir kirigma doniisiip ciddi
DNA hasarmma neden olur. PARP’in gerekli enzimleri aktiflestirip tek baz hatasini
dizeltmesi hayati éneme sahiptir (Onur 2009; Atmaca 2009). Gunimizde PARP, bu
ozelliginden dolayr kanser tedavilerinde sik¢a c¢alisiilmaya baslanmistir. Tamir
mekanizmasi ¢alismadigi zaman hiicre Oliimiine neden olur. Aksi durumda

kanserlesmeye neden olmaktadir (Onur 2009; Furgason 2013).

DNA hasar1 endojen ve ekzojen kaynakli olabilir. Endojen kaynakli hasarlara 6rnek
olarak replikasyon hatalari, oksidatif stres, insorsiyon, delesyon gibi hatalar ve
metilasyon gibi kimyasal degisimler verilebilir. Ekzojen kaynakli hasarlara ise kimyasal
ajanlar yani alkilleyici ajanlar, etidyum bromur vb. maddeler, fiziksel ajanlara ise
ultraviyole radyasyon ve iyonize radyasyon ornek verilebilir (Onur 2009; Atmaca 2009).

1.3.1. Homolog ve Homolog Olmayan Rekombinasyon

DNA da olusan bir hatanin nasil ve hangi yolaklarla tamir edildiginin bilinmesi yapilacak
tedaviler agisindan 6nemli rol oynamaktadir. Kanserde onemli bir sorun teskil eden
oliimsiizliik, tedavi uygulamasinda asil dikkate alinmas1 gereken konuyu olusturmaktadir.
Kanserli hicrelerin meydana gelen hasar ile sirekli boliiniip, tamir mekanizmalarini
devre dis1 birakmasi goriilmektedir. Hiicrede meydana gelen bir hasar kontrol edilerek ya
tamir edilir ya da hiicre 6liime siiriiklenir. Ancak kanserli hiicrede tamir mekanizmasi
caligmamakla birlikte hiicre 6limii de engellendigi igin surekli olarak bolinerek kanser
genislemektedir. Burada ozellikle ¢ift zincir kiriklart en yikict olan hasar modelidir.
Onarilmadig: takdirde hiicresel 6liime veya hatanin devamlilig: ile kansere neden olabilir.
Bu nedenle tedavi yontemlerinde DNA hasari, 6zellikle ¢ift zincir kiriklar1 olusumu icin
caba gosterilmektedir. DNA tek ve cift zincir kiriklarinda iki tiir tamir mekanizmasi rol
oynamaktadir (Onur 2009; Furgason 2013).

Homolog olmayan rekombinasyonda ( NHEJ), kardes kromatitten destek alinamaz, bu
yiizden DNA’nin hasarli bolgelerinden bir boliim kesilip atilir ve gerekli enzimlerle

birlesme saglanir. Hasar tamir edilir fakat bir miktar niikleotit kaybina neden olur. Bu
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nedenle homolog rekombinasyon daha etkili bir sonug¢ vermektedir (Ou and Schumacher
2018).

G1 DNA Hiicre Dongiisi
Hasarlan Girisi S-G2/M
Hayatta kalma
Genom Biitiinliga
Yabani Tip —_— R
Alternatif Hayatta kalma
NHEJ e ee
XRCCA Eksikligi —— ee’;ee\ae Genom Kararsizhgi
Pol B-dependent eeé¥
Altelgative-
XRCC4+Pol Q ké S (:} {:} Sentetik Letalite
Eksikligi G

Sekil 1.5. Homolog olmayan rekombinasyon ile DNA hsarinin tedavi edilmesi (Yu at al. 2020)

Homolog Rekombinasyon (HR), ¢ift sarmalda meydana gelen kopmalar ve zincirler arasi
capraz baglanmalar1 ¢ikarmak i¢in kullanilan mekanizmadir. HR aymi zamanda
replikasyon catallarinin korunmasi ve telomerlerin korunmasi i¢in de 6nemli role sahiptir.
Kanser olusumunun Onlenmesinde HR tamiri vazgecilmezdir. Hasarli bolge kardes
kromatitten yardim alinarak tamir edilir. Bu sebepten dolay1 daha dogru ve eksiksiz bir
tamir yapilmasin1 saglamaktadir. Iki mekanizmada da hemen aym enzimler rol
oynamaktadir. PARP’1n uyarilmas1 ve DNA ligaz, Polimeraz, MRN ve RADS1 gibi
enzimler islev gérmektedir (San Filippo and Sung 2008; Zwaka and Thomson 2009).

1.3.2. Tumor Supresor Protein p53

Genom gardiyant olarak adlandirilan p53 proteini, insanda 17.kromozomda
bulunmaktadir. Kanser tiirlerinin %50’sinden sorumlu oldugu bilinmektedir. Kanserli
hiicrelerde en ¢cok mutasyona ugrayan protein oldugu bilinmektedir. Normal kosullarda

p53, meydana gelen hatalar1 tamir etmek i¢in gerekli yolaklar: aktiflestirir. PTEN, p21,



11

CDK ve Kaspaz proteinlerini aktiflestiren ve hiicre dongiisii sirasinda kontrol saglayan
elemenlar1 uyaran tiimor siipresor genidir. p53°iin hiicre sitoplazmasinda ekspresyonunun
artis1, DNA hasar1 olusunun kanitidir. Hiicre dongiisii kontrolii, DNA’da meydana gelen
hatalarin diizeltilmesi, olusan hasar sonucu hiicrenin Apoptoza siiriiklenmesi veya hatanin
tamiri ile hiicrenin sag kalimi p53 kontroliinde gergeklesmektedir (Meng et al. 2018;
Hanson at al. 2020).
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Sekil 1.6. Hiicrede meydana gelen hasar ile p53’iin hiicre 6limii veya sag kalimu ile ilgili se¢imi yapmast
(Panatta 2021)

1.3.3. Hiicre Dongiisii Kontrol Noktas1 p21

Insanda 6.kromozomda p21.2 bdlgesinde bulunan gendir. Hiicre boliinmesi sirasinda
olusan DNA hasar1 ile G1 evresinde boliinmeyi durdurmakla gorevlidir. Kontrol
noktalarindan en 6nemli olan1 p21°dir. p21, p53°iin aktif etmesi ile gbrevini yapabilir.
CDK’lar1 inhibe edebilir ve bdylece hiicre dongiisii kontrolii saglar. Kaspaz
aktivasyonunu kontrol ederek hicrenin Apoptoza gitmesine neden olur. Yapilan
calismalarda p21°in kanser olusumu ve tedavisi i¢in 6nemli rol oynadig: tespit edilmistir.
Hiicre icinde p21 eksresyonunda artis olmasi DNA hasar1 olustugunun ve hiicre

dongiistiniin durdurulmaya ¢alisildigini géstermektedir (Shamloo and Usluer 2019).



