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hMOB2'NIN KANSER TEDAVISINDEKIi PREDIKTiF ROLUNUN
DESIFRE EDILMESI

OZET

Kanser, hiicrelerin biliyiime, boliinme, farklilasma ve programli 6liimiinde rol oynayan
genlerin mutasyona ugramasi neticesinde proteinlerin islevsizlesmesiyle hiicrelerin siirekli
olarak ¢ogalmasi olarak tanimlanmaktadir. Her yil artan kanser vakalar1 ve kansere bagl
Olim oranlarmin artmast nedeniyle kanser tedavilerinin Onemi ortaya c¢ikmaktadir.
Bireysellestirilmis kanser tedavisine yonelik ¢alismalarda DNA hasar yanit sistemindeki
proteinlerin islevlerinin tanimlanmasi, hiicre dongilisii ve metabolizmasinin islevlerinin
anlasilmasi 6nem arz etmektedir.

Bu tez calismasi ile osteosarkoma U2O0S hiicreleri kullanilarak hMOB2'nin molekiiler
mekanizmas1t ve MCF-7 hiicre hatt1 kullanilarak hMOB2'nin bireysellestirilmis kanser
tedavilerindeki prediktif rolii aragtirtlmistir. hMOB2 proteininin gesitli hiicresel yolaklarda
rol oynayan bilesenler arasindaki sentetik letal etkilesimleri RT-PCR ile belirlenmistir.
DNA hasarina yanit olarak hMOB2 proteininin subselliiler lokalizasyonu ile post
translasyonel modifikasyon statiisiinii RAD51, ATM, 53BP1 ve H2AX ko-lokalizasyonlari
immiinofloresans yontemle belirlenmistir. PARP inhibit6rlerinden olaparib, rucaparib ve
veliparib tedavileri ile MCF-7 hiicrelerinin Kristal viyole yontemi ile canliligi, koloni sag-
kalim analizleri,western blot analizleri, yara iyilesme analizleri, DNA fragmantasyon ve
notral kirmizisi analizleri gergeklestirilmistir.

Calismamizda elde edilen bulgular, hMOB?2 proteininin ¢esitli proteinler ile sentetik letal
etkilesim igerisinde oldugu ve 53BP1 ve H2AX proteinleriyle hasar durumunda ko-
lokalize oldugu tespit edilmistir. hMOB2 defektif MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
PARP inhibitor tedavilerinin hiicre canliligini azalttig1, koloni sag-kalimlarini baskiladig,
hiicre migrasyon yetenegini engelledigi, apoptozisle iliskili proteinlerin ekspresyon
seviyelerini regiile ederek DNA hasarina ve apoptoza neden oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: hMOB2, Bireysellestirilmis Kanser Tedavileri, Olaparib, Rucaparib,
Veliparib.
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DISCOVERING THE PREDICTIVE ROLE OF hMOB2 IN CANCER
TREATMENT

ABSTRACT

Cancer is defined as the continuous proliferation of cells due to the dysfunction of proteins
resulting from mutations in genes involved in cell growth, division, differentiation and
programmed cell death. The increasing number of cancer cases and cancer-related death
rates each year highlight the importance of cancer treatments. In studies focused on
personalised cancer treatment, it is crucial to identify the functions of proteins in the DNA
damage response system and to understand the functions of cell cycle and metabolism.

In this thesis, the molecular mechanism of hMOB2 using osteosarcoma U20S cells and
the predictive role of hMOB?2 in individualised cancer therapies using MCF-7 cell line
were investigated. The synthetic lethal interactions of the hMOB?2 protein with components
involved in various cellular pathways were identified using RT-PCR. The subcellular
localisation and post-translational modification status of hMOB2 protein in response to
DNA damage were determined through co-localizations with RAD51, ATM, 53BP1, and
H2AX proteins using immunofluorescence techniques. The crystal violet cell viability,
colony survival, Western blot, wound healing, DNA fragmentation and neutral red analyses
of MCF-7 cells treated with PARP inhibitors olaparib, rucaparib and veliparib were
performed.

The findings of our study showed that the hMOB2 protein is likely to have potential
synthetic lethal interactions with various celular components and co-localises with 53BP1
and H2AX proteins in response to DNA damage. In hMOB2 defective MCF-7 breast
cancer cells, PARP inhibitor treatments were found to reduce cell viability, suppress colony
survival, inhibit cell migration, and regulate the expression levels of apoptosis-related
proteins, leading to DNA damage and apoptosis.

Keywords: hMOB2, Personalised Cancer Therapies, Olaparib, Rucaparib, Veliparib.
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1. GIRIS

Uluslararast Kanser Arastirma Ajansi tahminlerine gore, 2022 yilinda yaklasik 10 milyon
kisinin kanser kaynakli 6liimiiniin gergeklestigi, yaklasik 20 milyon kisiye de yeni kanser
tanisinin konuldugu tahmin edilmektedir (Bray et al., 2024). Yine ayni ajansin verilerine
gore her 5 kisiden 1’ine yagaminin herhangi bir doneminde kanser tanist konuldugu rapor
edilmistir. Diinya ¢apinda akciger kanserinden kaynakli meydana gelen 6liimlerden sonra
meme kanserinden kaynakli oOliimlerin geldigi bilinmektedir (Bray et al., 2024).
Gilinimiizde kanser vakalarinin artis1 alternatif tedavi stratejilerini olusturmay1 zorunlu
hale getirmektedir. Kanser tedavisinde genel yaklasim olarak cerrahi, radyoterapi ve
kemoterapi gibi yontemler kullanilmaktadir. Fakat bu yontemler kanserli hiicreyle beraber
saglikli hiicrelere de zarar vermektedir. Tedavi noktasinda karsilagilan bu sorunun
coziimiine yonelik bireysellestirilmis kanser tedavileri dnem kazanmaktadir. Gelisen
teknoloji ile birlikte kanser hiicrelerinin genomik ve proteomik profillerinin ¢ikartilmasi
tedavi noktasinda yeni molekiiler biyohedeflerin ve/veya prediktif biyobelirteglerin
tanimlanmasina imkan saglamaktadir. Bu nedenle, bireysellestirilmis kanser tedavisine
yonelik ¢alismalarda DNA hasar yanit sistemindeki proteinlerin islevlerinin tanimlanmasi,
hiicre dongilisi ve metabolizmasinin islevlerinin anlasilmas1 6nem arz etmektedir

(Chambliss and Chan, 2016; Nandal et al., 2017).

TUBITAK tarafindan desteklenen 1195007 no'lu proje kapsaminda gergeklestirilen bu tez
calismasi ile osteosarkoma U20S hiicreleri kullanilarak hMOB2'min molekiiler
mekanizmast ve MCF-7 hiicre hatt1 kullanilarak hMOB2'nin bireysellestirilmis kanser
tedavilerindeki prediktif rolii arastirilmistir. hMOB2’nin s6z konusu prediktif roliiniin
desifre edilmesi kanser hiicrelerinin spesifik olarak elimine edilmesini saglayarak tedavi
yaklagimlarma katki sunacag: diistiniilmektedir. Yapilan tez ¢calismasinin amaci, hMOB2
proteininin ¢esitli hiicresel yolaklarda rol oynayan bilesenler arasindaki sentetik letal
etkilesimlerinin ortaya c¢ikarilmasi, DNA hasarma yanit olarak hMOB2 proteininin
subselliiler lokalizasyonu ile post translasyonel modifikasyon statiisiiniin belirlenmesi ve
son olarak hMOB2’nin meme kanseri hiicrelerinin konvansiyonel ve bireysellestirilmis

tedavi yaklagimlarina olan yanitindaki roliiniin saptanmasidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Kanser

Hiicrelerin kalittim materyali olan DNA, replikasyona ugrayarak genetik bilgiyi nesilden
nesile aktarmakla yiikiimliidiir. Bu baglamda hiicrelerin yiizey/hacim oranlar1 artarak
trilyonlarca hiicrelerin olusumu tetiklenmektedir. Hiicrelerin metabolik siireclerinde
(biiytime, boliinme, 6lim vd.) rol oynayan proteinleri kodlayan genlerin eksojen ve/veya
endojen hasarlara maruziyeti sonrasinda saglikli hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
cogalmasi kanser olarak tanimlanmaktadir (Hanahan et al., 2000). Kontrolsiiz hiicre
cogalmasinin temelinde, DNA tamir mekanizmalarinin islevsizligi sonucu biriken
mutasyonlarin protoonkogenik genlerin aktivasyonunu saglayarak malign tiimorlerin

olusturulmasi yer almaktadir (Medicine, 2009).

2022 yilina ait Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi verilerine gore 20 milyondan fazla
yeni kanser vakasi ve bu kanserlerden kaynaklanan Gliimlerin ise 9.7 milyondan fazla
oldugu bildirilmistir. Akciger kanseri en sik teshis edilen kanser tiirii olup tiim kanser
vakalarinin %12,4’linii olusturmaktadir. Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii meme
kanseri olup tiim kanser vakalarinin %11,6’sin1 olusturmaktadir.Yapilan istatistik analiz ile
meme kanserinin kadinlarda en yaygin kanser tiirii oldugu yinelenmistir (Bray et al., 2024).
Elde edilen verilere bakildiginda, klinikte meme kanseri tedavisinin daha basarili bir
sekilde gerceklesmesi i¢in yeni yaklasim ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesi 6nem arz
etmektedir. Son yillarda meme kanseri tedavisine yonelik yapilan calismalarla meme
kanserinin genetik nedenlerinin anlasiimasi noktasinda basarili adimlar atilmistir. Ozellikle
BRCAL ve BRCAZ2 genlerinin genetik olarak klonlanmasi sonucunda BRCA1 ve BRCA2
gen Urtinlerinin DNA c¢ift zincir kirigr tamir mekanizmalarindan biri olan homolog
rekombinasyon tamir mekanizmasindaki islevleri tizerinde detayli ¢aligmalar yapilmistir.
Yapilan galismalar neticesinde BRCAL/2 proteinlerinin islevsizligi genomik kararsizliga
neden oldugu ve bununla beraber neoplastik transformasyona sebebiyet verdigi

saptanmustir (Tung et al., 2018; Jonsson et al., 2019).



Kanser hiicrelerinin kontrolsiiz bolinmesi zamanla normal hiicrelerinde neoplastik
transformasyona ugramasina neden olmaktadir. Neoplastik transformasyon diginda kanser
hiicreleri, metastaz gelisimi, biiylime sinyalleri etkisizlestirme, replikasyon sinyallerinin
stirekliligi gibi birgok ayirt edici 6zellik igermektedir (Hanahan and Weinberg, 2011).
Kanser hiicrelerini saglikl hiicrelerden ayiran kontrollii hiicre 6liimiinden kagis, invazyon
yetenegi, yeni damar olusturma ve immiin sistemlerden kacis gibi diger 6zellikler kanser
hiicrelerinin hayatta kalmasin1 desteklemektedir. Yapilan son ¢alismada kanserin ayirt
edici ozelliklerine ek olarak genomik kararsizlik, metabolizma degisiklikleri ve artan

inflamasyon farkliliklar1 da eklenmistir (Hanahan, 2022) (Sekil 1.1).
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Sekil 2.1. Kanserin Ayirt Edici Ozellikleri ((Hanahan, 2022)'den modifiye edilmistir)

Kanser hiicrelerinin karmasik yapilar1 ve saglikli hiicrelerden ayirt edici 6zellikleri goz
oniine alindiginda, kanser tedavi stratejilerinin hayati 6nemi ortaya ¢ikmaktadir. Kanser
tedavisine yonelik yapilan yeni yaklagimlar bireysellestirilmis kanser tedavi stratejilerinin
gelistirilmesini saglamistir. S6z konusu tedavi yaklasimlar neticesinde kanser hiicreleri
yiiksek derecede hedeflenmekte olup konvansiyonel tedavilere gére daha az yan etkiye
neden olarak basar1 oranini arttirmaktadir. Mevcut tedavi yontemlerinin cevap vermedigi
hasta profillerinde, kisiye Ozel olarak gelistirilen kiiciik molekiil inhibitorler veya
antikorlarin klinikteki basarilar1 dikkat ¢ekmektedir (Savas et al., 2016). Sonug¢ olarak



meme kanserine yonelik gelistirilen genetik, epigenetik ve proteomik tedavi stratejilerinin
standart kanser tedavilerine kiyasla dnemli bir basar1 elde ettigi ayn1 zamanda hastalarin
bireysellestirilmis kanser tedavilerine verecegi yanitin takip edilebilir olmasi klinik

basarinin artmasina neden olacaktir (Tung et al., 2018).

2.2. DNA Hasar Yamit Mekanizmasi

DNA, endojen ve eksojen kaynakli birgok hasara maruz kalmaktadir. Replikasyon stresi,
yanlis baz eslesmesi, telomerlerin kisalmasi, baz kayiplari, oksidatif stres, iyonize
radyasyon ve anti-kanser ilaglari DNA hasarina sebep olmaktadir (Lindahl and Barnes,
2000). Memeli hiicrelerinde, genomik stabiliteyi tekrar diizenlemek igin DNA hasari
meydana geldiginde hasarin tespiti, iletimi ve tamirini saglayan olduk¢a karmasik bir DNA
hasar yanit (DDR: DNA damage response) mekanizmasi bulunmaktadir (Ciccia et al.,
2010; Gundogdu et al., 2021; Jackson and Bartek, 2009). Metabolizma sirasinda olusan
genomik hasarin onarilmasi amaciyla ilk olarak, G1/S, intra-S ve G2/M hiicre dongiisii
kontrol noktalar1 aktiflestirilerek hiicre dongiisii aninda durdurulmaktadir. DNA’da
meydana gelen endojen ve eksojen hasarlarin tek baz degisimlerine, DNA tek zincir
kiriklart ve DNA ¢ift zincir kiriklarina neden oldugu bilinmektedir (Bartek et al., 2007;
Deckbar et al., 2011; Wahl et al., 1997). Ayn1 zamanda saglikli bir hiicrenin giin i¢erisinde
binlerce DNA tek zincir kirigina ve yaklagik 50 adet DNA ¢ift zincir kirigina maruz kaldig:
bilinmektedir (Vilenchik and Knudson, 2003). DNA’da meyadana gelen ¢ift zincir
kiriklari, DNA hasar1 neticesinde biriken tek zincir kirigi, eksojen kaynakli hasarlar ve
DNA hiicresel metabolizma siirecinde meydana gelen mutasyonlar nedenleriyle olustugu
saptanmistir (Khanna and Jackson, 2001; Lindahl and Barnes, 2000). Olusan DNA ¢ift
zincir kiriklar1 genel olarak homolog rekombinasyon tamir (HRR: homologous
recombination repair) ve homolog olmayan ug¢ birlesmesi (NHEJ: non-homologous end
joining) mekanizmalariyla onarildigi bilinmektedir (Goldstein and Kastan, 2015). S6z
konusu mekanizmalarla DNA hasarinin tamirinin ger¢eklesmedigi durumlarda hiicreler
yaslanma evresine alinmakta veya programli 6liim mekanizmalariyla elimine edilmektedir.
Hiicresel metabolizmanin regiilasyonunun bozulmasi durumunda DNA tamir ve 6liim
mekanizmalar1 tam olarak islevlerini yerine getirememektedir. Bu durumda genomda

biriken mutasyonlar neticesinde metabolizmada genomik kararsizlik olugsmakta olup



tiimorojenitenin artmasina neden olmaktadir (Ciccia et al., 2010; Goldstein and Kastan,
2015; Jackson and Bartek, 2009).