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

MDA-MB-231 Hiicre Hatti ATCC® (Amerika Birlesik Devletleri) firmasindan temin
edildi. DMEM besiyeri Life Technologies Inc. (Grand Island, NY) firmasindan,
Penisilin/Streptomisin Gibco (ABD), Phosphate Buffer Saline (PBS) Invitrogen
(Almanya) firmalarindan temin edildi. Fetal Bovine Serum (FBS), MTT, Kristal Viyole
ve Tween-20 Sigma—Aldrich (Almanya) firmasindan temin edildi. Primer ve Sekonder
Antikorlar ( Bax (B-9): sc-7480, Tubulin (YL1/2): sc-53029, Bcl-2 (C-2): sc-7382, p53
(DO-1): sc-126, GAPDH (0411): sc-47724) Santa Cruz Biotechnology (Teksas, ABD)
firmasindan, (p21 Wafl/Cipl (12D1) #2947) Cell Signaling Technology (Massachusetts,
ABD) firmasindan temin edildi.

2.2. Ydntem

2.2.1. Hiicre Kiiltiirii Kosullar:

Meme kanseri hiicreleri olan MB-MDA-231 hiicre hatt1 -80 °C’den ¢ikarilip ilk asamada
¢ozduraldu. Calismaya baslanmadan 6nce kabin %70 Etanol ile temizlendi. Kabine
alinacak her malzeme, kabin i¢ine konulmadan Once etanol ile temizlendi. Hicrelerin
cogalmasi igin petri kaplarina ekimleri yapildi. Hlcreler CO> inkiibatdrde yapismasi ve
cogalmasi icin bekletildi. Kullanilan tiim malzemelerin steril olmasina dikkat edildi.
Kabinde ¢alisma sirasinda eldiven ve koruyucu giysi kullanildi. Her yapilan ¢aligma
sonrast kabin tekrar %70’lik Etanol ile temizlendi. Kabin i¢i 1 saatlik UV 1s181na maruz
birakildi. Yeterli yogunluga ulasan hiicreler toplanarak 75’lik doku kaplarinda DMEM
(Life Technologies, Inc., Grand Island, NY) besiyeri i¢inde ¢ogaltildi. DMEM besiyerine
ek olarak %10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin eklendi. Hiicreler %5°lik CO2 inkubatdrde

kilttre alindi.
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Pasajlama iglemi i¢in hiicreler 75’1ik doku kaplarinda belirli bir sayiya ulagtiktan sonra
yapilmalidir. Ortama ekilen hiicre sayis1 belirli bir slire gectikten sonra ortamda besin,
oksijen ve yeterli alan bulamamalarindan dolay1 6liim fazina gecerler. Bunu engellemek
amaci ile belirli giin araligiyla pasajlama yapilmasi gerekmektedir. Pasajlama i¢in kirli
besiyeri ¢ekildi ve hicreler Tripsin ile toplandi. Toplanan hiicreler santrifiij edildi ve ol
olan hiicreler siipernatant kisimda uzaklastirildi. Pelletten bir dahaki pasajlama siiresine
bagli olarak miktar belirlenip hiicre alindi. Hiicreler 10 ml besiyeri ile tekrar 75’lik doku

kabina ekildi ve CO> inkibatorde bekletildi.

2.2.2. Hiicre Canlilik Testi WST-1 Deneyi

Hucre proliferasyonunu bilmek kanserli hiicrenin faaliyetlerini anlamak icin énemli bir
yere sahiptir. Hiicre boliinmesi sirasinda bir¢ok kontrol noktasi bulunur. Kansere neden
olan hiicrede bu noktalarda meydana gelen hasarlarin anlagilmasi onemlidir. Hiicre
canlilik testlerinin kullanim amaci uygulanan ila¢ veya kimyasal ile ortamda bulunan
hiicrelerin yasamsal faaliyetlerini 6lgmektir. Bu canlilik testlerinin MTT (Metiltiazol
Difenil Tetrazolyum), XTT ve MTS gibi farkli g¢alisma sekilleri olan tiirleri
bulunmaktadir. Metabolik aktivite Ol¢ctimii i¢in kullamilan hiicre proliferasyon
deneylerinden biri de WST-I’dir. Proliferasyona ugrayan hiicrelerde mitokondri, ortama
dehidrogenaz enzimi salgilar. Bu enzim ortama deney Kkiti ile verilen Tetrazolyum tuzunu
indirgemektedir. Indirgenen Tetrazolyum Formazon adi verilen maddeye déniiserek renk
olusumuna neden olur. Renk degisimi ile absorbans degerleri farklilasir ve Elisa cihazi
kullanilarak 6l¢tim yapilir. Elisa cithazi antijen-antikor iliskisine dayanan, konsantrasyona
bagl 6l¢iim yapan cihazdir. Olgiim genellikle 450 nm ile 570 nm arasinda yapilmaktadir
( Terzioglu 2013).