2.2.1. DNA Onarim Sistemleri

Genetik materyal, yanlis baz eslesmesi, oksidatif stres, telomer kisalmasi gibi endojen ve
iyonize radyasyon, ultraviyole 15181, agir metaller gibi eksojen kaynakli tehditlere maruz
kalmaktadir. DNA maruz kaldig1 hasarlar1 ortadan kaldirmak i¢in DDR onarim sistemine

sahiptir (Toy vd., 2022).

DNA, endojen veya eksojen hasara maruz kaldiginda yapisindaki baglarin degisimi
ve/veya doniisiimii sebebiyle mutasyonlar meydana gelmektedir. Mutasyonlarin birikmesi,
timor baskilayict genlerin inhibisyonuna ve protoonkogenlerin aktivasyonu neticesinde
hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasina neden olmaktadir (Hoeijmakers, 2009; Morita et al.,
2010). Ortaya ¢gikan genomik kararsizligin onarimi igin hasar, UV kaynakli veya pirimidin
dimerleri seklinde meydana gelmisse fotoreaktivasyon yada MGMT (O6-Metilguanin-
DNA-Metiltransferaz) ile onarimi gergeklestirilir. Fotoreaktivasyon ile onarim bakteri ve
bitkilerde goriilmekle birlikte 6karyotik hiicrelerde bulunmamaktadir (Sancar et al., 2004).
MGMT onarimi ise, Sistein amino asidi varliginda DNA bulunan alkil gruplarinin
cikarilmasi saglanarak olasi alkilleyici ajanlardan korunma saglanmaktadir (Hansen et al.,

2007; Slupphaug et al., 2003).

Baz eksizyon onarimi (BER), alkillenmis ve oksitlenmis bazlarin tamiri bu sistem ile
gergeklesmektedir. Glikozilaz enzimi varliginda DNA’da bulunan hasarli bazlarla
etkilesim sonucu ilgili bolgedeki glikozidik bag kesilmektedir. Hasarl1 bazin ¢ikarildigi
boélgeye yeni bazlarin eklenmesi ile onarim tamamlanmaktadir (Kumar et al., 2020; Lee
and Kang, 2019). Niikleotit eksizyon onarimi (NER), DNA’ da meydana gelen biiyiik capl
hasarlarin onarilmasi sistemidir (Sekil 2.2). NER mekanizmas1 genel olarak; DNA
hasarmin taninmasi, hasarli oligoniikleotit fragmentinin kesilmesi, ilgili bolgenin DNA
polimerazlar tarafindan doldurulmasi ve ligasyon basamaklarindan olusmaktadir (Jeppesen
etal., 2011).
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Sekil 2.2. Baz eksizyon onarimi ve Niikleotit eksizyon onarim sistemleri (T.-H. Lee and Kang, 2019)

DNA’nin endojen veya eksojen kaynakli hasara ugramasi sonucu olugan DNA ¢ift zincir
kiriklari, homolog rekombinasyon ve homolog olmayan uglarin birlestirilmesi
mekanizmalariyla tamir edilmektedir. HR tamir sistemi, hiicre dongiisiiniin S evresinin
sonlarinda ve G2/M evrelerinde aktif olarak DNA hasar onarimini gergeklestirirken, NHEJ
tamir sistemi ise hiicre dongiisiiniin tiim evrelerinde aktif olarak DNA hasar onarimini
gerceklestirmektedir (Chapman et al., 2012; Ciccia et al., 2010; Goodarzi and Jeggo, 2013;
Jasin and Rothstein, 2013; Krejci et al., 2012).

Homolog rekombinasyon ¢ift zincir kirigi tamirinden sorumludur. DNA’da bulunan iki
zincirden birinin kalip olarak kullanilmasi ile onarim gerceklesmektedir. HR esnasinda
kardes kromatitteki bilginin dogrudan kopyalanmasi sonucunda bilgi kaybi
gerceklesmeyerek onarim saglanmaktadir. DNA’da meydana gelen eksojen kaynakli veya
biriken tek zincir kiriginin ¢ift zincir kirigina doniismesi sonucunda meydana gelen hasarin
ilk tespiti DNA histon proteini H2AX’in aktivasyonuna neden olmaktadir. Aktive olmusg
DNA histon proteini y-H2AX olarak adlandirilmaktadir. Daha sonra y-H2AX, DNA hasar
sensorii olan MRN heterotrimerik kompleksinin aktivasyonu ile hasarm aninda tespit
edilmesi saglanmaktadir (Syed and Tainer, 2018; Tisi et al., 2020). MRN kompleksi,
MRE11, NBS1 ve RADS50 proteinlerinin bir araya gelmesiyle olusmaktadir. Hasar

tespitinin ardindan MREI11 proteinin ile CtIP endoniikleaz enzimi etkilesim saglayarak



hasara ugrayan uglara centik agmaktadir. Kirik ucglar RAD50 tarafindan stabil hale
gelmektedir. NBS1 proteinin vasitasiyla da ATM kinazin aktivasyonu saglanmaktadir.
Ayn1 zamanda NBS1 proteini ATM kinazin hasarli kromatin bolgesine tasinmasinda gérev
aldig1 bilinmektedir (Ciccia et al., 2010; Goodarzi and Jeggo, 2013; Jasin and Rothstein,
2013). MRE11 tarafindan atilan ¢entikten sonra EXO1 proteininin bdlgeye gelmesiyle tek
zincir stabilizasyonu saglanmaktadir. EXO1 ve DNA2 tarafindan tek zincirin kesilmesinin
ardindan, RPA (RPA70-RPA32-RPA14) protein kompleksi ilgili bolgeye gelerek zinciri
nikkleaz aktivitesine karsi korumaktadir. Daha sonra BRCA1-PALB2-BRCA2
kompleksleri tarafindan RADS51 rekombinazin hasarli bolgeye yiiklenmesi gergeklestirilir.
RADSI1 proteini hasarli bolgeye yiliklenince RPA kompleksi ortamdan uzaklastirilir.
RADS51 rekombinaz, niikleoprotein filamenti olusturarak kardes kromatidi istila ederek
gerekli bilgiler kopyalanmaktadir. Ardindan DNA polimeraz tarafindan zincir uzatilarak
DNA ¢ift zincir kirigi tamiri gergeklestirilmektedir (Chapman et al., 2012; Jasin and
Rothstein, 2013; Krejci et al., 2012; Meyer et al., 2020).

Homolog olmayan uglarin birlestirilmesi (NHEJ), hiicre dongiisiiniin tiim asamalarinda
aktif olarak caligmaktadir. NHEJ onarim sisteminde meydana gelen hasarin bolgeden
kesilip ¢ikartilmasi s6z konusu oldugundan bilgi kayb1 olmaktadir. DNA c¢ift zincir kirig1
esnasinda hasar tespit proteinleri Ku70 ve Ku80 aktive olmaktadir. Ardindan DNAPK
fosforile olmaktadir (Sekil 2.3). Fosforillenmis DNAPK tarafindan artemis proteini
fosforile edilmektedir. Artemis proteini hasarli bolgedeki zincirin uglarim1 kesmektedir.
Kesim igleminin ardindan ilgili bolgeye gelen XRCC4, Lig4 ve XLF protein kompleksleri
kesilen uglar1 birlestirerek hasari onarmaktadir (Chaplin et al., 2021; Patterson-Fortin et
al., 2022).
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Sekil 2.3. DNA ¢ift zincir kirigi onarim sistemleri (Lans et al., 2012)

Kanser hiicrelerinin tedavisinde yeni faktorlerin belirlenmesine yonelik yapilan
caligmalarla, DNA hasar yanit mekanizmalarinin yetersiz kaldigr durumlarda terapotik
hedefler ile basarinin artacag diistincesi son yillarda ilgi ¢ekici bir hal almaktadir (Cleary
et al., 2020; Huang et al., 2020; Jackson and Helleday, 2016; Nickoloff et al., 2017,
O’Connor, 2015). DNA hasar yanit ve HR tedavileri baglaminda sentetik letalite kavrama,
DNA hasar1 durumunda farkli yolaklarda iglev goren iki faktoriin eksikliginin kombine
edilerek hiicre toksisitesinin artmasiyla birlikte hiicre 6liimiine neden olmasi, hiicrelerin
s0z konusu metabolizmada sadece bir tane eksikligin olusmasi ise hiicre sag-kalimini
desteklemesi seklinde tanimlanmaktadir (Giovannini et al., 2019; Lord et al., 2015) (Sekil
2.4). DNA tek zincir kir1g1 tamirinde rol oynayan PARP enzimleri DNA hasar1 durumunda
kendi PAR zincirlerinin aktivasyonunu saglayarak hasarin aninda tespit edilmesi ve ilgili
proteinlerin hasarli bolgeye intikalini regiile etmektedir (Dréan et al., 2016; Lord et al.,
2015). Bulunla beraber DNA’da meydana gelen ¢ift zincir kiriklarinin tamirinde gorev alan
HR mekanizmasinin (Goodarzi and Jeggo, 2013) yetersiz veya islevsiz kaldigi durumlarda

ilgili hiicrelerin PARP inhibisyonuna kars1 yiliksek hassasiyet sergiledigi rapor edilmistir



(Bryant et al., 2005; Farmer et al., 2005). BRCAL1/2 proteinlerinin 6zellikle HR
mekanizmasinda 6nemli roller icra ettikleri bilinmektedir (Buisson et al., 2010; Deans and
West, 2011; Densham et al., 2016). HR mekanizmasi tam olarak islev gormeyen homozigot
BRCAL/2 mutasyonlu kanser hiicreleri, heterezigot veya normal BRCA1/2 allellerine sahip
hiicreler kiyaslandiginda ilgili mutasyona sahip kanser hiicrelerinin PARP inhibisyonlarina
kars1 yiiksek hassasiyet gosterdikleri tespit edilmistir (Bryant et al., 2005; Farmer et al.,
2005). Klinikte basarili bir sekilde kullanilmakta olan ve kullanimi yayginlasan PARP
inhibitorlerine kars1 hastalarin de novo veya zamanla direng kazandigi tespit edilmistir

(Pettitt et al., 2018).
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Sekil 2.4. Sentetik letalite mekanizmasi (Toy vd., 2022)

2.3. PARP ve PARP inhibitorleri

Hiicresel mekanizmada DNA tek zincir kirik tamirinde rol oynayan PARP (poli [ADP-
riboz] polimeraz) protein ailesi, 17 adet enzimden olugmaktadir (Ashworth et al., 2018;
Sonnenblick et al., 2015). PARP proteini ¢ogunlukla PARP ailesine ait olan 113 kDA
agirligindan olusan PARP1 adi verilen polipeptid ile katalizor gorevi gérmektedir. PARP1,
DNA’da meydana gelen tek veya cift zincir kiriklarinda asir1 bir sekilde afiniteyle
baglanmaya yardimci olan DNA-baglanma domaini (DBD) barindirarak iki ¢inko parmak
ismi verilen modeli olusturmaktadir. Reaksiyonda substrat olarak NAD+ gorev alarak

parcalanan nikotinamid ADP-ribozil kismi hedef proteinin glutamat veya yan zincirlerine
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aktarilmaktadir (Biirkle et al., 2005). DNA’da meydana gelen tek zincir kirigi sonucunda,
DNA’y1 tamir etmek igin proteinler, PARP enzimleri tarafindan hasarin etrafina
toplanmaktadirlar (Lord et al., 2015). Metabolizmada meydana gelen DNA ¢ift zincir
kiriklarinin onarilmasinda gorev alan HR mekanizmasinin defektif oldugu hiicrelerde
PARP inhibisyonuna karsi hassasiyet gosterdikleri saptanmistir (Ciccia et al., 2010;
Goodarzi and Jeggo, 2013). PARP’mn inhibisyonu sonucunda, DNA’da meydana gelen tek
zincir kiriklar1 birikmekte ve 6zellikle hiicre dongiisiiniin S sathasinda yiiksek oranda HR
mekanizmasi ile tamir edilen DNA ¢ift zincir kiriklarina doniismektedir. DNA c¢ift zincir
kirig1 tamir mekanizmasinin tam olarak islev gérmedigi hiicrelerde apoptoz yani programli
hiicre 6liimii meydana gelebilmektedir (Ciccia et al., 2010). Ayrica, kimyasal inhibisyon
neticesinde PARP enzimleri kromatin istiinde asili bir sekilde kalmaktadir. PARP
tuzaklanmasi (Ing. PARP trapping) olarak isimlendirilen bu durum, DNA
metabolizmasinin isleyisi (transkripsiyon, replikasyon, DNA tamiri vd.) agisindan engel
teskil etmekte ve sonug¢ olarak DNA hasarina neden olmaktadir (Sekil 2.4). Yapilan
caligmalarda, PARP'n kiiclik molekiil inhibitérler vasitasiyla kimyasal inhibisyonunun
siRNA vasitasiyla genetik inhibisyonundan daha sitotoksik etki gdstermesi s6z konusu

hipotezi giiclendirmektedir (Murai et al., 2012).
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Sekil 2.4. PARP mekanizmasi (Bruin et al., 2022)
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Bireysellestirilmis kanser tedavileri noktasinda PARP enzim inhibisyonu ile klinikte
onemli basarilar elde edilmistir. Cok sayida kiigiik molekiill PARP inhibitorleri (6rn.
olaparib, rucaparib, veliparib vd.) kullanilarak PARP enzim inhibisyonu ile monoterapi,
radyoterapi ve/veya kemoterapi ile kombinasyonu seklinde klinik 6ncesi ve klinik agidan
sonuclar degerlendirilmektedir. PARP inhibitorlerinin, klinik 6ncesi ve klinik ¢alismalarda
stkga kullanildigi bilinmektedir. Suana kadar c¢alisilan PARP inhibitorleri, olaparib,
rucaparib, veliparib, pamiparib, fluzoparib ve talozoparib olarak siralanabilmektedir.
PARP inhibitérlerinden olaparib (Lynparza), Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) ve
Avrupa Ilag Dairesi (EMA) tarafindan onay verilen ilk PARP inhibitorii olma &zelligini
tagimaktadir. S6z konusu onaylar, 2014 yilinda ileri evre kalitsal BRCA-mutant yumartalik
kanseri hastalarinin tedavisine yonelik yapilan ¢aligma ile verilmistir (Kaufman et al.,
2015). Olaparib, 2018 yilinda BRCA-mutant HER2-negatif meme kanseri hastalari, 2019
yilinda BRCA-mutant metastatik pankreas kanseri hastalar1 ve 2020 yilinda HR-defektif,
metastatik ve kastrasyon-direngli prostat kanseri hastalarinin tedavileri i¢in onay aldig
bilinmektedir (de Bono et al., 2020; Golan et al., 2019; K. Moore et al., 2018; Robson et
al., 2019). Bir diger PARP inhibitorlerinden Rucaparib (Rubraca) ise 2016 yilinda ileri evre
kalitsal veya somatik BRCA-mutant yumurtalik kanseri hastalarinin tedavisi igin onay
aldigr bilinmektedir (Oza et al., 2017). Bununla birlikte, 2020 yilinda BRCA-mutant
metastatik kastrasyon-direngli prostat kanseri hastalarmin tedavileri i¢in onay aldigi
bilinmektedir (Abida et al., 2019). Talazoparib (Talzenna) ve Niraparib (Zejula) kanser
tedavileri i¢in onay alan bir diger PARP inhibitorleridir (Ettl et al., 2018; Gonzalez-Martin
et al.,, 2019; Mirza et al., 2016; Moore et al., 2019). Pamiparib, 2021 yilinda beyin
tiimorlerinin tedavisinde kullanilmak tizere FDA tarafindan onay aldigi bilinmektedir
(Markham, 2021). Fluzoparib ise 2021 yilinda yumurtalik kanseri hastalarimin tedavisi i¢in
onay almistir (L. Li et al., 2021). Veliparib (Baxter et al., 2020) molekiilii i¢in ise klinik
arastirmalarin devam ettigi bilinmektedir. Su ana kadar gelistirilen PARP inhibitorleri
arasinda talazoparibin PARP-tuzaklama kapasitesinin en yiiksek oldugu, veliparibin ise
diger PARP inhibitorlerine kiyasla ¢ok daha sinirl tuzaklama yapabildigi saptanmistir
(Pilié¢ et al., 2019). PARP inhibitorlerinin kullanimi1 klinik 6ncesi ve klinik sonrasi
tedavilerde iyi sonuglar saglamis olsa da ilaca kars1 olusturulan direng neticesinde klinikte
tedavi basarisini olumsuz etkilemektedir (Bitler et al., 2017.; D’ Andrea, 2018).
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2.4. Hiicre Dongiisii ve Regiilasyonu

Hiicrenin biliyiimesi, gelismesi ve boliinme sathalarinin gergeklestigi kompleks siirece
hiicre dongiisii ad1 verilmektedir. Hiicre dongiisliniin temelinde, DNA replikasyonu ile
genetik materyalin iki katina ¢ikartilmasi ve ayni 6zelliklere sahip iki yeni yavru hiicre
Olusumu yer almaktadir. Bir hiicrenin bdliinme yetenegi kazanabilmesi icin yeterli
biiyiikliige ulasmasi ve disaridan boliinme sinyallerini almasi1 gerekmektedir (Matthew et

al., 2024; H. Yin et al., 2019).