Besiyeri iginde CO; inkiibatorde kiiltiire alinan hiicreler toplandi. Santrifiij edilerek ters
mikroskop altinda sayildi. Sayim sonucu elde edilen deger ile gerekli hesaplama
yapilarak hiicre sayis1 belirlendi. Malzemeler %70 etanol ile temizlenerek kabine alindi.
96 kuyucuklu plaka icine MB-MDA-231 hiicre hattindan 24 kuyucuga 3x10° adet hiicre
ekildi. Kuyucuklara ilk olarak 100 pl medium birakildi ve gece boyunca hiicrelerin
yapismasi i¢in CO2 inkubatorde bekletildi. 24 saat sonra besiyeri uzaklastirilip PARP
inhibitorleri ile tedavi edildi. 6 farkli konsantrasyon ile (1-6,25-12,5-25-50-100 uM) 48
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saatlik Rucaparib tedavisi uygulandi. Olaparib i¢in ise 7 konsantrasyon (1-15,625-31,5-
62,5-125-250-500 uM) ile 48 saatlik tedavi uygulandi. Tedavi sonrast her kuyucuktaki 90
pl medium Gzerine 10 pul WST-I solusyonu eklendi. 4 saat CO, inkubatorde bekletildi.
Bingdl Universitesi Merkezi Laboratuvarinda Elisa cihaz1 ile 450 nm ve 490 nm

absorbans sonuglar alindi.

2.2.3. Western Blot

2.2.3.1. Western Blot icin Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart Lizis Tamponu

1 M 500 ml protein lizis ¢ozeltisi icin gerekli malzemeler; 10 ml 1M tris (pH 8,0), 100 ml
5 M NacCl, 50 ml glycerol, 50 ml 1% NP-40, 5 ml 0.5M EDTA(pH 8,0), 0,5 ml 0,5M
EGTA (pH 8,0), 50 ml 0,5 M NaF, 2,16 gr 20 mM beta-glycerophosphate, 2,5 ml 1mM
Na3VO4 behere konulur. Uzerine 250 ml distile su eklenir ve manyetik karistirici

yardimiyla karistirildi. Uzeri 500 ml’ye tamamlandi.

SDS Tamponu Hazirlanmasi
Hassas terazide 14,4 gr glisin tartildi. 3,03 gr tris base tartildi. 500 ml su eklendi ve
manyetik karigtiricida karistirildi. 5 ml %20 SDS eklendi. Uzeri 1 litreye tamamland: ve

her drnege ayr etiketleme yapildi.

Transfer Tamponu Hazirlanmasi
Hassas terazide 28,8 gr glisin tartildi. 6,06 gr tris base tartildi. 400 ml su katilarin {izerine
eklendi ve manyetik karistiricida karistirildi. Uzerine 20 ml metanol eklendi ve tekrar

karistirildi. Uzeri 500 ml'e tamamlandh.

TBS Tamponun Hazirlanmasi
Hassas terazide 17,53 gr NaCl ve 12,11 gr tris base tartildi. 300 ml su eklendi ve
manyetik karistiricida karistirildi. 7,5 ml HCI eklendi ve pH’s1 7,4’e ayarlandi. Toplamda

500 ml tamamlanmasi i¢in distile su eklendi.
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TBS-T yikama soliisyonu hazirlanmasi
Hazirlanan konsantrasyonu yiliksek TBS’ten 25 ml almip distile su ile 100 ml’e

tamamlandi. 1 ml Tween-20 eklenip manyetik karistirici ile homojenize edildi.

Separating jel hazirlamisi

%12’1lik 10 ml Separating jel i¢in, falkon tiip i¢cinde 3,3 ml distile su, 4 ml akrilamid, 2,5
ml Tris (pH:8,8), 0,1 ml SDS, 0,1 ml APS ve son olarak 4 uL TEMED eklendi. APS ve
TEMED eklemesi yapilirken dikkatli ve seri olunmalidir. Reaksiyon hizlar1 yiiksek

oldugundan ekleme yapildiktan sonra jel kaliba hemen dokiilmelidir.

Stacking jel hazirlama
2 ml Stacking jel icin, 1,4 ml distile su icine 0,33 ml akrilamid eklendi. 0,25 ml Tris
(pH:6,8), 0,02 ml SDS ve APS ile 0,002 ml TEMED eklendi.

Protein izolasyonu icin ilk olarak MDA-MB-231 hiicre hatt1 6 cm’lik petri i¢inde 2,5x10%
hiicre 3 ml DMEM olacak sekilde ekim yapildi. Tedavi dozlar1 5 uM Rucaparib, 10 uM
Rucaparib, 10 pM Olaparib, 5 pM+10 pM Ruc./Olap., 10 uM+10 uM Ruc./Olap.
seklinde yapildi. 48 saatlik tedavi i¢in CO; inkiibatorde bekletildi. Protein elde edilecek
hiicreler toplandi ve PBS ile yikandi. PBS daha sonra ortamdan uzaklastirildi. Ornekler
buz tzerinde bekletildi. 6600 rpm 10 dakika +4 °C’de santrifiij edildi. Lizis asamasinda
Lizis Buffer i¢ine her birinden 1:1000 oraninda inhibitérler (PMSF, Benzidamin,
Lopeptin, DTT) eklendi. Tim islemler buz iizerinde yapildi. Lizis asamasindan sonra
14.000 rpm 10 dk +4 °C’de santrifiij edildi ve siipernatant kisim alindi. Total protein
Bradford Deneyi ile belirlendi.

Jel elektroforezi igin %12’lik SDS-PAGE igin Sperating jel hazirlandi. Sabitlestirilmis
aparata katilagsmasi i¢in dokiildi. APS ve TEMED (Her iki maddenin konsantrasyonu
proteinlerin biiyiikligline gore degismektedir.) eklendikten sonra jel katilagmaya
baslayacagi i¢in bu islemler hizli yapildi. Izopropanol jel iizerine eklenerek diiz bir cizgi
elde edildi. Katilasmadan sonra izopropanol ortamdan uzaklastirildi. Stacking jel eklendi
ve hava kabarcig@i yoklugu kontrol edilerek dikkatli sekilde tarak eklendi. Stacking jel

katilagtiktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve elektroporatore yerlestirildi.
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Elektroporator, Running Buffer (0,125 M Tris-HCI, %20 Glycerol, %4 SDS, %0,004

Bromophenol Blue, %10 2-mercaptoethanol) ile dolduruldu.

Elektroforez gii¢ kaynagina baglandi ve tampon ile dolduruldu. Tamponun jeli tamamen
kapatmasina dikkat edildi. Tarak dikkatlice cekildi. Marker ve ornekler kuyucuklara
eklendi. Yaklasik 2 saat yiiriitme yapildi. Yiritmeden sonra jel dikkatlice ¢ikarildi. Tarak

kismi kesildi.

Transfer islemi ile jelden oOrnekler uygun boyutlardaki membrana aktarilmasi igin
stingerlerle birlikte sandvi¢ modeli yapildi. 4 °C’de elektriksel alanda jelden membrana
Transfer Buffer (25 mM Tris, 190 mM Glycine, %20 Methanol) iginde aktarim yapilda.
Transfer yaklasik 90 dakika siirdii. Proteinler jelden PVDF membrana transfer edildi.
Ardindan %5’lik yagsiz siit tozunda bloklama yapildu.

Yagsiz siit tozu i¢inde gece boyunca primer antikorla birlikte 4 °C’de bekletildi. Primer
antikor uygulanmig membran TBS ile yikandi. Yaklasik 1 saat boyunca sekonder antikora
maruz birakildi.5x5 (yikama sayisi/dakika) olacak sekilde TBS ile yikandi. ECL Kkiti ile

muamele edilip karanlik odada X-Ray film iizerine aktarildu.

2.2.4. Akridin Oranj-Etidyum BromUr Boyama Deneyi

-80 °C’den ¢ikarilan MDA-MB-231 hiicre hatti ilk olarak 3 cm’lik petri kaplarina ekildi.
Hiicreler ¢ogaldiktan sonra 75°lik doku kaplarina ekimi gerceklestirildi. Hicreler belirli
bir sayiya ulastiktan sonra toplandi, gerekli olan miktarin alinmasi i¢in sayim yapildi ve
12 kuyucuklu kap icerisine her birine 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Onceden
hesaplanan dozlar meme kanseri hiicre hattina uygulandi. Ilk asamada Olaparib ve
Rucaparib icin 0,1 pM, 1 uM, 2 uM, 5 pM ve 10 pM dozlan ile 48 saatlik tedaviler
yapildi. Deney sonlandirma yapilmadan 6nce negatif goriintiiler alindi. 48 saat sonunda
hiicreler Tripsin ile toplandi. Toplanan hiicreler etiketlenmis ependof tiiplerine konuldu.
2500 rpm’de 4 dakika 4 °C’de santrifiij edildi. Siipernatant kisim atildi ve hiicre
yogunluguna gore PBS eklendi. Ters mikroskopta goriintii alinacagi i¢in 6rneklerin lam
uzerine konulmalidir. Ao-EtBr boyasinin DNA’ya baglanmasi i¢in mikroskopta goriintii

alinmadan yaklasik 10 dakika dnce drneklere eklenmesi gerekmektedir. Orneklerden 30
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ul, AO-EtBr boyasindan 10 pl olacak sekilde lam iizerine 6rnekler eklendi. Orneklerin
diiz ve tek sira halinde durmalari icin lamel ile Orneklerin iizeri kapatildi. Ters

mikroskopta 20x’te goriintiileri alindi.

Rucaparib ve Olaparib igin belirlenen dozlarda tek olarak uygulanan 6rnekler sonrasi
kombinasyon icin tekrar 12 kuyucuklu kap icine her kuyucuga 1x10° hicre ekildi.
Hiicreler bir giin yapismasi i¢in bekletildikten sonra kombinasyon dozlar1 uygulandi. 48
saat dolmadan yine negatif goriintiiler alindi. 48 saat sonunda tripsin ile hiicreler toplandi.
Santrifiij islemi diger 6rneklerde oldugu gibi yapildi. Ornekler lam iizerine 30 pl ornek,
10 pl boya olacak sekilde eklendi ve 10 dakika bekletildikten sonra goriintiileri alindi.

2.2.5. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi Anova Tukey ile degerlendirildi. Gruplar aras1 farkliliklar, *
p<0,05; **p<0,01 ve ***p<0,001 seklinde gdsterilmistir.



3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1.Hiicre Canlilik Testi (WST-I) Sonuclari

MDA-MB-231 hiicrelerinin Olaparib ve Rucaparib ile belirlenen dozlarda tedavileri
sonucu, 48 saat sonrasinda WST-I kiti eklenerek alinan sonuglar1 Sekil 5 ve Sekil 6’da

verilmistir.

48 saat Olaparib uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde, uygulanan dozlar seri dillisyon
ile belirlendi. Belirlenen dozlarda hiicrelere uygulanan tedavilerde 1 ve 15,625 pM
dozlarda etki go6zlemlenmedi. istatistiksel olarak anlamli etki 31,25 pM doz
uygulamasindan sonra gozlemlenirken, hiicre canlilik oranmi %50 altina indirmek igin

gerekli doz miktar1 250 pM olarak belirlendi.
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o
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Kontrol 1 156253125 625 125 250 500

Olaparib(uM)

Sekil 3.1. Olaparib ile tedavi edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre canlilik testi sonuglart
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48 saat Rucaparib tedavi edilen MDA-MB-231 hiicrelerinde 1 pM ile 12,5 uM dozlar
icin anlaml bir deger elde edilemedi. 25 pM ve 50 pM dozlar1 i¢in anlamli sonug elde

edilmeye baslandi. 100 pM Rucaparib uygulandiginda canlilik oraninin %50’nin altina

diistligii gozlemlendi.
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100 p===

50

Hicre Calinliligi %
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Kontrol 1 6,25 12,5 25 50 100

Rucaparib(uM)

Sekil 3.2. Rucaparib ile 48 saat tedavi edilen MDA-MB-231 hiicre hattinin WST-1 sonuglari

3.2.Western Blot Deneyi Sonuclar:

MDA-MB-231 hiicre hattina PARPi olan Olaparib ve Rucaparib kombinasyon tedavisi
yapildi. Deney i¢in belirlenen tedavi siiresi 48 saatti. Uygulanan dozlardan Rucaparib i¢in

5 uM ve 10 uM olan dozlar, Olaparib igin 10 uM dozlar1 kombinasyon disinda tek olarak
da uygulanda.