Hiicre boliinmesi iki ana safhadan olugmakta olup memeli hiicrelerde yaklasik 16 saat
stirmektedir. Hiicre boliinmesinin ilk agamasi interfazin G1 evresinde gerceklesmektedir.
G1 evresi, hiicrenin boliiniip boliinmeyecegine karar vermektedir. Hiicre bdliinmesi i¢in
hazirlik sathasi olan G1 evresinde eger hiicre boliinmek i¢in yeterli biiylikliige sahip degilse
hiicreyi GO denilen dinlenme evresine gondermektedir. Hiicreye bolinme sinyali
geldiginde ise GO evresinden ¢ikarak hiicre dongiisiine girebilmektedir (Chen, 2016; Sun
et al., 2018). G1 evresi, DNA sentezi igin gerekli proteinlerin ve RNA’nin sentezlendigi
sathadir. S evresinde ise DNA miktar1 iki katina ¢ikartilir. RNA sentezi ve protein
sentezleri devam etmektedir. DNA replikasyonu gergeklestikten sonra G2 safhasinda mitoz
boliinme i¢in hazirlik yapilmaktadir. Mitoz boliinme 4 ana sathadan olusmakta olup
bunlarin; profaz, metafaz, anafaz ve telofaz oldugu bilinmektedir (Sekil 2.6). Bu safhalarda
sentrozomlar olusturulur, kromozomlar kisalip kalinlagsmakta, kardes kromatitlerin
kutuplara cekilerek sitokinez sonucunda iki ayni 6zellikte olan yavru hiicre meydana

gelmektedir (Carlton et al., 2020; H. Li et al., 2016; Sun et al., 2018).
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Sekil 2.6. Hiicre dongiisii sathalar1 (Alberts et al., 2008)

Hiicre dongiisii kompleks asamalardan olugmakta olup bir¢ok kontrol noktasi
barindirmaktadir. Evrimsel olarak tiim canlilarda korundugu bilinen kontrol noktalari,
interfaz evresinin G1, S ve G2 fazlarinda bulunmaktadir. Interfaz evresindeki kontrol
noktalarinda DNA sentezinin diizgiin gergeklesip gerceklesmedigi kontrol edilmektedir.
Mitoz safhasindaki kontrol noktasinda ise kromozomlarin dogru dizilimi, eksiksiz
boliinmenin kontrolii saglanmaktadir (Chen, 2016; Gupta et al., 2018). Hiicre dongiisii
kontrol noktalar1 siklinler ve siklin bagimli kinazlar tarafindan regiile edilmektedir.
Siklinler ve siklin bagimli kinazlarin (CDK) bir araya gelerek olusturduklar: kompleksler
temel kontrol sistemlerini olusturmaktadir. Hiicre dongiisii sathas1 boyunca siklinlerden A,
B, D ve E aktif rol oynamakta, CDK’lerden ise CDK 1, CDK2, CDK4 ve CDK6 aktif olarak
rol oynamaktadir (Ullah et al., 2019; Wenzel and Singh, 2018). Hiicre dongiisiiniin kontroli
i¢in ilk iiretilen siklin ¢esidinin siklin D oldugu bilinmektedir. Siklin D, CDK4 ile bir araya
gelerek olusturduklar1 kompleks vasitasiyla retinoblastoma proteini fosforile edilmektedir.
Retinablostomanin fosforilasyonu ile E2F aktive edilerek siklin E CDK2 kompleksi
olusturulur. Olusturulan bu kompleks hiicrenin G1 evresinden S evresine gecisini
diizenlemektedir. Siklin D CDK4/6 kompleksi ve siklin E CDK2 kompleksi hiicre

dongiisiiniin tamamlanmasinda rol oynamaktadir (Weinberg, 1995; Weinstein et al., 2015).
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Siklin A CDK2 kompleksi S evresinin regiilasyonunu saglamaktadir. Siklin B CDKI1
kompleksi ise mitoz sathasina geg¢is noktasinin kontroliinii iistlenmektedir. Hiicre
dongiisiiniin kontrol noktalarinda herhangi bir sorun tespit edilmesi durumunda ilk olarak
hiicre dongiisii durdurulur. Hasar tespit proteinlerinin aktivasyonu saglanarak hasarin
onarimi gerceklestirilir. Olusan hasar onarilamazsa apoptotik yolaklarin aktivasyonu ile

hiicre elimine edilmektedir (Sherr and Bartek, 2017) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Hiicre dongiisii kontrol noktalar1 (Dalton, 2015)

2.5. Apoptozis Mekanizmasi

Apoptozis terimi ilk kez hiicre oliimiiniin morfolojik olarak farkliligini anlatmak icin
kullanilmistir (Kerr et al., 1972). Programli hiicre 6lim mekanizmasi olan apoptozis,
hasara ugramis, boliinme yetenegini kaybetmis veya siirekli boliinme egiliminde olan
hiicrelerin eliminasyonunu saglamaktadir. Apoptozis mekanizmas: ile elimine olacak
hiicrelerde ilk olarak su kaybiyla birlikte biliziisme meydana gelmektedir. Akabinde,
cekirdegin pargalanmasi ile birlikte hiicresel komponentlerin yogunlagsmasi goriilmektedir.
Yogunlasmanin ardindan  apoptotik  cisimciklere parcalanarak  eliminasyonlari
gerceklestirilmektedir (Chaabane et al., 2013; Marino et al., 2014). Hiicrede meydana gelen
endojen velveya cksojen kaynakli DNA hasarlari, oksidatif stres ve biiyiime
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hormonlarindaki azalmaya bagli olarak apoptozis mekanizmasi tetiklenebilmektedir.
Hiicrelerde meydana gelen bu siire¢ iki farkli biyokimyasal apoptozis yolag: ile regiile
edilmektedir. Bu programli 6liim yolaklar1 dissal ve igsel yolak olarak siniflandirilmaktadir
(Adams and Cory, 2001; Danial et al., 2004).

Ekstrinsik (Digsal) apoptozis, hiicre zarinin dig kisminda var olan reseptorlere disardan
gelen 6liim sinyallerinin baglanmasi aracilifiyla gerceklesmektedir. Oliim reseptorleri
kaspaz kaskadini aktiflestirerek hiicrelerin programli bir sekilde eliminasyonunu
saglamaktadir. Hiicre zar1 yiizeyinde bulunan reseptorler TNF (Tumor necrosis factor) gen
ailesine mensup olup yapilarinda 6liim domaini bulunmaktadir. Oliim domainlerinin gorevi
ise hiicre disindan gelen 6liim sinyallerini hiicre icine iletmektir. Gelen 6liim sinyalleri
kaspazlarin aktivasyonunu saglayarak DNaz enzimi araciligiyla hiicrelerin programli

olimi gergeklesmektedir (EImore, 2007).

Mitokodriyal yolak olarak da bilinen intrinsik (igsel) apoptozis, hiicre i¢i sinyaller
aracihifryla regiile edilmektedir. Igsel yolak, hiicre icerisinde meydana gelen viral
enfeksiyonlar, DNA hasar1 ve bir¢ok hiicresel stres sonucunda aktive olmaktadir.
Apoptozise ugrayacak olan hiicrenin mitokondri dis zarinda meydana gelen biyokimyasal
reaksiyonlar sonucunda zar gegirgenligi artarak por olusumu goézlenmektedir. Bir takim
protein gruplart olusan bu porlardan sitozole salinarak icsel apoptozis mekanizmasinin
aktivasyonunu saglamaktadir. Mitokondri porlarindan salinan sitokrom c, sitozolde Apaf-
1 proteinine baglanarak apoptozom kompleksini meydana getirmektedir. Apoptozom
kompleksi, pro kaspaz 9’un aktivasyonunu saglamaktadir. Aktif kaspaz 9 ise kaspaz 3 i
aktiflestirmektedir. Aktif kaspaz 3, kaspaz aktive edici DNaz1 (CAD) aktiflestirerek
kromatin yogunlagsmasiyla birlikte DNA’nin niikleozomal alt birimler halinde
fragmantasyonu gerceklestirilir (Sekil 2.8). Ozetle, mitokondri dis zarmin gecirgenliginin
artmast ve bunu takip eden kaspaz akisi sayesinde hiicre igerisinde intrinsik yolak

tamamlanmis olmaktadir (ElImore, 2007; Fan et al., 2005; Susin et al., 1997).

Bcl-2 ailesi i¢sel apoptoz yolaginin 6nemli bir diizenleyicisi olarak gorev almaktadir. Bel-
2 ailesi tiyeleri homoloji domainleri (BH) igererek apoptotik siirecin diizenleyici olarak
pro-apoptotik proteinler (BAX, BAK et al.), anti-apoptotik proteinler (Bcl-2, Bcl2A1, Bcl-
2xL vd.) ve sadece BH3 domaini igeren (NOXA, PUMA, BAD vd.) proteinler olarak
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siniflandirilir (Adams and Cory, 2018; Czabotar et al., 2014). igsel yolakta olusan oksidatif
stres, yetersiz sitokin aktivitesi ve sitotoksik ila¢g maruziyeti gibi durumlarda Bcl-2 pro-
apoptotik markerlerin ekspresyonu artarak programli hiicre 6liimii ger¢eklesmektedir.
Ozellikle BAX ve BAK proteinlerinin asir1 ekspresyonu ile mitokondri por yapisi
bozularak sitokrom c gibi apoptoz aktivator proteinlerin salinimi gergeklestirilir. Ardindan
apoptotik siire¢ tamamlanmaktadir. Bcl-2 proteinlerinin 6zellikle i¢sel apoptozis de kilit
rol oynadig bilinmektedir. Pro-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin aksine anti-apoptotik Bcl-2
proteinleri apoptozisi baskilamaktadir. Anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin  asir
aktivasyonu hiicre sag-kalimini destekledigi gibi ila¢ direncide olusturmaktadir. Anti-
apoptotik Bcl-2 protein ailesinin tyelerinden biri olan BCL2A1 proteininin, kanser
hiicrelerinde gelisen anti-proliferatif etkinin ortadan kaldirilmasinda rol oynayarak kanser
hiicre sag-kalimini destekledigi bilinmektedir (Al-Bedeary et al., 2020; Garcia-Aranda et
al., 2018; Tzifi et al., 2012).
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Sekil 2.8. Igsel ve Digsal apoptozis mekanizmasi (Yu et al., 2023)
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2.6. Hippo Sinyal Yolag:

Hippo sinyal yolagi, merkezi bir diizenleyici olarak doku homeostazi ve organ
biiyiikliigiiniin  kontroliinii saglamaktadir. Hippo sinyal yolagimin kesfi Drosophila
Melanogaster model organizmasinin Warts gen kaybi {izerine yapilan c¢aligmalarla
bulunmustur (Justice et al., 1995; Xu et al., 1995). Salvador (Sav), Hippo ve Mob
genlerinde olusan mutasyonlar neticesinde, apoptosis mekanizmasi engellenerek asir1 doku
biiyiimesiyle tiimor olusumu tetiklenmektedir (Huang et al., 2005; Kango-Singh et al.,
2002). Hiicre i¢i ve dis1 sinyallerin alinmasi, doku yeniden diizenlenmesi, doku-organ
biitiinliigiinlin korunmasi gibi bir¢ok temel faktorlerin regiilasyonu hippo sinyal yolagi
tizerinden gerceklesmektedir. Transkripsiyon ko-aktivatorlerinden YAP ve TAZ hippo
sinyal yolagi fosforilasyonunu ve inaktivasyonunu diizenlemektedir. YAP-TAZ
aktivasyonu ile ¢ok sayida hastalik iligkilendirilmistir (Meng et al., 2016; Mo, 2017).
Hippo sinyal yolaginin memelilerdeki temel bilesenlerinden memeli Ste20 benzeri kinazlar
(MST1/2), tiimor baskilayict kinazlar (LATS1/2), adaptor proteinlerden SAVI, MOB
kinaz aktivatorii (MOB1A/B) ve mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAP4K1-7) gibi
bir¢cok faktér bu yolagin diizenlenmesinde gorev almaktadir (Meng et al., 2016). Genel
olarak hippo sinyal yolagi, fosforilasyona dayali bir diizenleme yaparak hiicre regiilasyonu,
hormonal sinyaller ve YAP-TAZ aktivitelerinin kontroliinii saglamaktadir (Yu et al., 2015)
(Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Hippo sinyal yolagi (Fu et al., 2022)

2.6.1. MOB2 Proteini

MOB (Ing. monopolar spindle-one-binder proteins) protein ailesi insan hiicrelerinde
hMOB1/A (human MOB1A), hMOB1B, hMOB2, hMOB3A, hMOB3B, hMOB3C ve
hMOB4 MOB proteinleri kesfedilmistir (Gundogdu and Hergovich, 2019) (Sekil 2.10).
Okaryot hiicrelerde yiiksek oranda korundugu bilinen MOB proteinlerinden hMOB2
niikleusta lokalize olurken hMOBIA/B ve hMOB3 proteinleri sitoplazmada lokalize
olmaktadir (Hergovich et al., 2005). Yapilan g¢alismalarla hMOB1A/B proteinlerinin
LATS1/2 ile etkilesim i¢inde oldugu ve NDR1/2 kinaz aktivitesini destekleyici profil
sergiledigi belirlenmistir. hMOB?2 proteini ise sadece NDR1/2 ile etkilesim i¢inde oldugu
ve bu etkilesimin NDR1/2 kinaz aktivitesinin inhibisyonuyla gerceklestigi tespit edilmistir.
Bu nedenle hMOB1A/B proteinleri NDR1/2 ko-aktivatori, hMOB2 proteinleri ise
NDR 1/2 kinaz inhibitorii olarak tanimlanmistir (Bothos et al., 2005; Hergovich et al., 2006;
Kohler et al., 2010). Onkogenik hiicrelerin tiimorlesme sathalarinda artan hMOB2 mRNA
seviyelerinin 6zellikle karaciger kanseri hiicreleri ile baglantili olabilecegi bildirilmistir
(Hopfner et al., 2001). Ayrica hMOB2 geninin yumurtalik, mesane, testis ve servikal gibi
karsinomlarda yiiksek oranda heterozigozite kaybi goriildiigii saptanmistir (Brines and
Cerami, 2012; Cotta-Ramusino et al., 2011; Hopfner et al., 2001).
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Sekil 2.10. insan MOB proteinin hiicresel regiilasyonu (Gundogdu and Hergovich, 2019)

Kohler ve ark. (2010) yapmis olduklari ¢alismada, MOB protein ailesinden biri olan
hMOBI1A/B proteininin sitoplazmada lokalize oldugu ve NDRI1/2 kinaz aktivitesini
destekledigi saptanmistir. Ozellikle nukleusta lokalize oldugu bilinen hMOB2 (Hergovich
et al.,, 2005) proteinin ise NDR domainine baglanarak NDR1/2 kinaz aktivitesini
engelledigi gosterilmistir (Kohler et al., 2010). Bu bilgiler 1s1ginda hMOB2’nin sadece
fosforillenmemis NDR1/2 ile etkilesim i¢inde oldugu ve NDR1/2 kinaz inhibitorii olarak
islev gordiigi belirlenmistir (Kohler et al., 2010). Daha 6nceki ¢alismalarda NDR1/2 ve
hMOBI1A/B’nin etkilesiminin sentrozom duplikasyonu ve apoptotik yolaklar i¢in dnemli
oldugu vurgulanirken (Hergovich et al., 2009), hMOB2 proteininin NDR1/2 inhibisyonunu
saglamas1t NDR1/2 iizerinden gerceklestirilen biyolojik fonksiyonlarin engellendigi tespit
edilmistir (Kohler et al., 2010). Kohler ve ark. (2010) yapmis olduklar1 ¢alismada sadece
hMOB2 biyokimyasi iizerinde durulmus olmast hMOB2’nin biyolojik fonksiyonlarinin
anlasilmas1 gerektigini gostermistir. (MOB2 proteininin, NDR1/2 protein kinazlari ile olan
iliskisi Kohler ve ark. (2010) tarafindan tespit edilmesinin ardindan hMOB2’nin muhtemel
bir DDR regiilatorii olabilme potansiyeli Gomez ve ark. (2015) yaptig1 calismada agikliga
kavusmustur (Gomez et al., 2015). Gomez ve ark. (2015) yapmis olduklar1 ¢alismada,
hMOB?2 proteininin hiicre dongiisii ve DDR regiilasyonunda gorev aldigi saptanmistir
(Gomez et al., 2015). hMOB2 biyolojisini anlamak {izere RNA interferans yontemi ile
saglikli insan hiicrelerinde hMOB2 mRNA’s1 baskilanmistir. hMOB2 baskilanmasinin
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DNA hasar birikimine yol actig1 ve artan ATM-CHK2-p53-p21 protein aktivitesiyle hiicre
dongiisiiniin G1/S fazinda durduruldugu tespit edilmistir. Bununla beraber, hMOB2
baskilanmasinin DNA hasar1 tamirinde rol oynayan ATM-NBS1-SMC1 proteinlerinin
aktivasyonunu etkiledigi gosterilerek, hMOB2’nin DDR sisteminde onemli bir faktor
olabilecegi vurgulanmigtir. hMOB2 defektif hiicrelerde MRN-ATM komplekslerinin
hasarli kromatin bolgesine yiiklenmedigi ve hMOB2’nin MRN kompleks iiyelerinden
RADS0 ile etkilesim iginde oldugu tespit edilmistir (Gomez et al., 2015). Calismanin
devaminda, hMOB2 defektif U20S hiicrelerine uygulanan IR (iyonize radyasyon) ve
doksorobisin ilag tedavilerine kars1 kanser hiicre sag-kalimimi destekledigi bildirilmistir
(Gomez et al., 2015). Gomez ve ark. (2015) yaptig1 calismanin yani sira hMOB2 molekiiler
mekanizmasinin anlasilmasi noktasinda, DDR sisteminde rol oynadigi bilinen MRN
kompleksinin hMOB2 ile etkilesiminin tam olarak aydinlatilmasi, kemoterapi ilaglariyla
birlikte kombine ilaglar/molekiiller kullanilarak hMOB2’nin sentetik letal etkilesimleri

iizerine yogunlasilmasi gerekmektedir.

Giindogdu ve ark. (2021) yaptiklar1 caligmada ise kemoterapik ilag ve PARP inhibitorleri
(olaparib, rucaparib, veliparib) kullanilarak hMOB?2 statiisiiniin belirlenmesi, DDR tamir
mekanizmasinda hMOB2 proteininin Oneminin saptanmast {izerine durulmustur
(Gundogdu et al., 2021). Yapilan ¢alismada, DNA ¢ift zincir kirik tamir
mekanizmalarindan biri olan homolog rekombinasyon yolaginin, hMOB2 defektif
hiicrelerde tam olarak islev gérmedigi saptanmigtir. DNA hasar1 tamiri esnasinda RPA ve
RADS51 proteinlerinin  hasarli kromatine yiiklenmeleri immunofloresans yontemi
kullanilarak analiz edilmis ve RPA kompleksinin yiiklenmesinin basarili bir sekilde
gercgeklestigi ancak RADS1 yiiklenmesinin gergeklesmedigi tespit edilmistir (Gundogdu et
al., 2021). U20S hiicreleri kullanilarak yapilan s6z konusu c¢alismada, PLK1 kaynakli
RADS51 Serl4 fosforilasyonunun azaldigr ve dolayisiyla hasarli kromatinde RADS1
yiiklenmesinin yeterli olmadig1 saptanmistir. Yapilan koloni sag-kalim analizleriyle de ise
hMOB?2 baskilanmis hiicrelerde DNA ¢ift zincir kirigina neden olan bleomisin, MMC,
sisplatin ve PARP inhibitorlerilerine kars1 hassasiyet gelistigi belirlenmistir (Gundogdu et
al., 2021). Ozetle elde edilen sonuglar, azalan hMOB?2 ifadesinin; (i) RAD51 Serl4
fosforilasyonunun, RADS51 niikleoprotein filament olusumunun ve dolayisiyla HR
aktivitesinin azalmasina, (ii) hiicresel metabolizmalarin neticesinde olusan endojen DNA

c¢ift zincir kiriklarinin onarilamamasima ve (iii) biriken hasarin ATM-CHK2-p53-p21
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protein yolagini aktive ederek hiicre dongiisiiniin durdurulmasima neden oldugunu
gostermigstir (Gomez et al., 2015). hMOB2’nin biyokimyasal mekanizmasinin biyolojik
neticelerini arastirmak tizere gerceklestirilen koloni sag-kalim testleri ise, hMOB2
proteininin ¢esitli kemoterapi, radyoterapi ve kii¢iik-molekiiler inhibitor tedavilerine karsi
kanser hiicrelerinin koloni sag-kalimini destekledigini gostermistir (Gomez et al., 2015;
Gundogdu et al., 2021), Azalan hMOB2 ifadesinin, kanser hiicrelerini topoizomeraz
inhibit6rii doxorubicin, IR (Gomez et al., 2015), DNA ICL ajanlart MMC ve sisplatin,
PARP inhibitdrleri olaparib, rucaparib ve veliparib tedavilerine kars1 daha duyarli hale

getirdigi tespit edilmistir (Gundogdu et al., 2021).

Yapilan caligmalar dikkate alindiginda, hMOB2 molekiiler mekanizmasinin ve cesitli
hiicresel yolaklarda rol oynayan bilesenlerle olan sentetik letal etkilesimlerinin ortaya
cikarilmasi bireysellestirilmis kanser tedavi stratejilerine katki saglayacagi 6n gorilmiistiir.
Bu nedenle yapilan tez g¢alismasi ile hMOB2 proteininin subselliiler lokalizasyonu
belirlenerek DNA hasar yanit mekanizmasinda gorevli oldugu bilinen proteinlerle
muhtemel etkilesimleri incelenmistir. Ayn1 zamanda meme kanseri hiicre hatti kullanilarak
hMOB2 mRNA's1 gegici olarak baskilanmis olup bu baskilanmanin biyolojik diizeyde
Oneminin olup olmadigi arastirilmistir. S6z konusu yapilan tim tez c¢aligmasiyla

hMOB2’nin 6nemli bir DDR regiilatorii olabilecegi yinelenmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calismalarda Kullanmilan Sarf Malzeme ve Kimyasallar

Tablo 3.1. Bakteriyel ¢alismalarda kullanilan besiyerleri
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KATALOG

MALZEMELER MARKA NUMARASI
%2,5 w/v LB base Sigma L3022

%1,5 wiv Agar Sigma L2897

10 mM MgSO4 Sigma M7506

%0,5 w/v Yeast extract Sigma 70161

%31 wi/v NaCl Sigma S9888

%1 wiv Tryptone Sigma 70172

Tablo 3.2. DNA izolasyonu ve agaroz jel elektroforezi i¢in kullanilan materyaller

DNA yiikleme tamponu (6X)

%40 wiv Siikroz Sigma, 84097
%10 wiv Bromofenol mavisi Sigma, B0126
TBE tampon (Tris-Borate-EDTA)

1M Tris base Sigma, T1503
1M Borik asit Sigma, B6768
0,02 M 0,5 M EDTA, pH 8.0 Sigma, E5134

Tablo 3.3. Molekiiler Biyoloji ¢alismalarinda kullanilan ticari kitler

KATALOG
MALZEMELER MARKA

NUMARASI
Bakteriyel Plazmid DNA izolasyon Hibrigen #MG-BPDNA-01-50
Total RNA izolasyon RNeasy Mini Qiagen #74104
cDNA RT2 First Strand Kit Qiagen #330401
RT2 SYBR Green gPCR Mastermix Qiagen #330501




Tablo 3.3. (Devami) Molekiiler Biyoloji ¢aligmalarinda kullanilan ticari kitler
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RT2 Profiller PCR Array p53 | Qiagen #330231
Signaling Pathway
Genomik DNA izolasyon Hibrigen #MG-GDNA-01-250

Tablo 3.4. immunofloresans analizinde kullanilan materyaller

KATALOG
MALZEMELER MARKA
NUMARASI
%3 PFA (paraformaldehit) Sigma P6148
%2 siikroz Sigma 84097
%10 PBS Gibco 14190094
%0,5 Triton X-100 Sigma T9284
%10 Serum Sigma G6767
Tablo 3.5. Immunofloresans analizinde kullanilan antikorlar
Primer antikorlar
anti-H2AX Cell Signaling Technology, 1:100
#80312
anti-53BP1 Santa Cruz, #s¢517281 1:200
anti-RAD51 Santa Cruz, #sc53428 1:100
anti-hMOB2 hibrodoma, epitomics 1:50
(Gundogdu et al., 2021)
Sekonder antikorlar
IgG-FITC Rabbit, Santa Cruz, #sc-2359 1:200
1gG-TR Mouse, Stratech, # 715-075-151 | 1:200
Tablo 3.6. Western blot analizinde kullanilan ¢ozeltiler
Standart lizis tampon (150 mM)
20 mM 1 M Tris-HCI, pH 8.0 Sigma, T1503
150 mM NaCl Merck, 106404.1000
%10 Gliserol Sigma, G5516
%1 NP-40 Sigma, 74385
5 mM 0.5 EDTA, pH 8.0 Sigma, 31064
0,5mM 0.5 EGTA, pH 8.0 Sigma, E3889




Tablo 3.6. (Devami) Western blot analizinde kullanilan ¢ozeltiler
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20 mM Beta-gliserofosfat Sigma, G9422
50 mM 0.5 NaF Sigma, S7920
1 mM Na3vO4 Sigma, S6508

Proteaz inhibitorleri (stok 1000X)

1mM DTT BioShop Ca, DTT001.10
1mM Benzamidin Sigma, 12072

0,5 mM PMSF Sigma, 78830

1mM Lopeptin Enzo, ALX-260-009-M025

Laemmli yiikleme tamponu

1M Tris-HCI, pH 6.8 Sigma, T1503
%0,05 wiv SDS Fisher, 10552785
%5 Beta merkaptoetanol Sigma, M3148
%10 wiv Bromofenol mavisi Sigma, B0126

Protein Belirteci

GangNam Stain Prestained Protein Ladder 3 colours

Intron Bio, 24052

SDS kosturma tamponu (1X)

190 mM Glisin BioShop Ca, GLN002.1
25 mM Tris base Sigma, T1503
%1 wiv SDS Fisher, 10552785

Transfer tamponu (1X)

190 mM Glisin BioShop Ca, GLN002.1
25 mM Tris base Sigma, T1503
%20 Metanol Fisher, M-4056-17

TBS-T yikama tamponu (1X)

0.3 M NaCl Merck, 106404.1000
0.1M Tris base Sigma, T1503
%0,5 Tween-20 Sigma, P7949

Ponceau boyama soliisyonu

Ponceau S Solution, Electrophoresis Grade

BioShop Ca, PON002.1




Tablo 3.6. (Devami) Western blot analizinde kullanilan ¢ozeltiler
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Membran bloklama tamponu

X

TBS-T

%5

Yagsiz Siit tozu

BioShop Ca, SK1400.250

ECL stok soliisyonlari

250 mM Luminol Sigma, 123072
90 mM pKumarik asit Sigma, C9008
%30 H202 Sigma, H1009
Tablo 3.7. Western Blot analizinde kullanilan antikorlar
Primer antikorlar
anti-hMOB2 Invitrogen PA5-61212 lot R43377 1:500
anti-cPARP Cell Signaling Technology, #9541S 1:500
anti-tubulin homemade 1:250
anti-Bax SRB Laboratoties, 201r-0033 1:1000
anti-Cas-9 SRB Laboratoties, 201r-1334 1:500
anti-p53 Santa Cruz, #sc126 1:1000
anti-Cas-3 Santa Cruz #sc271759 1:500
anti-p21 Santa Cruz, #sc6246 1:500
anti-Beclin-1 Santa Cruz, #sc48341 1:500
anti-Bcl-2 SRB Laboratoties, 201r-1696 1: 1000
Sekonder antikorlar
anti-rabbit ThermoFisher, #31460 1:5000
anti-rat ThermoFisher, #31470 1:5000
anti-mouse ThermoFisher, #32430 1:5000
Tablo 3.8. RNA interferans analizinde kullanilan SIRNA kompleksleri
Uriin Ad1 Marka - Katalog No Hedef Sekans
siCTRL Qiagen, #S103650325 5' - aacgtacgcggaatacttcga- 3'
SiIMOB2#4 Qiagen, #S100434497 5°- caggagagacgtgtcagacga-3’
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Tablo 3.8. (Devami) RNA interferans analizinde kullanilan sSiRNA kompleksleri