Uygulanan dozlarda p53 miktarmmin o6zellikle kombinasyon dozlarinda arttigi
gozlemlendi. 5 pM Rucaparib ve 10 pUM Rucaparib’in 10 g M Olaparib ile
kombinasyonlarinda, kontrol miktarlarina gore ekSpresyonlarinda artis gozlemlendi.
Rucaparib i¢in 10 uM uygulanan dozda yine p53 ekspresyonunun arttigr gézlemlendi. 5
MM Rucaparib ve 10 pM Olaparib dozlarinda p53 ekspresyonu miktarinda artisa neden

olmadig1 gozlemlendi.
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Rucaparib 0 5 uM 10 uM - 5umM 10 uM
Olaparib Y . . io0pyM 10pM  10pM

Sekil 3.3. Olaparib ve Rucaparib kombinasyonun Bcl-2, p21 ve p53 proteinlerinin ekspresyonlar: iizerine
etkisi

Hiicre dongiisii kontrol noktalarindan biri de p21°dir. DNA hasar1 meydana geldiginde
p21 ekspresyonunda artis beklenir. Rucaparib i¢gin 5 pM ve 10 pM dozlan
uygulandiginda kontrol ile kiyaslandiginda p21 ekspresyonunda artig tespit edildi.
Olaparib igin 10 pM uygulanan dozda kontrol noktasina gére p21 ekspresyonunda
azalma gozlemlenmedi. Uygulanan dozlarin kombinasyonu yapildiginda p21

ekspresyonunda her iki kombinasyonda artis tespit edildi.

Tubulin protein ekspresyonu kaniti olarak gosterilmektedir. Her hiicre i¢inde bulundugu
icin hiicre i¢inde protein varhigi i¢in belirteg olarak kullanilir. Tiibiilin ekspresyonu

seviyesi sabit sekilde tespit edildi.

Uygulanan tedavi dozlar ile hiicrelerde apoptozun tetiklenmesi buna bagli olarak da anti-
apoptotik belirteclerin azalmasi, pro-apoptotik belirteglerin artmasi beklenmektedir. Bcl-2
bir anti-apoptotik belirtectir. 5 UM ve 10 pM Rucaparib dozlarinda ve 10 uM Olaparib



dozu uygulandiginda Bcl-2 miktarinda degisiklik gozlemlenmedi. Ancak kombinasyon
dozlarinda kontrol ile kiyaslandiginda Bcl-2 ekspresyon seviyesinde azalma gozlemlendi.

3.3. Akridin Oranj-Etidyum Bromiir Deneyi Sonuclari

MDA-MB-231 hiicre hattindan her kuyucuga 1x10° olacak sekilde ekim yapild1 ve bu
hicreler Olaparib ve Rucaparib ile 0,1 uM, 1 uM, 2 uM, 5 uM ve 10 uM olmak tizere 48

saatlik tedavi edildi.

0 0,1 uM 1uMm 2 uM 5 uM 10 uM

Sekil 3.4. 48 saat Rucaparib ile tedavi edilen hiicrelerin sonlandirma 6ncesi alinan negatif gériintiileri

Sekil 3.5. Olaparib dozlar1 uygulanan hiicrelerin tedavi sonlandirma dncesi negatif gériintiileri
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Kontrol

5uM 10 uM

Sekil 3.6. MDA- MB-231 hiicrelerinin Olaparib ile tedavi sonrast AO-EB deneyi sonuglar1 ve olusan
Nekroz (NK), Erken Apoptoz (EA), Ge¢ Apoptoz (GA) ve Tomurcaklanma (TO) evrelerinin
gozlemlenmesi

Olaparib dozlart uygulanan hiicrelerde doz miktar1 arttikga, hiicre morfolojilerinin
degistigi gozlemlendi. Apoptoza giden hiicrelerin ¢ekirdeklerinde olusan diizensizlik ve
tomurcuklanma hiicrelerde hasar olustugunu tespit etmemizi sagladi. Ozellikle 5 UM ve

10 pM dozlarinda ¢ekirdekte turuncu renklerin olusumu gézlemlendi.
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Kontrol 0,1 uM

2 M 10 uM

Sekil 3.7. Rucaparib uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde AO-EB boyamast ile gozlemlenen Nekroz
(NK), Erken Apoptoz (EA), Ge¢ Apoptoz (GA) ve Tomurcaklanma (TO) evreleri ve hiicre morfolojileri

Belirlenen dozlarda Rucaparib uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde doz arttik¢a
morfolojik degisimler gzlemlendi. 1 UM dozundan baslamak iizere hiicrelerde meydana
getirilen hasar ile Ge¢ Apoptoz ve Erken Apoptoz evreleri gozlemlendi. 5 pM ve 10 uM
Rucaparib uygulanan hiicrelerde hiicre ¢ekirdeginde turuncu renk yogunlugu ve

tomurcuklanma gdzlemlendi.
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Sekil 3.8. Olaparib ve Rucaparib igin kombinasyon dozlarinin uygulandigit MDA-MB-231 hiicrelerinin
sonuglart

Yapilan Rucaparib ve Olaparib tedavileri sonrasi, belirlenen dozlarla kombinasyonlar
yapildi. 0,1 pM kombinasyonlarinda hiicre morfolojilerinde degisiklik minimum
diizeydeydi. Kombinasyon dozu arttik¢a turuncu renk olusumu gézlemlemeye basladik. 1
MM Rucaparib ile 2 uM Olaparib kombinasyonunda hicrelerde meydana gelen hasar ile
rengin yesilden turuncuya dondiigi gozlemlendi. 5 uM Rucaparib ve 5 pM Olaparib
kombinasyonunda hiicre sayisinin azaldigini, renk olusumunun da 6zellikle hiicre
cekirdeklerinde kirmiziya dondigi goézlemlendi. En yiksek dozlar olan 10 pM
kombinasyonunda hiicre sayisinda ciddi bir azalis ve hiicrelerde turuncu renk ve kirmizi

renk tespit edildi.