SiMOB2#6

Qiagen, #5104138141

5°- atgcgtgccgtttgtagagaa -3

Tablo 3.9. Koloni sag-kalim analizinde kullanilan soliisyonlar

Fiksasyon soliisyonu

3X Metanol Sigma, 322415
1x Acetik asit Sigma, 27218

Kristal viyole boyama soliisyonu (Fiksasyon soliisyonu igerisinde hazirlandi)

1x Kristal viyole Sigma, C3886

Tablo 3.10. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan kimyasallar

PARRP inhibitorleri
20 mM Olaparib (AZD2281, KU0059436) MedChemEx, HY-10162
10 mM Rucaparib (AG014699, PF-01367338) Tocris, 6230
10 mM Veliparib (ABT-888) Selleck/Stratech, S1004

Hiicre Kkiiltiirii besiyeri

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle medium) Sigma, D6429
%10 FBS (foetal bovine serum) Sigma, F7524
%1 Pen/Strep
PBS

dPBS without Ca++/Mg++ Gibco, 14190144
Tripsin

Tripsin-EDTA (0.25%), fenol kirmizisi

Gibco, 25200056

Hiicre dondurma besiyeri (Freezing Medium)

%10

DMSO

Sigma, D8418

%90

FBS

Sigma, F7524

Canl hiicre analizi

%0,4

Tripan mavisi soliisyonu

Gibco, 15250061

Transfeksiyon

ajanlari

Lipofectamine RNAIMAX

Invitrogen, 13778150

Lipofectamine 2000

Invitrogen, 11668019




Tablo 3.10.(Devami) Hiicre kiiltiirii galigmalarinda kullanilan kimyasallar
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Antibiyotik stok konsantrasyon

OptiMEM Gibco, 31985-047
100 mg/mL G418 Sigma, 1458009
0,8 mg/mL Polybrene Sigma, H9268

Tablo 3.11. Hiicre kiiltiirii calismalarinda kulanilan temel geregler

6- kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakasi

Nest, 606001

60-mm hiicre kiiltiirii plakasi

Isolab, 120.13.060

100-mm hiicre kiiltiirii plakast

Corning, CLS430167

25-cm hiicre ¢ogaltma kabi

Nest, 707003

75-cm hiicre ¢ogaltma kabi

Nest, 708003

Tablo 3.12. Genel laboratuvar ¢aligsmalarinda kullanilan tampon ¢ozeltiler

05M EDTA Sigma, 31064
10 N NaOH kullanilarak pH 8 olarak ayarlanmistir.

05M EGTA Sigma, E3889
10 N NaOH kullanilarak pH 8 olarak ayarlanmisgtr.

1M Tris-HCI, pH 6,8 Sigma, T1503
%37 HCl kullanilarak pH 6,8 olarak ayarlanmistir.

1M Tris-HCI, pH 8,5 Sigma, T1503
10 N NaOH kullanilarak pH 8,5 olarak ayarlanmistir.

15M Tris-HCI, pH 6,8 Sigma, T1503
%37 HCl kullanilarak pH 6,8 olarak ayarlanmistir.

15M Tris-HCI, pH 8,8 Sigma, T1503
10 N NaOH kullanilarak pH 8,5 olarak ayarlanmistir.

05M NaF Sigma, S7920
%10, wiv APS Sigma, A3678
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3.2. Yontem

3.2.1. Memeli Hiicre Kiiltiirii Teknikleri

3.2.1.1. Hiicre Hatt1 Secimi ve Hiicre Kiiltiirii EkKipmanlar:

Bu calismada, Dr. Alexander Hergovich (UCL Kanser Enstitiisii, Londra, Ingiltere)
tarafindan gonderilen insan osteosarkom U20S ve MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattt
kullanilmistir. Deneysel ¢alismalarda kullanilan hiicreler i¢in %10 fetal sigir serumu (Fatal
Bovine Serum; FBS), 64 ng/mL penisilin ve 100 pg/mL streptomisin antibiyotikleri igeren
DMEM/F12 besiyeri kullanilmistir. Ayn1 zamanda hiicreler, %5 CO2 igeren nemli
37°C’lik hiicre kiiltiir inkiibatorii kullanilarak ¢ogaltilmistir. Tiim hiicre kiiltiirii ¢alismalari

Good Cell Culture Practice (GCCP) standartlarinda gergeklestirilmistir.

Inhibitorlerin hazirlanmasi ve muhafaza edilmesi:

Olaparib (MW: 434,46) stok konsantrasyonu 20 mM olarak sekilde DMSO igerisinde
coziinerek 20 pL alikuotlara ayrilip -20°C’de muhafaza edildi. Her deney Oncesi taze

alikuot ¢ikarilarak hiicre kiiltiirii besiyeri igerisinde son konsantrasyon hazirlandi.

Rucaparib (MW: 421,36) stok konsantrasyonu 10 mM olarak sekilde DMSO igerisinde
coziinerek 20 pL alikuotlara ayrilip -20°C’de muhafaza edildi. Her deney Oncesi taze

alikuot ¢ikarilarak hiicre kiiltiirii besiyeri icerisinde son konsantrasyon hazirlandi.

Veliparib (MW: 435,08) stok konsantrasyonu 10 mM olarak sekilde DMSO igerisinde
coziinerek 20 pL alikuotlara ayrilip -20°C’de muhafaza edildi. Her deney Oncesi taze

alikuot ¢ikarilarak hiicre kiiltiirii besiyeri icerisinde son konsantrasyon hazirlandi.
3.2.1.2. siRNA Transfeksiyonu ile h(MOB2 Gen ifadesinin Susturulmasi
RNA interferans uygulamalarimiz (Gundogdu vd., 2009), ilgili SIRNA ve transfeksiyon

ajanlarii temin edecegimiz firmanin protokoliinde belirtildigi iizere (Gomez et al., 2015)

ve (Gundogdu et al., 2021)’de anlatildig1 sekliyle gerceklestirilmistir. Caligmalarimizda
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hMOB?2 gen sentezinden sorumlu ORF veya 3’UTR bolgesi hedeflenerek tasarlanmis olan
en az 2 farkli siRNA kullanilmistir. Ilgili siRNA komplekslerinin hedef mRNA’y1
susturma kapasitesi, herhangi bir mRNA’y1 baskilama etkisine sahip olmayan (non-
silencing) siRNA kompleksleri (siCTRL) ile karsilastirmali olarak kontrol edilmistir.
Kullanilan siRNA ve transfeksiyon ajani oranlar1 ve hiicrelerin asgari ne kadar siire ile
siRNA manipiilasyonuna maruz kalmasi gerektigi (Gomez et al., 2015)’de belirtildigi
sekilde uygulanacak olan pilot deneylerle tespit edilmistir. Kisaca, 100 uM SiRNA
kompleksi optimem besiyeri igerisinde (toplam 500 uL) seyreltilmistir. Diger taraftan
kullanilan siRNA miktarinin 2 kati1 transfeksiyon ajani (LipoRNAiImax) ise ayri bir tiip
icerisinde bulunan optimem besiyeri icerisinde (toplam 500 uL) seyreltilmistir. Iki tiip
icerigi karigtirllarak 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 1 mL antibiyotiksiz
besiyeri icerisinde bulunan hiicreler ile optimem igerisinde bulunan siRNA/transfeksiyon
ajan1 karistirilarak 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyonu saglanmistir. Daha sonrasinda
antibiyotiksiz besiyeri (optimem) igerisinde seyreltilerek hiicrelerin 6 cm petri kaplarina
ekimi gerceklestirilmistir. S6z konusu hiicreler 37°C’lik %5 CO2 iceren nemli hiicre
kiiltiir inkiibatoriine alindiktan 12-16 saat sonra besiyeri tazelenmistir. Tiim siRNA
manipiilasyonlar1 Western blot teknigi ile dogrulanarak en etkin tedavi siiresi 24 saat olarak

belirlenmistir.

3.2.2. Protein Analiz Yontemleri

3.2.2.1. Total Protein izolasyonu ve Bradford Yontemi

RNA interferans yontemiyle transfekte edilen hiicrelerin total protein ekspresyon
seviyelerinin belirlenmesi icin protein igerikleri izole edilerek, hedef proteinlerin ifade
diizeyleri SDS-PAGE ve Western blot yontemiyle gergeklestirilmistir (Gomez et al., 2015).
Protein 6rneklerinin analizi i¢in, laboratuvarimizda bulunan dikey SDS-PAGE tank ve gii¢
sistemi (Bio-Rad, Mini-PROTEAN Tetra Cell) kullanilmistir. Ilgili tedavi siirelerinin
bitmesinin ardindan eski medium uzaklastirllip hiicreler soguk PBS (Ca++/Mg++
icermeyen) ile yitkanmustir. Proteinlerin izolasyonunda standart lizis tamponu (150 mM)
kullanilmistir. Tripsin veya kaziyici yardimiyla toplanan hiicreler PBS muamelesinin
ardindan 4 dakika 2500 rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirilip pelet iizerine

proteaz inhibitorleri (PMSF, DTT, Lopeptin, Benzamidin) eklenmis lizis bufferdan
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yaklasik 100’ er uL eklenip iyice homojenize edilmistir. Ornekler yaklagik 120 dakika buz
iizerinde bekletildikten sonra dnceden sicakligi +4 °C’ye ayarlanmis santrifiij cihazi ile
12.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi bittikten sonra elde edilen
siipernatant yeni bir mikro santrifiij tlipline aktarilmistir. Yeni tiiplere alinan 6rnekler buz
tizerinde bekletilip Bradford yontemi ile protein konsantrasyonlari belirlenmistir. Bu
yontem i¢in Oncelikle spektrofotometre cihazi agilip kalibrasyon siiresi beklenmektedir.
Bradford mix tamponu 1/5 oraninda otoklavli su ile seyreltilip her bir 6rnek i¢in 1 er ml
spektrofotometre olgiim kiivetlerine aktarilmistir. Daha sonra kuvet igerisine drneklerden
5 er ul alinip Bradford tamponu ile karisimi saglanmistir. Spektrofotometre cihazi 595 nm

dalga boyuna ayarlanip ilgili 6rneklerin absorbans degerleri belirlenmistir.

3.2.2.2. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve Western Blot Teknigi

Proteinlerin konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra &rnekler SDS-PAGE yontemiyle
molekiiler agirliklarna, elektriksel yik ve biyiikliklerine gore elektriksel alanda
ayrilmistir. Ardindan, PET ALF (poliviniliden floriir) membrana transfer edilip transfer
sonrasi bloklama tamponunda (TBS-T igerisinde hazirlanan %5’lik BSA) yaklasik 1 saat
inkiibe edilmistir. Bloklama sonunda membranlar gece boyu ilgili primer antikor ile (%5
BSA igerisinde hazirlanmis) +4°C roller cihazi yardimiyla inkiibasyonu saglanmstir.
Inkiibasyonun ardindan membranlar 3x10 dakika olacak sekilde TBS-T tamponu ile
yikanip ilgili sekonder antikor ile (%5 BSA igerisinde hazirlanmis) +4°C roller cihazi
yardimiyla yaklagik 2 saat inkiibasyonu saglanmistir. Sekonder muamelesinin ardindan
membranlar tekrar 3x10 dakika TBS-T ile yikanmustir. Sonuglarin goriintiilenmesi igin
kemiliiminesans iceren ECL kiti kullanilmistir. Kemiliiminesans goriintli, X-ray
goriintiileme sisteminin kullanilmasiyla filme aktarilarak elde edilmistir. Son olarak, bant
yogunluklarinin dansitometrik analizi Image-j programi (National Institutes of Health,

USA) kullanilarak gergeklestirilmistir.
3.2.2.3. immiinofloresans Yontemi
Oncelikle, deney icin kullanilacak lameller 1M HCI ile 2 saat muamele edildikten sonra

ddH20 ile yikanip %70 etanol ile sterilizasyonu gerceklestirilip 15 dakika UV 1s18ina

maruz birakilmistir. Daha sonra, 6 kuyulu plakalara birer adet steril lamel yerlestirilip
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kuyular % 0,1 jelatin ile kaplanmistir. 37°C inkiibatérde 30 dakika bekletilen plakalardaki
jelatin aspire edilerek ve her bir kuyuya 7x10E4 hiicre ekilmistir. Plakalar, nemli 37°C’lik
%35 CO2 igeren hiicre kiiltiir inkiibatoriine alinarak hiicrelerin jelatin tabana yapismasi
saglanmistir. Immiinfloresans hazirlig icin 6ncelikle hiicre besiyeri aspire edilerek kuyular
PBS (Cat++/Mgt+ igermeyen) ile yikanip sonrasinda 2 mL PFA (paraformaldehit)
soliisyonu (Tablol) kullanilarak hiicreler 15 dakika oda sicakliginda fikse edilmistir. Daha
sonra, kuyular PBS ile yikanip 2 mL %0,5 Triton X-100 soltisyonu kullanilarak hiicreler 2
dakika oda sicakliginda permeabilize edilmistir. Ardindan hiicreler PBS ile 1 dakika
boyunca yikanmistir. Bu islem PBS degistirilerek 5 defa tekrarlanmistir. Yiizeyinde
hiicrelerin bulundugu lamel pens yardimu ile dikkatli bir sekilde alinarak iizerinde 50 pL
immiinfloresans bloklama tamponu (0r. %10 keci serumu) bulunan parafilm iizerine
yatirilmigtir. Bloklama islemi 30 dakika oda sicakliginda gerceklestirilmistir. Tekrar plaka
igerisine alinan lamellerdeki hiicreler PBS ile yikanmistir (5x1 dakika). Lameller tekrar
dikkatli bir sekilde alinarak iizerinde 50 pL ilgili primer antikor (bloklama tamponu
icerisinde seyreltilmig) bulunan parafilm ftizerine yatirilmistir. Primer antikor ile
inkiibasyon 4°C’de gece boyunca siirecektir. Ertesi sabah, hiicreler tekrar PBS ile
yikanarak ayni sekilde ilgili sekonder antikor (bloklama tamponu igerisinde seyreltilmis)
ile 2 saat oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilmistir. Son olarak, lameller PBS ile
yikanip ve 5 saniye saf su i¢erisine daldirilmigtir. Lam iizerine 8 pL sabitleme s1visi transfer
edilip ilgili lameller dikkatli bir sekilde bu siv1 lizerine yatirilmistir. Lamellerin kenarlar
tirnak ojesi ile sabitlenip daha sonra lameller mikroskop altinda incelenmek iizere 4°C’de
muhafaza edilmistir. Elde edilen preparatlarin analizleri immiinofloresans mikroskopta

(Zeiss Axio Scope) gergeklestirilmistir.