4. SONUCLAR VE ONERILER

Kanser ¢agimizin en biiyiik problemini olusturan hastaligidir. Kanserin bilinmeyenlerinin
cok olmasi onu diger Sliimcil hastaliklardan ayiran 6zelligidir. Giliniimiizde teknoloji
bizlere, tiim hastaliklara dair bilgi toplamanin kolay oldugu, arastirmalarin oldukca
fazlalagtig1 ve akademik agidan ¢aligmalarin desteklendigi bir ¢ag miimkiin kilmaktadir.
Buna bagli olarak hastalarin daha bilingli, tedavi yontemleri hakkinda daha fazla bilgi
sahibi oldugu bir donem goriilmektedir. Ozellikle meme kanserinde erken teshis ¢ok
onemlidir. Bilin¢li hastalariin, kitle olusumunu 6nceden fark edebilmesi hayati 6nem
tagimaktadir. Kadinlarda ¢ok yiiksek oranda goriilen meme kanseri, yas ortalamasi her ne
kadar yiiksek olsa da, ¢evre kirliligi, iklim dengesizligi, evlilik ve dogurganlik oranlarinin
diismesi ile beraber daha geng yaslardaki kadinlarda goriilme sikligi artmaktadir. Meme
kanserinin sikliginin artmasi ve letalitesinin yiliksek olmasi1 da akademik ac¢idan daha fazla

calisilmasini saglamaktadir (Aslan 2006; Aslan vd. 2007).

Kanser hiicresinin en onemli sorunlarindan biri siirekli olarak bdliinmesidir. Bunu
engellemek i¢gin hiicrenin kendine ait genom gardiyani denilen yapilari mevcuttur. Hiicre
boliinmesini engellemek hem kanserin biliyiimesini hem de metastaz ile baska bir organa
veya dokuya gecmesinin dnlemek demektir (Yavuz vd. 2007). PARP inhibitérleri BRCA
mutasyonlu meme kanseri hicrelerinde sirekli bélinen kanser hicrelerini 6lime
itmektedir. Cift zincir kirigr tamiri yapan BRCA mutasyonlu oldugu igin gorevini
yapamamaktadir. PARP ise kullanilan inhibitérler ile susturulunca tek zincir kingi, cift
zincir kirigina dondslp hiicre 6limii gergeklesecektir(Liu Y at al. 2015; Kog¢ 2009).
Meme kanseri hastalarinda BRCA1/2 mutasyonu sik¢a goriilmektedir. BRCA geni DNA
cift zincir kiriklarini kontrol ettiginden kanser olusumu i¢in 6nemli bir noktadir. Kanserli
hiicrenin bolinmesinin engellemek, timoér olusumunu engellemek demektir. Meydana
gelen hasar cift zincir kirig1 ise BRCA aktif hale gelir. Ancak hiicrede BRCA mutasyonlu
oldugunda bu tamir mekanizmasi ¢alisamaz. Cift zincir kirig1 meydana getirmek igin

PARP proteinlerinin susturulmas: gerekir. PARP DNA’da meydana gelen tek zincir
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kiriklarin1 onarmada rol oynar. PARP’in baskilanmasi tek zincirde olusan hasarin,
replikasyon ile eksik esleme yapilmasi ve ¢ift zincir kirigina dontigmesini saglar. BRCA
mutasyonlu bir hiicrede olusan bu hasar hiicre boliinmesini engeller. Hiicre hasari

onaramadig1 i¢in ve DNA stabil halde olmadig1 i¢in daha fazla boliinemez ve 6liime gider
(Clift at al. 2019)

Yaptigimiz calismada PARP inhibitorlerinin en yaygin olan iki tiiriinii kombin tedavide
kullandik. Her PARP inhibitoriiniin farkli baglanma bolgesi ve afinitesi vardir. Genellikle
PARP inhibitorleri diger kemoterapik ajanlar ile bir arada kullanilmaktadir. Ancak
mevcut kemoterapi ilaglar1 hala saglikli hiicrelere zarar vermektedir. Ozellikle meme
kanserinde kullanilan Trastuzumab, Cisplatin, Carboplatin gibi ilaglarin yan etkileri
saglikli hiicrelere de etki etmektedir. Kisiye 6zel tedavi yontemlerinde bu yan etki en aza
indirilmektedir. PARP inhibitorlerinin son donemde yaygin olmasi, kisiye 6zel tedavinin
onculli olmasindandir. Kullanilan inhibit6rler sadece baglanma afinitesi yiiksek oldugu
proteinlere baglanarak islev goriirler. Diger kemoterapik ajanlar gibi kimyasal icerikli
olup, tiimore direkt etki ederek yok etme seklince ¢aligmadiklarindan saglikli hiicrelere

zararlart minimum diizeydedir (Glendenning 2011; Curtin 2012).

Bu calismada BRCA1/2 mutasyonlu MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina PARP
inhibitorleri uygulandi. Hiicrelerde BRCA mutasyonlu oldugu i¢in ¢ift zincir kiriklarinin
tamir mekanizmast iglev gormemekteydi. Uygulanan Rucaparib ve Olaparib
kombinasyonu ile farkli baglanma afinitesi gosteren ilaglar kullanmak amaclanmstir.
Boylece PARP proteini i¢in susturma islemi daha olasi hale getirilmistir. PARP
inhibitorleri kullanarak tek zincirdeki hasarin tamir edilememesi, esleme sirasinda tek
zincirdeki boslugun karsi zincirinde de bosluk olusmasina neden olur. Replikasyon
tamamlandiktan sonra yeni olusan DNA’da ¢ift zincir kirig1 meydana gelmis olur. Bunu
tamiri i¢in gerekli enzimleri aktiflestiren BRCA geni de mutasyonlu oldugu i¢in ¢ift

zincir tamiri ger¢eklesmez. Hasarli DNA hiicreyi dliime siiriikler.

2019 yilinda Ming Y1 ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada kanser tedavisinde DNA hasari
olusturmanin ve DNA hasar1 tamirinin Onemini isaret etmislerdir. Meme kanserinde
BRCA mutasyonunun sik¢a goriilmesini ve buna bagli olarak PARP inhibitorlerinin

oneminin arttigindan belirtmistir. Tek zincir kiriklarindan sorumlu PARP’mn tamir
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mekanizmasindaki ve kanser tedavisinde PARP inhibitorlerinin kullanimimna dikkat
cekmislerdir. Kombinasyon tedavileri ile meme kanseri ile savasta daha etkili sonuglar

alinacagini belirtmisler (Ming et al. 2019)

Son doénemde PARP inhibitorlerinin mekanizmalarinin son 10 yilda daha fazla
calisildigin1 Mateo ve arkadaslari ise 2019 yilinda yaptiklar ¢calismada gostermistir. Bazi
PARP inhibitorlerinin meme kanserinde kullanildigin1 (Olaparib ve Talazoparib), bazi
PARP inhibitorlerinin de (Rucaparib, Niraparib ve Olaparib) yumurtalik kanserinde diger
kemoterapik ajanlarla Dbirlikte kullanildiginda olumlu sonuglar elde edildigini
gostermistir. Sonug¢ olarak BRCA mutasyonlu kanser tirlerinde PARP inhibitorlerinin
onemli bir tedavi se¢enegi oldugunu ve kombinasyon tedavilerindeki 6nemine dikkat

cekilmistir (Mateo et al. 2019).

Hiicre canlilik testinde uygulanan dozlara bagli olarak hiicrelerin proliferasyon seviyesi
Olciilmektedir. Yaptigimiz WST-I deneyi sonuglarinda Rucaparib dozlarindan 1 pM, 6,25
MM ve 12,5 uM olanlarin hiicre canliligina anlamli bir etki yapmadig1 gozlemlendi. Doz
miktart arttik¢a proliferasyon seviyesinde diisiis gozlemlenmeye bagladik. 25 pM ve 50
MM Rucaparib dozlarinda hiicre canlilik seviyesinde anlamli diisiisler gozlemlendi. En
yiiksek doz olan 100 UM Rucaparib uygulandiginda ortamda bulunan hiicrelerin %50

oraninda 6ldiigii gézlemlendi.

Olaparib i¢in yapilan canlilik testinde 1 UM ve 15,625 UM dozlarinda anlamli bir degisim
gozlemlenmedi. 31,25 pM Olaparib dozunda hiicre proliferasyonunda degisiklik
gbzlemlendi ancak yeterli seviyede degildi. 62,5 pM ve 125 pM Olaparib dozlarinda
hiicre canlilik seviyesinde diisiis daha anlamli bir deger olusturdu. 250 pM ve 500 pM
dozlarinda hiicre proliferasyonu ve ortamda bulunan hiicre canliliginda yiiksek diizeyde

diisiis gbzlemlendi. Hiicrelerin en az %50 oraninda 6ldiigii tespit edildi.

Yapilan aragtirmalarda hiicre canlilik testlerinde hiicrelerin %50 oraninda dldiiriilmesine
neden olan dozlar ele alinmaktadir. Yaptigimiz hiicre canlilik (WST-1) deneyinde MDA-
MB-231 hiicre hattina etki eden Rucaparib dozu 50 pM ve iizeri olarak belirlenmistir.
Olaparib’in hiicreleri %50 oraninda oldiirme dozu ise 250 pM ve U(zeri olarak

belirlenmistir.
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2018 yilinda yapilan calismada Zhao ve arkadaslar1 MDA-MB-231 hiicre hattinda
Olaparib, Karboplatin ve BKM120 (Buparlisib) ilaglar1 kombinasyonunu calismislardir.
Olaparib tek olarak MDA-MB-231 hiicre hattina uygulandiginda hiicreleri %50 oraninda
oldirme dozu 95,1 UM olarak belirlenmistir. Bu oranin diger ilaglarla kombinasyon
halinde uygulandiginda diistiigii yani ilag dozunun daha az olmasina ragmen ortamdaki

hiicrelerin %50’sini 6ldiirebildigini tespit etmislerdir (Zhao at al. 2018).

BRCA mutasyonlu meme kanseri hiicrelerinde PARP inhibit6rlerinin kullanilmasinin
olumlu etkileri oldugunu 2020 yilinda Keung ve arkadaslari gostermistir. PARP
inhibitorleri tlirlerini ve farkli baglanma afiniteleri olduklarini belirten bu g¢alismada
MDA-MB-231 hiicre hattina uygulanan Rucaparib i¢in hiicre canlilifint %50 altina
indirme dozu 20 uM olarak belirlenmistir (Keung at al. 2020).

Yapilan arastirmalar g6z oOniine alinirsa PARP inhibitorlerinin hiicre proliferasyonuna
etkisinin azzmsanmayacak derecede oldugu ve kombinasyon tedavilerde kullanilan doz
oraninin daha diisiik olmasina ragmen etki gosterebildikleri belirtilmektedir. Olaparib ve
Rucaparib i¢in kombinasyon yapilmasi hem farkli baglanma afinitesi gostermelerinden
dolayr hem de etki dozlarmin farkli olmasi birlikte kullanildiklarinda daha olumlu
sonuclar alinacagina isarettir. Hiicre kosullarinin farkli olmasi, yapilan pasajlamalar ile
hiicre yapilarinda olusan degisiklikler veya ilag yapilarinin tam anlamiyla ayni
olmamasindan dolay1 hiicre proliferasyonu etkileme dozlar1 ve %50 hiicre canliligina etki

etme oranlar1 aynt olmamaktadir.

Olaparib ve Rucaparib i¢in belirlenen dozlarda Western Blot deneyi yapildi ve
kombinasyonlar ilk olarak bu deneyde denendi. Rucaparib i¢in 5 uM ve 10 uM dozlar ile
Olaparib i¢in 10 uM dozu ile kombinasyon tedavileri yapildi. Western Blot deneyinde
p53, p21 ve Bcl-2 protein ekspresyonlarna bakildi. Yaptigimiz deneyde DNA hasari
olusturmak ve buna bagli olarak Apoptozun tetiklenmesi yani hiicre 6liimii istenmektedir.
DNA hasarinin gerceklesmesiyle p53 miktarinda artis beklenmektedir. Aldigimiz
sonuclara bakilirsa 5 UM Rucaparib kullanildiginda p53 miktarinda artis gézlemlenmedi.
Ancak Rucaparib igin 10 pM dozunda gerekli hasar olusturuldugunu ve buna bagli olarak
p53 cekspresyonunda anlamli derecede artis oldugu sOyleyebiliriz. Kombinasyon

uygulanan hicrelerde hem 5 uM Rucaparib ve 10 uM Olaparib dozunda hem de 10 uM
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Rucaparib ve 10 pM Olaparib dozunda p53 ekspresyon seviyesinde kontrol grubuna

kiyasla 6nemli bir artis oldugu tespit edilmistir.