3.2.3. Niikleik Asit Analiz Yontemleri

3.2.3.1. RNA - RT2 gPCR Analizi

RNA interferans (SiRNA) ile hMOB2 ifadesi susturulmus U20S hiicrelerindeki hiicre
dongiisii, DNA hasar/tamir ve programli hiicre Oliimiinde rol oynayan bilesenlerin
transkripsiyonel profilleri, RT2 PCR Array teknigi ile tespit edilmistir. Bu amag
dogrultusunda, Tablo 4.1°de belirtilen genlere ait primerlerin bulundugu 96-kuyucuklu
RT2-PCR plakalar1 kullanilmigtir. Total RNA izolasyonu ve cDNA'nin elde edilmesi
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(Gomez et al., 2015)’de, RT2 PCR Array ise (Locatelli et al., 2013)’de belirtildigi gibi
tespit edilmistir.

3.2.3.2. Total RNA’nin izolasyonu ve RNA Agaroz Jel Elektroforezi

Total RNA o6rnekleri, ticari RNA izolasyon Kiti (RNeasy Mini Kit, QIAGEN) kullanilarak
ilgili protokol uyarinca elde edilmistir. Piirifiye edilmis olan total RNA %2’lik agaroz jelde
kosturulup ve biitiinliigii teyit edilecektir. RNA agaroz jel elektroforezi i¢in agaroz 2 gr
almip 100 ml 1X TBE tampon ¢ozeltisi igerisinde ¢ozlilmesi i¢in kaynatilip musluk suyu
yardimiyla uygun sicakliga getirilmistir. Ardindan 5 ul niikleik asit boyasi (GelRed®)
eklenmistir. Hazirlanan agaroz jel tankin igerisine dikkatli bir sekilde dokiilerek ve tarak
yerlestirilmistir. Parafilm iizerinde ilgili RNA ornekleri ve RNA yiikleme tamponu
karistirilip kuyucuklara yiiklenmistir. Yikleme miktarlart 2 ul RNA, 2 ul loading buffer
(6X) ve 8 ul Rnase free water olarak ayarlanmigtir. Son olarak 80-120 V’da 3-4 saat RNA
ornekleri kosturulmustur. Agaroz jel goriintiilendiginde 28S/18S ribozomal RNA'nin olup
olmadig1 dogrulanmistir. Ardindan cDNA sentezinde kullanilacak miktarinin ve safliginin
belirlenmesi i¢in 260/280 nm’de nanodrop spektrofotometre (Biodrop) ile total RNA’nin
miktar1 (A260/280>1,8-2,0) belirlenmistir.

3.2.3.3. cDNA Sentezi ve Kantitatif Real-Time PCR

1 ug total RNA ornegi 0,2 mL’lik mikrofiij tiipiine aktarilmistir ve iretici firmanin
gelistirdigi protokol uyarinca 5X cDNA sentez tamponu (Oligo[dT] primerler,
hekzamerler, buffer, MgC12, dNTPs, DTT ve RNase inhibitorii), enzim ve nuclease-free
su eklenmistir (RNeasy Mini cDNA sentez kiti, QIAGEN). Universitemizde bulunan
termal siklus cihazinda (Sensoquest Labcycler), drnekler dnce 5 dakika 42°C ardindan
hemen buz lizerinde 1 dakika, 6rnekler 42°C 15 dakika inkiibe edilip son olarak 5 dakika
95°C’de bekletilip ve (gerektiginde) -20°C’de tutulacaktir. Son olarak Nanodrop®
spektrofotometre (Biodrop) ile sentezlenen cDNA’larin miktarlari tayin edilmistir. Yapilan
analiz sonucunda, U20S kontrol hiicrelerinin cODNA konsanstrasyonu 380,0 ng/ul U20S
si hMOB2 hiicrelerinin cDNA konsanstrasyonu ise 233,0 ng/ul olarak tespit edilmistir.
Elde edilen cDNA ornekleri (en az 1 pg) ilgili firmanm gelistirdigi protokol uyarinca
SYBR green mastermix ile karistirtlmigtir. 20 pL. cDNA/SYBR mastermix karisimi ilgili
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genlere ait primerlerin bulundugu kuyulara dikkatli bir sekilde transfer edilmistir.
Universitemizde bulunan kantitatif real-time PCR termal siklus cihazinda (CFX96 Real
Time, Biorad,), 6nce 10 dakika 95°C"de ilk denatiirasyon ve ilgili enzimlerin aktivasyonu
saglanmistir. Daha sonra, 10 saniye 95°C, 30 saniye 60°C'de PCR programi (40 defa)
uygulanarak ilgili mRNA'lara ait cDNA'larin g¢ogaltilmasi saglanmistir. Programin
sonunda erime egrisi (melting curve) uygulanarak olast primer dimerizasyonu takip
edilmistir. Ilgili proteinin mRNA’sina ait Ct (Cycle at threshold) degerleri 6ncelikle ilgili
housekeeping genlerine (HKG) normalize edilmistir. RT ve PCR kontrollerinin yani sira
B2M, HPRT1, RPL13A, ACTB ve GAPDH housekeeping genleri referans olarak
kullanilarak sonug¢lar siCTRL kontrol grubuna ait Ct degerine normalize edilmistir. Elde
edilen veriler, (Livak et al., 2001) tarafindan tarif edilen 2-AACt metoduyla kantitatif

olarak degerlendirilmistir.

3.2.3.4. cDNA Kaha (Stable) Transfeksiyonu

Retroviral pLXSN plazmidi kullanilarak uygulanmis olan kalict cDNA transfeksiyonlari
(Hergovich et al., 2007)’de anlatildig1 gibi gergeklestirilmistir. Retroviral paketleme
hiicresi olarak PT67, hedef hiicre olarak da U20S hiicre hatt1 kullanilmistir. Calismalar,
tim GCCP ve biyogiivenlik hususlarina azami 6lgiide riayet edilerek gerceklestirilmistir.
Kisaca, PT67 hiicreleri her bir 100 mm’lik petri kabina 2x10E6 hiicre olacak sekilde
pasajlanmistir (gilin-1). Bir sonraki giin, transfekte edilecek U20S hiicreleri de her bir 100
mm’lik petri kabima 5x10ES hiicre olacak sekilde pasajlanmistir (giin-2). Ote yandan, PT67
hiicreleri kalici transfeksiyon ajan1 Lipofectamine 2000 kullanilarak firmanin 6nerdigi
sekilde ilgili plazmid ile transfekte edilmistir. Bunun i¢in, 30 pL transfeksiyon ajani toplam
750 puL optimem igerisinde seyreltilip oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir. Diger
taraftan, 12 pg saf plazmit toplam 750 pL optimem igerisinde seyreltilerek ve son olarak
transfeksiyon ajaninin bulundugu optimem ile karistirilmistir. Karisim oda sicakliginda 30
dakika bekletildikten sonra damla damla hedef PT67 hiicrelerinin bulundugu besiyerine
eklenmistir. S6z konusu hiicreler %5 CO2 igeren nemli 37°C’lik hiicre kiiltiir inkiibatoriine
alindiktan 4-6 saat sonra besiyeri tazelenmistir (giin-2). Devam eden iki giin, oncelikle
transfekte edilecek olan U20S hiicrelerindeki besiyeri aspire edilmistir. Sonra, PT67
hiicrelerinin bulundugu besiyeri enjektoér yardimiyla alinarak 0,45 um gozenege sahip

filtreden gegirilerek, transfeksiyon verimliligini arttirmak i¢in polybrene (0,8 pg/mL) ile



34

karistirilacak ve son olarak hedef U20S hiicrelerine eklenmistir (giin-3 ve 4). Devam eden
7-14 giin boyunca, basarili bir sekilde transfekte olmus U20S hiicreleri ilgili antibiyotigi
iceren (neomisin) besiyeri kullanilarak secilmistir (6ncesinde yapilacak olan U20S
antibiyotik Killing-curve sonuglariyla belirlenen dozlarda antibiyotik kullanilacaktir).
Olusturulan klonlar dondurularak sivi nitrojen tankta muhafaza edilmistir. Tim

manipiilasyonlar Western blot analizi ile dogrulanmastir.

3.2.4. Fonksiyonel Analizler

3.2.4.1. Kristal Viyole Hiicre Canlihg: Testi

Kristal viyole in vitro hiicre canliligi testi i¢in Parker ve ark. (2022)’de agikladigi protokol
optimize edilmistir (Parker et al., 2022). Oncelikle pilot deneyler planlanarak her bir ekim
alanina ilgili hiicre modelinden ne kadar hiicre ekilecegine, ilgili ilaglarin
konsantrasyonuna ve tedavi siirelerine karar verilmistir. On ¢aligmalar tamamlandiktan
sonra ilk olarak meme kanseri hiicre hatti (MCF-7) 24 kuyucuklu hiicre ¢ogaltma kabina
ekimi gergeklestirilmistir. Ertesi giin ilgili olaparip, rucaparib ve veliparib tedavileri
gerceklestirilmistir. Belirtilen deney stiresi sonunda hiicrelerin eski besiyerleri aspire edilip
PBS ile yikanmistir. Ardindan metanol-asetik asit (3:1) soliisyonu ile her 6 cm hiicre
cogaltma kabina yaklasik 1 ml eklenip 5 dakika oda sicakliginda hiicreler fikse edilmistir.
Fiksasyon soliisyonu uzaklastirilip %0,5-%1 kristal viyole (Crystal Violet) boyasindan
yaklagik 1 ml almip 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyonu saglanmistir. Boyanan
kuyucuklar musluk suyu altinda dikkatli bir sekilde yikanmistir. Ardindan olusan hiicre
proliferasyonu tarayici yardimiyla saptanmistir. Daha sonra hiicrelere %10 asetik asit (1
ml %100 Asetik asit + 9 ml ddH20) eklenerek yaklasik 5 dakika calkalayicida
bekletilmistir. Ardindan asetik asit mikropipet yardimiyla ¢ekilip spektrofotometre 6l¢iim
kuvetlerine aktarilmistir. Spektrofotometre cihazi ile 595 nm dalga boyunda hiicre canlilik

degerleri analiz edilip, istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

3.2.4.2. 2D Koloni Sagkalim Deneyi

2D koloni sagkalim analizleri, Gundogdu ve ark. (2021) yapmis olduklar1 ydntemin
protokolii modifiye edilerek uygulanmistir (Gundogdu et al., 2021). Oncelikle pilot
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deneyler gergeklestirilmek iizere her bir ekim alanina MCF-7 hiicre hattindan ne kadar
ekilecegine, ilgili siRNA konsantrasyonlara ve tedavi siirelerine karar verilmistir. On
caligmalarla belirlenmis yogunluktaki hiicreler ilgili siRNA ve transfeksiyon ajaniyla
manipiile edildikten sonra 6 kuyucuklu plakalara ekimi gergeklestirilmistir. Optimize
edilen siirenin sonunda hiicrelerin besiyeri (DMEM) tazelenmistir. Hiicreler 12 giin
boyunca nemli 37°C’lik %5 CO2 igeren hiicre kiiltiir inkiibatoriinde bekletilmistir.
Hiicrelerin her 3-4 giinde bir besiyeri ortami tazelenerek koloni olusumlari mikroskop
altinda incelenmistir. Her bir kolonin en az elli hiicreye ulasmasi ve kolonilerin birbirlerine
temas etmemesi dikkate alinarak deney 12. giinde durdurulmustur. Koloniler, PBS
(Cat++/Mg++ icermeyen) ile yikanmasinin ardindan metanol-asetik asit (3:1) soliisyonu ile
(her bir kuyucuga yaklasik 600 uL) 5 dakika fikse edilen hiicreler %1 kristal violet boyasi
ile (her bir kuyucuga yaklasik 400 uL) 15 dakika boyunca muamele edilmistir. Sonrasinda
kuyucuklar su ile dikkatlice yikanarak koloniler mikroskop altinda sayilmistir. En az elli
hiicre olusumu koloni olarak kabul edilmistir. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.

3.2.4.3. Yara lyilesme Deneyi

Yara iyilesmesi (wound healing assay) deneyi ile hiicre polarizasyonunun yani sira
degisken kiiltlir sartlarinda hiicrelerin proliferasyon ve go¢ etme (migrasyon) hizlarinin
analiz edilmesi amaclanmaktadir. Bu yontem ile ekilen hiicreler tek katmanli olarak
istenilen yogunluga ulastiktan sonra yara alani olusturulmakta ve olusturulan yara alam
acikliginin zamana bagli olarak kapanmasi mikroskop yardimiyla goriintiilenmektedir

(Liang et al., 2007).

Yara iyilesme deneyleri (Erdogan et al., 2021)’de agiklandigi protokol {iizerinden
gerceklestirilmistir. 6 kuyucuklu hiicre ¢ogalma kaplarina ekilen MCF-7 hiicrelerinin tiim
yiizeyi kaplamas1 beklenmistir. Ardindan ilgili kombinasyon tedavileri uygulanip 100 uL
pipet ucu kullanilarak plakalar ¢izilmistir (yara agilmistir) ve PBS ile iki defa yikama iglemi
gergeklestirilip besiyeri (DMEM) tazelenmistir. Ac¢ilan yaralarin kapanma siirecleri ters
mikroskop aracilifiyla incelenmis olup belirli zaman araliklarinda (0, 12, 24h)

fotograflandirilip Image-J programi ile analiz edilmistir.
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3.2.4.4. Notral Kirmizis1 Yontemi

Notral kirmizisi, ‘bazal kirmizisi’ veya ‘toluen kirmizisi’ olarakta bilinen zayif katyonik
bir boya oldugu bilinmektedir. Noétral kirmizis1 biyolojik pH’ta sifir net ylike sahip
oldugundan hiicre zarin1 kolayca gegebilmektedir. Boya, hiicre zarindan sitozole non-
iyonik diflizyonla gectikten sonra lizozomlarda birikmektedir. Lizozomlarin iginde
bulunan proton gradyanlar sitozolden daha diisiik bir pH olusturmaktadirlar. Lizozoma
giren boya yiikli hale geldiginden lizozomun i¢inde kalmaktadir. Hiicre oliirse bu pH
gradyan1 diiseceginden boya lizozomlarin ig¢inde tutulamayacaktir. Notral kirmizist olii
hiicrelerin disina ¢ikmakta ve bdylece sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir

(Ates et al., 2017).

Notral kirmizisi yontemleri (Ates et al., 2017)’de agiklandigi protokol iizerinden
gerceklestirilmistir. 96 kuyucuklu plakalara 1x10* kadar hiicre ekim islemi
gerceklestirilmistir. ilgili doz ve tedavi siiresi gectikten sonra Nétral kirmizisi deney
protokolii izlenmistir. Bir gece once hazirlanip inkiibatorde muhafaza edilen nétral
kirmizist besiyeri 1800 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Hiicrelerin eski mediumu
cekilip her kuyucuga 100 uL noétral kirmizisi mediumu eklenerek 37°C’de 2 saat
inkiibatorde inkiibe edilmistir. Ardindan medium aspire edilip her kuyucuk 150 uL. PBS ile
yikanmaktadir. Daha sonra her kuyucuga 150 uL Noétral red destain soliisyonu eklenerek
10 dakika oda sicakliginda galkalanmustir. Elisa reader cihazi ile 540 nm’de 6l¢iim alinarak
analizleri gerceklestirilmistir. Notral red stok hazirlama (4 mg/ml): 40 mg Nétral red 10 ml
PBS i¢inde ¢ozdiiriiliir. Notral Red Mediumu (40 ug/ml): Notral red stok 1/100 diliisyonu
gerceklestirilir. 12 ml DMEM igerisinde 0,12 ml stok Notral red eklenir. Nétral red destain:
%50 etanol, %49 ddH20, %1 glasiyel asetik asit.

3.2.4.5. DNA Fragmantasyon Analizi

DNA fragmantasyon analizleri (Majtnerova ve Rousar, 2018)’de agikladigi protokol
tizerinden gergeklestirilmistir. Total DNA’nin izolasyonu igin ticari Genomik DNA
izolasyon Kkiti (Hibrigen) kullanilip kitteki protokol baz alinarak gergeklestirildi. Elde
edilen DNA’nin saflig1 ve konsantrasyonu nanodrop cihazi (Biodrop) ile tespit edilmistir.

Konsantrasyonu belirlenen DNA 6rnekleri i¢in laboratuvarimizda bulunan yatay agaroz jel
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elektroforez tank sistemi (Bio-Rad, Sub-Cell GT) kullanildi. Elde edilen DNA’nin
biiyiikliigiine gore %2 oranlarinda agaroz jel hazirlandi. Agaroz miktar1 hesaplanip 1X
TBE tampon ¢ozeltisi igerisinde kaynatilip musluk suyu yardimiyla el ile tutulabilecek
sicakliga ulasmasi saglandi. Ardindan 6nerilen oranda niikleik asit boyasi (GelRed®)
eklendi. Hazirlanan agaroz jel tankin igerisine dikkatli bir sekilde dokiilecek ve tarak
yerlestirilmistir. Parafilm {izerinde ilgili DNA o&rnekleri ve DNA yiikleme tamponu
karistirtlip kuyucuklara yiiklendi. Son olarak 80-120 V’da 3-4 saat DNA o&rnekleri
kosturuldu. TBE tampon: 89 mM tris base, 89 mM borik asit, 2 mM EDTA, pH 8,0. DNA

yiikleme tamponu: %40 siikroz, %10 bromofenol mavisi.

3.2.5. istatistiksel Analiz

Yapilan tez ¢alismasinda, tiim deneyler en az {i¢ tekrarli olacak sekilde planlanmis olup
istatistiksel olarak standart sapma degerleri analiz edilmistir. Grafikler ve istatistiksel
analizler GraphPad Prism (GraphPad Software, USA) programi kullanilarak tespit
edilmistir. Calismalar sonucunda elde edilen bulgular t-testi ve One-Way ANOVA testi ile
degerlendirilip (means = bSEM) p-degeri 0,05 (*), 0,01 (**), 0,001 (***) veya 0,0001
(****)’den kiiciik neticeler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. RNA Interferans Yontemi ile AMOB2 Gen ifadesinin Susturulmasi

Tez kapsaminda gergeklestirdigimiz ¢alismalarda kullandigimiz hMOB2 monoklonal
antikorunu tireten hybridoma hiicreleri firmanin (Epitomics Inc.) onerdigi protokol
optimize edilerek uygulanmistir. ilgili antikorun U20S ve MCF-7 hiicrelerinde anti-
hMOB2 aktivitesi Western blot analiziyle teyit edilmistir. RNA interferans yontemi
kullanilarak ilgili hiicre hatlarinda hMOB2 ekspresyonu gegici olarak susturulmustur.
Daha 6nce yapilan ¢alismada, siRNA kullanilarak gegici transfeksiyon sonrasinda hMOB2
ifadesinin islemden 24 saat sonra Onemli derecede azaldig1 saptanmis olup bu
baskilanmanin 120 saate kadar devam ettigi belirlenmistir (Gundogdu, et al., 2021). Bu
nedenle, projemizde gergeklestirilen tiim inhibitor tedavileri transfeksiyon isleminden 24
saat sonra baslatilarak 72 saat siiresince uygulanmistir. Proje kapsaminda satin alinan
SiRNA komplekslerinin  (siCTRL, siMOB2#4 ve siMOB2#6) ve Lipofectamine
RNAIMAX transfeksiyon ajaninin kullanilmasiyla U20S hiicreleri gegici olarak transfekte
edilmistir. Transfekte hiicreler 24 saat sonra toplanarak protein lizatlar1 olusturulmustur.
Protein kodlayan mRNA boélgesini hedefleyen siMOB2#4 (Sekil 4.1, B ve C) veya 3' UTR
bolgesini hedefleyen siMOB2#6 (Sekil 4.1, D ve E) ile transfekte edilen hiicrelerdeki
azalan hMOB?2 protein seviyesi Western blot teknigiyle teyit edilmistir.
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Sekil 4.1: U20S kanser hiicrelerinde anti-MOB2 antikorunun ve siRNA konstraktlarinin aktivitelerinin teyit
edilmesi. (A) Aseptik kosullar dikkate alinarak kiiltiire edilen U20S kanser hiicreleri 10-cm petri kutusuna
ekilmistir. Protein lizatlar1 olusturularak %12 SDS poliakrilamit jelde koSturulan 6rnekler Western blot
uygulamasiyla bir gece boyunca anti-MOB2 (1:50) veya anti-actin (1:500) antikoruyla 4°C’de inkiibe edilen
membran daha sonra oda sicakliginda 2 saat siireyle anti-rabbit (1:5000) veya anti-goat (1:5000) sekonder
antikoruyla inkiibe edildi. Kemiliiminesans goriintiileme yontemiyle elde edilen sonuglarda, tiretilen anti-
MOB?2 antikorlarinin 28 kDa biiyiikliigiindeki hMOB2 proteinini tespit ettigi gosterilmistir. (B,D) 10 uM
stok halinde hazirlanarak -20°C’de muhafaza edilen siCTRL ve siMOB2#4 kompleksleri ve Lipofectamine
RNAIMAX transfeksiyon ajani 1:2 oranda OPTI-MEM igerisinde diliite edilerek 15 dakika siireyle oda
sicakhiginda inkiibe edilmistir. Transfekte edilen U20S hiicrelerinin hMOB2 ifadesi baskilanmistir.
Transfeksiyonun gerceklesip gerceklesmedigi Western blot yontemiyle teyit edilmistir. (C,E) Taranan
filmlerin densitometrik analizi Image-J programi kullamlarak gergeklestirilmistir. *p<0,05; kontrol ile
kiyaslandiginda
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4.2. hMOB2 Proteini ile Cesitli Hiicresel Yolaklarda Gorevli Proteinler Arasindaki
Sentetik Letalitenin Belirlenmesi

hMOB2’nin HR regiilasyonundaki potansiyel rollerini ve DNA hasarina karsi artan
hMOB2 protein seviyesini (Gundogdu et al., 2021) dikkate alarak gergeklestirdigimiz
RT2-qPCR analizlerinde, hMOB2 ekspresyonu baskilanan dolayisiyla hMOB2-defektif
U20S kanser hiicrelerinin DNA hasar yanit, DNA tamir ve apoptosis yolaklarinda rol
oynayan 84 genin (Tablo 4.1) transkripsiyonel profilleri incelenmistir. Boylece, hMOB2
defektif kanser hiicrelerine sagkalim avantaji saglayan potansiyel ekspresyon profillerinin

belirlenmesi saglanmstir.

Tablo 4.1. RT? Profiler™ PCR Array Human p53 Signaling Pathway panelinde yer alan gen listesi

Pozis | UniGene | GenBank Sembol Aciklama

yon

A01 HS'712 889 NMESOM APAF1 Apoptotic peptidase activating factor 1
AQ2 HS'376 743 NMggOOO ATM Ataxia telangiectasia mutated

A03 HS'217 179 NMgSOM ATR Ataxia telangiectasia and Rad3 related
A04 Hs.li)465 NMagOﬂ BAIl Brain-specific angiogenesis inhibitor 1
A05 HS'612 429 NM§2043 BAX BCL2-associated X protein

A06 HS'4(§5702 NMI$144 BBC3 BCL2 binding component 3

A07 HS'195074 NMggOOG BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2

A08 HS'272 78l NMZSOA'O BCL2A1 BCL2-related protein Al

A09 HS'53105 NM§g01l BID BH3 interacting domain death agonist
Al0 HS'732889 NMggOM BIRC5 Baculoviral 1AP repeat containing 5

All Hs.ls? ald NM§2072 BRCALl Breast cancer 1, early onset

Al2 | Hs.34012 NMgSOOO BRCA2 Breast cancer 2, early onset

BO1 HS'521916 NMgg%? BTG2 BTG family, member 2

B02 Hs.326 898 NM§(2)329 CASP2 Caspase 2, apoptosis-related cysteine peptidase
BO3 HS'322 950 NM§8012 CASP9 Caspase 9, apoptosis-related cysteine peptidase
B04 | Hs.23960 NMggElQ CCNB1 Cyclin B1

BO5 HS'Z;‘”Z NMggmz CCNEL Cyclin E1
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Tablo 4.1. (Devam) RT? Profiler™ PCR Array Human p53 Signaling Pathway panelinde yer alan gen listesi

B06 | Hs79101 | V=0 | conei Cyclin G1
BO7 Hs.zfzsz NM§8012 CCNH Cyclin H
BO8 HS'4§’770 NM§8017 CDC25A Cell division cycle 25 homolog A (S. pombe)
B09 Hs.656 NM§8017 CDC25C Cell division cycle 25 homolog C (S. pombe)
B10 H3'323456 NMggON CDK1 Cyclin-dependent kinase 1
B11 | Hs.95577 NM?gOOO CDK4 Cyclin-dependent kinase 4
B12 HS'317077 NMggoos CDKN1A | Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cipl)

Hs.51259 | NM_0000 Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma,
co1 9 77 CDKN2A 016, inhibits CDKA4)

NM_0012 .
C02 | Hs.24529 74 CHEK1 CHK1 checkpoint homolog (S. pombe)
C03 HS'2§136 NM§2071 CHEK2 CHK?2 checkpoint homolog (S. pombe)
Co4 | Hs.38533 NM_0038 CRADD CASP2 and RIP_Kl domain cor_1ta|n|ng adaptor
05 with death domain
C05 HS'220 267 NM78013 DNMT1 DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1
C06 HS'635439 NM§g052 E2F1 E2F transcription factor 1
Cco7 Hs.2§3 940 NMd_nglQ E2F3 E2F transcription factor 3
Cco8 HS'4§ 829 NMEgosz EGFR Epidermal growth factor receptor
C09 HS'352603 NM€2019 EGR1 Early growth response 1
C10 HS'761641 NM78048 El24 Etoposide induced 2.4 mRNA
C11 Hs.2£812 NMEE())001 ESR1 Estrogen receptor 1
C12 | Hs.86131 NM§2038 FADD Fas (TNFRSF6)-associated via death domain
D01 HS'ZSMB NMZgOOO FAS Fas (TNF receptor superfamily, member 6)
D02 Hs.2007 NMggOOG FASLG Fas ligand (TNF superfamily, member 6)
D03 HS'ZOZO% NMggOM FOXO03 Forkhead box O3
NM_0019 . .
D04 | Hs.80409 24 GADDA45A | Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha
DO5 Hs.66121 | NM_0020 GML Gchosylphosphatld_yl|n03|to_l anchored molecule
8 66 like protein

D06 | Hs.88556 NMESOA'Q HDAC1 Histone deacetylase 1
D07 Hs.4é)626 NMggOOl HK2 Hexokinase 2
D08 HS'GSBH NM7g008 IGF1R Insulin-like growth factor 1 receptor
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Tablo 4.1. (Devami) RT? Profiler™ PCR Array Human p53 Signaling Pathway panelinde yer alan gen listesi

D09 Hs.6§>445 NM68006 IL6 Interleukin 6 (interferon, beta 2)

D10 Hs.711479 NMigOZZ JUN Jun proto-oncogene

D11 H3.5§> 305 NM§2038 KAT2B K(lysine) acetyltransferase 2B

D12 Hs.50503 | NM_0049 KRAS V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene
3 85 homolog

EO1 H3'6§’248 NM68219 MCL1 Myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2-related)

Eop | HOA549 NM§‘23023 MDM?2 Mdmz2 p53 binding protein homolog (mouse)

EO3 H3'4§749 NMggOZS MDM4 Mdm4 p53 binding protein homolog (mouse)

£04 Hs.19536 | NM_0002 MLH1 MutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis
4 49 type 2 (E. coli)

£05 Hs.59765 | NM_0002 MSH?2 MutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis
6 51 type 1 (E. coli)

£06 Hs.20245 | NM_0024 MYC V-myc myelocytomat05|§ viral oncogene
3 67 homolog (avian)

EO7 Hs.1é3176 NM72024 MYOD1 Myogenic differentiation 1

E08 HS'171357 NME;)OOZ NF1 Neurofibromin 1

£09 Hs.65440 | NM_0039 NEKB1 Nuclear factor of kappg light polypeptide gene
8 98 enhancer in B-cells 1

E10 HS'762888 NM23826 PCNA Proliferating cell nuclear antigen

Ell Hs.5§229 NM§é458 PIDD P53-induced death domain protein

E12 HS'SA?HS NM§8036 PPM1D Protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1D

Fo1 HS'556738 NM§2039 PRC1 Protein regulator of cytokinesis 1

F02 Hs.5§170 NM§$027 PRKCA Protein kinase C, alpha

FO3 Hs.Sé) 046 NMIZOO?’ PTEN Phosphatase and tensin homolog

FO4 HS'365 096 NMIgOA'Z PTTG1 Pituitary tumor-transforming 1

F05 HS'4§ 852 NMEE)OOC% RB1 Retinoblastoma 1

F06 Hs.50287 | NM_0219 RELA V-rel retlcuIoendotheI|05|s_V|raI oncogene
5 75 homolog A (avian)

Fo7 Hs.10089 | NM_0198 RPRM Reprimo, TP53 depend_ent G2 arrest mediator
0 45 candidate

Fog | M9 | M4 1 sesng Sestrin 2

F09 HS'792877 NM§2030 SIAH1 Seven in absentia homolog 1 (Drosophila)

F10 HS'3§977 NM§g122 SIRT1 Sirtuin 1

F11 Hs.64299 | NM_0073 STATI Signal transducer and activator of transcription 1,
0 15 91kDa

F12 Hs.3§3 639 NM52063 TADA3 Transcriptional adaptor 3
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Tablo 4.1. (Devami) RT? Profiler™ PCR Array Human p53 Signaling Pathway panelinde yer alan gen listesi