Hicre dongusi kontrol noktasi elemanlarindan olan ve hiicre dongiisiinii durdurabilen
p21, hiicre dongiisinde DNA hasarina verilen tepkinin kaniti olarak gosterilmektedir.
BRCA mutasyonlu bir hiicrede ¢ift zincir kirig1 olusturuldugunda tamir mekanizmasi
devreye giremez ve hicre dongiisiiniin durmasi gerekir. PARP inhibitorleriyle
susturulmus olan PARP proteininden dolay1 da, tek zincir kiriklarini tamir edemez. p21
ekspresyonunda artis beklenir. Hiicre dongiisli hata diizeltilemediginden p53 aktif hale

gelir, p21°i tetikler ve ekpresyonunu arttirir (Shamloo at al. 2019).

Yaptigimiz Western Blot deneyinde ekspresyon miktarina baktigimiz p21, kontrol
grubuna gore 5 pM Rucaparib ve 10 UM Rucaparib dozlar1 uygulanan Orneklerde
ekspresyon artisi tespit edildi. 10 uM Olaparib uygulanan hicrelerde p21 ekspresyonunda
degisiklik gozlemlenmedi. Olaparib icin etkili dozun hiicre canlilik testinde gosterildigi
gibi yiiksek olmasi bunun nedeni olabilir. Olaparib ve Rucaparib kombinasyonlari
uygulanan orneklerde 10 puM Olaparib ile 5 uM Rucaparib ve 10 pM Rucaparib
dozlarmin p21 ekspresyonunda artisa neden oldugu belirlendi. Bu yaptigimiz ¢alismada
Ozellikle kombinasyon uygulanan hicrelerde istenilen DNA hasarinin olusturuldugunu,

hiicre 6liimii i¢in gerekli proteinlerin uyarildigi anlamina gelmektedir.

Zhao ve arkadaslarinin 2018’de yaptig1 ¢alismada MDA-MB-231 hiicre hattinda Olaparib
ile Karboplatin ile BKM120 kombinasyonunun etkilerini aragtirmiglardir. S6z konusu
calismada Olaparib ve Karboplatin uygulanan hucreler ile Olaparib, Karboplatin ve
BKM120 uygulanan hiicrelerde p53 ile p21’in protein eksresyon diizeyleri analiz
edilmistir. Uygulanan Olaparib ve Karboplatin ile hem p53 miktarinda hem de p21
dizeyinde kayda deger bir artisin oldugu belirtilmistir. Ayn1 sekilde kontrol grubu ile
kiyaslandiginda ilaglarin kombinasyonu denendiginde p53 ekspresyonunda ve p21
ekspresyonunda ise istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir (Zhao at al.
2018).

Akridin Oranj-Etidyum Bromiir boyama deneyinde DNA hasari, Apoptoza giden hiicreler

ve Nekroz gerceklesen hiicreler gozlemlenebilmektedir. Akridin boyasi niikleik asitlere
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baglanan bir boyadir. Cift zincirli DNA yesil renkte, tek zincirli DNA ise turuncu renkte
gozlemlenir. Etidyum Bromiir hasar gormiis DNAya baglandig: i¢in 6zellikle hiicrelerde
kirmizi renk goérmeyi beklemekteyiz (Keiser 2002). Yaptigimiz AO-EtBr deneyinde
Olaparib i¢in 1 uM ve 2 UM dozlarinda kirmizi ve turuncu renk gézlemlenmedi. Ancak
morfolojik degisimlere bakilinca 1 pPM Olaparib uygulanan hiicrelerde sisen hiicre
sekilleri gozlemlendi. Nekroz belirtisi olan hiicre sismesi olusan hasar1 ve hiicre 6limiinii
desteklemektedir. 5 uM Olaparib ve 10 uM Olaparib uygulanan hiicrelerde turuncu ve
cekirdekte kirmizi renk gozlemlendi. Hiicrelerde DNA hasar1 olustugu ve Apoptoza giden

hiicrelerde tomurcuklanma basladig1 gézlemlendi.

2019 yilinda Fok ve arkadaslar1 yaptiklar1 calisma ile AZD7648-Radyasyon ve
AZD7648-Doksorubisin kombinasyonlarinin DNA hasar1 etkisini aragtirmiglardir.
Olaparib ile AZD7648 kombinasyonunu da DNA’ya etkisini ve apoptozis etkisini
belirlemek igin  uygulamiglardir. Kombinasyon sonucu hiicrelerin  Apoptoza
stirtiklendigini, DNA hasar1 olustugunu gostermistir. Olaparib’in homolog olmayan

rekombinasyon tamir yontemini engellemede onemli bir segenek oldugu belirtilmistir

(Fok 2019).

Wah Po ve arkadaglar1 2020 yilinda yaptiklart c¢alismada Floksetin maddesini
Adenokarsinoma hiicrelerine uyguladiktan sonra Apoptoz ve Otofaji etkilerine
bakmiglardir. Uygulanan Floksetin’in Apoptoz etkilerini gdzlemlemek icin AO-EtBr
deneyi sonuglar1 almiglardir. Aldiklar1 sonuglarda Floksetin dozu arttikca hiicrelerde
turuncu ve kirmizi rengin arttii, hiicre morfolojilerinin degistigini gdzlemlemislerdir

(Wah at al. 2020).

PARP inhibitorlerinin mekanizmas1 ve yumurtalik kanseri ile ilgili yapilan ¢aligmalari
Zheng ve arkadaslar1 2020 yilinda arastirmislardir. Ozellikle Olaparib, Rucaparib ve
Niraparib’in  DNA hasar1 olusturdugunu ve genom diizensizligi olusturdugunu
gozlemlemislerdir. PARP inhibitdrlerinin kanserli hiicreleri apoptozise ittigini ve DNA

tamir yolaklarini baskiladig1 gézlemlemislerdir (Zheng 2020).

Sonug olarak MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina uygulanan Olaparib-Rucaparib

kombinasyonunun, kisisellestirilmis tedavi i¢in dnemli bir secenek oldugu gosterilmistir.
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Bu kombinasyonun BRCA1/2 mutasyonuna sahip hiicrelerde hiicre 6liimiinii tetikledigi
ve hiicre dongiisiinii inhibe eden p53 ve p21 ekspresyonunda artis gostererek Apoptoza

neden oldugu tespit edilmistir.
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