G01 HS'2§157 NM§2005 TNF Tumor necrosis factor
Hs.52145 | NM_0038 | TNFRSF10 Tumor necrosis factor receptor superfamily,
G02
6 42 B member 10b
c03 Hs.21346 | NM_0038 | TNFRSF10 Tumor necrosis factor receptor superfamily,
7 40 D member 10d, decoy with truncated death domain
G04 H3'615448 NMZSOOE’ TP53 Tumor protein p53
Go5 Hs.16095 | NM_0221 TP53AIP1 Tumor protein p53 regulz.:\ted apoptosis inducing
3 12 protein 1
G06 H3'582396 NM52054 TP53BP2 Tumor protein p53 binding protein, 2
GO7 Hs.l§>756 NME(2)037 TP63 Tumor protein p63
GO08 HS'63729 NM§$O54 TP73 Tumor protein p73
G09 HS'Sg 250 NMgngl TRAF2 TNF receptor-associated factor 2
G10 HS'31085 NMEgOO?’ TSC1 Tuberous sclerosis 1
Gl11 HS'5(?198 NM;gO% WT1 Wilms tumor 1
X-ray repair complementing defective repair in
G12 HS'3§873 NMA—EZM XRCC5 Chinese hamster cells 5 (double-strand-break
rejoining)
HO1 HS'502064 NMag’Oll ACTB Actin, beta
HO02 HS'5§425 NMZgOA'O B2M Beta-2-microglobulin
HO03 HS'559 235 NMZgOZO GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
HO04 HS'471 270 NM§2001 HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
HO5 HS'5§628 NM(_)SOlO RPLPO Ribosomal protein, large, PO
HO6 N/A SA 00105 HGDC Human Genomic DNA Contamination
HO7 N/A SA 00104 RTC Reverse Transcription Control
HO8 N/A SA 00104 RTC Reverse Transcription Control
HO9 N/A SA 00104 RTC Reverse Transcription Control
H10 N/A SA 00103 PPC Positive PCR Control
H11 N/A SA 00103 PPC Positive PCR Control
H12 N/A SA 00103 PPC Positive PCR Control

Total RNA ornekleri, ticari RNA izolasyon kiti (RNeasy Mini Kit, Qiagen, #74134)

kullanilarak ilgili protokol uyarinca elde edilmistir. Piirifiye edilmis olan total RNA %2’lik

agaroz jelde kosturulup ve biitiinligii teyit edilmistir. RNA agaroz jel elektroforezi i¢in

agaroz 2 gr almip 100 ml 1X TBE tampon ¢ozeltisi igerisinde ¢dziilmesi i¢in kaynatilip

musluk suyu yardimiyla uygun sicakliga getirilmistir. Ardindan 5 pl niikleik asit boyasi

(GelRed®) eklenmistir. Hazirlanan agaroz jel tankin igerisine dikkatli bir sekilde dokiilmiis

ve tarak yerlestirilmistir. Parafilm iizerinde ilgili RNA 6rnekleri ve RNA yiikleme tamponu
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karistirilip kuyucuklara yiiklenmistir. Yiikleme miktarlar1 2 ul RNA, 2 ul loading buffer
(6X) ve 8 ul Rnase free water olarak ayarlanmistir. Son olarak 80-120 V’da 3-4 saat RNA
ornekleri kosturulmustur. Agaroz jel goriintiilendiginde 28S/18S ribozomal RNA'nin olup
olmadig1 dogrulanmistir. Ardindan cDNA sentezinde kullanilacak miktarinin ve safliginin
belirlenmesi i¢in 260/280 nm’de nanodrop spektrofotometre (Biodrop) ile total RNA’nin
miktar1 (A260/280>1,8-2,0) belirlenmistir. Total RNA 6rnekleri bir sonraki isleme kadar -
80°C’de muhafaza edilmistir.

1 pg total RNA ornegi 0,2 mL’lik mikrofiij tiipiine aktarilmistir ve iretici firmanin
gelistirdigi protokol uyarinca 5X cDNA sentez tamponu (Oligo[dT] primerler,
hekzamerler, buffer, MgCl12, dNTPs, DTT ve RNase inhibitorii), enzim ve nuclease-free
su eklenmistir (RNeasy Mini cDNA sentez kiti, QIAGEN). Universitemizde bulunan
termal siklus cihazinda (Sensoquest Labcycler), drnekler once 5 dakika 42°C ardindan
hemen buz lizerinde 1 dakika, 6rnekler 42°C 15 dakika inkiibe edilip son olarak 5 dakika
95°C’de bekletilmistir. Son olarak Nanodrop® spektrofotometre (Biodrop,Ar1 ve Dogal
Uriinler ARGE-URGE) ile sentezlenen cDNA’larin miktarlari tayin edilmistir. Elde edilen
cDNA ornekleri (en az 1 pg) ilgili firmanin gelistirdigi protokol uyarinca SYBR green
mastermix (QIAGEN RT? SYBR Green qPCR Mastermix, #330501) ile karistirtlmistir. 20
uL cDNA/SYBR mastermix karisimi ilgili genlere ait primerlerin bulundugu kuyulara
(Qiagen, RT? Profiler™ PCR Array Human p53 Signaling Pathway, #330231) dikkatli bir
sekilde transfer edilmistir. Universitemizde bulunan kantitatif real-time PCR termal siklus
cihazinda (CFX96 Real Time, Biorad Ar1 ve Dogal Uriinler ARGE-URGE), 6nce 10 dakika
95°C'de ilk denaturasyon ve ilgili enzimlerin aktivasyonu saglanmistir. Daha sonra, 10
saniye 95°C, 30 saniye 60°C"de PCR programi (40 defa) uygulanarak ilgili mRNA ‘lara ait
cDNAlarin ¢ogaltilmasi saglanmistir. Programin sonunda erime egrisi (melting curve)

uygulanarak olas1 primer dimerizasyonu takip edilmistir.

Ilgili proteinin mRNA’sma ait Ct (Cycle at threshold) degerleri 6ncelikle ilgili
housekeeping genlerine (HKG) normalize edildi. Tiim deney setleri bagimsiz olarak 3 defa
tekrarlandi ve RNA interferans verimliligi teyit edildi (Sekil 4.2). RT ve PCR
kontrollerinin yan1 sira B2M, HPRT1, RPL13A, ACTB ve GAPDH housekeeping genleri

referans olarak kullanilarak sonuglar siCTRL (non-silencing) kontrol grubuna ait Ct
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degerine normalize edilmistir. Elde edilen veriler, (Livak et al., 2001) tarafindan tarif edilen

2-AACt metoduyla kantitatif olarak degerlendirilmistir.

A
U208 U20s U208
+ - + SICTRL
+ + + siMOB2
23-}— —— * F | hMOB2
sa-H —— Mtubulin
12 12 12
B
Uz20s
— 19
3
£
= *
S 054
o
@
o]
=
i =
0o -
+ + + + siCTRL
+ + + + siMOB2

Sekil 4.2. RT2-qPCR analizleri i¢in gergeklestirilen hMOB2 mRNA'sinin susturulmasi aplikasyonlarinin
teyit edilmesi. (A) Logaritmik biiylime egrisine sahip U20S kanser hiicrelerinin gecici transfeksiyonun teyit
edilmesi igin ekimi gerceklestirilen hiicreler toplanarak protein lizati olusturulmustur. Ardindan Western blot
islemi gerceklestirilerek baskilanan hMOB2 miktari tespit edillmistir. Bagimsiz 3 farkli deneyin sonuglari
gosterilmektedir. (B) Taranan filmlerin densitometrik analizi Image-J programi kullanilarak gerceklestirildi.
Bagimsiz 3 farkli deneyin sonuglari, hMOB2 ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
baskilandigim gdstermektedir. Istatiksel analiz Student’s t-test ile gerceklestirilmistir. *p<0,05; kontrol ile
kiyaslandiginda

4.2.1. Azalan hMOB?2 ifadesi Sonucunda Ekspresyonu Artan Genler

Gergeklestirdigimiz RT2-qPCR Array analizlerinden elde ettigimiz sonuglar, azalan
hMOB?2 ifadesine karsi DNA hasar yanit, DNA tamir ve apoptosis yolaklarinda rol
oynayan BCL2A1, BTG2, CCNG1, CDKN1A, FAS, MDM2, PPM1D, STAT1 ve TNF
genlerin mRNA ekspresyonlarinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigini

gosterilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. hMOB?2 ifadesi baskilanan U20S kanser hiicrelerinde ekspresyonu artan genler. RT ve PCR
kontrollerinin yani sira B2M, HPRT1, RPL13A, ACTB ve GAPDH housekeeping genleri referans olarak
kullamildi. qPCR-array veri analizi ilgili firma tarafindan saglanan hazir excel sablonu kullanilarak Livak ve
Schmittgen tarafindan tanimlanan AACq metoduna (Livak et al., 2001) gore gerceklestirildi. Student’s t-test
kullanilarak hesaplanan p degerinin 0,05’den kiigiik olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi
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4.2.2. Azalan hMOB?2 ifadesi Sonucunda Ekspresyonu Azalan Genler

Gergeklestirdigimiz RT2-gPCR Array analizlerinden elde ettigimiz sonuglara gore, azalan
hMOB2 ifadesine karsi DNA hasar yanit, DNA tamir ve apoptosis yolaklarinda rol
oynayan BIRC5, BRCA1, CCNB1, CCNE1, CDC25C, DNMT1, KRAS, PRKCA, RB1, TP63
ve XRCC5 genlerin mRNA ekspresyonlariin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azaldigim saptanmustir (Sekil 4.4). Azalan genlerden BRCAL gen iiriiniiniin DNA onarim
mekanizmasi, hiicre dongiisii gibi birgok hiicresel proseste rol oynadigi bilinmektedir
(Tung et al., 2018). BRCA1 o6zellikle DNA ¢ift zincir kirik tamir mekanizmasi olan
homolog rekombinasyonda BRCA2 ve PALB2 proteinleriyle birlikte olusturdugu
kompleks sayesinde RADS51 rekombinazinin hasarli kromatin {izerine istila etmesi

noktasinda 6nemli oldugu bilinmektedir (Simhadri et al., 2019).
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Sekil 4.4. hMOB?2 ifadesi baskilanan U20S kanser hiicrelerinde ekspresyonu azalan genler. RT ve PCR
kontrollerinin yami sira B2M, HPRT1, RPL13A, ACTB ve GAPDH housekeeping genleri referans olarak
kullanildi. qPCR-array veri analizi ilgili firma tarafindan saglanan hazir excel sablonu kullanilarak Livak ve
Schmittgen tarafindan tanimlanan AACq metoduna (Livak et al., 2001) gore gerceklestirildi. Student’s t-test
kullanilarak hesaplanan p degerinin 0,05’den kii¢iik olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi

4.2.3. Azalan hMOB?2 ifadesi Sonucunda Ekspresyonu Degismeyen Genler

Son olarak, RT2-qPCR Array analizlerimizden elde ettigimiz sonuglar, azalan hMOB2

ifadesine karst DNA hasar yanit, DNA tamir ve apoptosis yolaklarinda énemli rolleri
bulunan ADGRB1, APAF1, ATM, ATR, BAX, BBC3, BCL2, BID, BRCA2, CASP2, CASP9,
CCNH, CDC25A, CDK1, CDK4, CHEK1, CHEK2, CRADD, E2F1, E2F3, EGFR, EGF1,
El24, ESR1, FADD, FASLG, FOXO3, GADD45A, GML, HDAC1, HK2, IGF1R, IL6, JUN,
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Sekil 4.5. hMOB2 ifadesi baskilanan U20S kanser hiicrelerinde ekspresyonu degismeyen genler. RT ve PCR
kontrollerinin yani sira B2M, HPRT1, RPL13A, ACTB ve GAPDH housekeeping genleri referans olarak
kullanildi. qPCR-array veri analizi ilgili firma tarafindan saglanan hazir excel sablonu kullanilarak Livak ve
Schmittgen tarafindan tanimlanan AACq metoduna (Livak et al., 2001) gore gerceklestirildi. Student’s t-test
kullanilarak hesaplanan p degerinin 0,05’den kiigiik olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi
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4.3. Hiicrelerin Eksojen DNA Hasarina Yamitinda hMOB2 Proteininin Subselliiler

Lokalizasyonunun Belirlenmesi

Hiicrelerin eksojen DNA hasarina verdikleri yanitta ilk olarak YH2AX proteini DNA ¢ift
zincir kiriklarii aninda tespit ederek ATM-MRN aktivasyonunu gergeklestirmektedir.
ATM protein kinazlar, RADS51, p53, 53BP1 ve BRCA2 basta olmak {izere 700 den fazla
proteinin  post-translasyonel modifikasyonunun gergeklesmesinde gorev  aldigi
bilinmektedir (Bakkenist and Kastan, 2003; J.-H. Lee and Paull, 2004; Matsuoka et al.,
2007). ATM protein kinazlar ile etkilesim igerisinde olan proteinlerin DNA hasar1 sonrasi
odak formasyonlari immunofloresans yontemleriyle tespit edilebilmektedir (Kuo and

Yang, 2008).

Calismamiz kapsaminda, Dr. Alexander Hergovich tarafindan temin edilen ve monoklonal
hMOB?2 antikoru iireten hybridoma klonlarindan elde edilen antikorlarin immiinofloresans
aplikasyonundaki etkinligi teyit edildi (Sekil 4.6). Gergeklestirilen 6n ¢alismalar
kapsaminda, jelatin ile kapli steril lamel {izerine pasajlanan hiicreler 0,3 UM mitomisin C
ile 24 saat siireyle tedavi edilmistir. Akabinde sirasiyla paraformaldehit ve Triton X-100
soliisyonu kullanilarak fikse ve permeabilize edilen hiicreler bloklama isleminden sonra
ilgili primer antikor ile +4°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir (anti-nMOB2 rabbit
antibody, 1:50). Ertesi giin anti-FITC ve DAPI ile 2 saat oda sicakliginda ve karanlikta
inkiibe edilen hiicrelerin bulundugu lameller lam iizerine sabitlenmis olup preparatlarin
analizleri immiinofloresans mikroskopta gergeklestirilmistir. Negatif ve siMOB2 kontrol
gruplar1 kullanilarak elimizdeki antikorun hMOB2 6zgiinliigii tespit edilmistir. Buna gore
normal kontrol hiicrelerinde hMOB2 odak olusumu gdzlenirken hMOB2’nin baskilandigi

gruplarda herhangi bir odak gézlenmemistir.



55

U20S
DAPI hMOB2 MERGE
CTRL
no primary
hMOB2 Ab
1:50
- -

Sekil 4.6. Anti-hMOB2 antikorunun immiinofloresans etkinliginin teyit edilmesi. 1xX10E5 U20S hiicresi
(parental) veya Lipofectamine RNAIMAX transfeksiyon ajani ve ilgili SiRNA (siCTRL ve siMOB?2) ile
transfekte edilen 1x10E5 U20S hiicresi 6-kuyucuklu plakalara yerlestirilen ve %0,1 jelatinile kaplanan steril
lamel iizerine pasajlanmistir. Ertesi giin hiicreler 0,3 uM mitomisin C ile 24 saat siireyle tedavi edilmistir.
Sonrasinda, %4 PFA (pH 7,4) soliisyonu kullanilarak hiicreler fikse edilmis ve %0,5 Triton X-100 soliisyonu
kullanilarak hiicre membraninin permeabilizasyonu saglanmigtir. Lamel {izerinde bulunan hiicreler
immiinofloresans bloklama tamponu ile inkiibe edildikten sonra ilgili primer antikor ile 4°C’de gece boyunca
inkiibe edilmistir (anti-hMOB2 rabbit antibody, 1:50). Ayni sekilde bloklama tamponu igerisinde diliite edilen
ilgili sekonder antikor (FITC, anti-rabbit 1:200, Santa Cruz #sc2359) ve DAPI (1:1000) ile 2 saat oda
sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilen hiicrelerin bulundugu lameller lam iizerine yerlestirildi ve lamel
koseleri parmak ojesiyle sabitlenmistir. Elde edilen preparatlarin analizleri immiinofloresans mikroskopta
gerceklestirilmistir. Ab: antibody. DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol



56

4.3.1. Hiicrelerin Eksojen DNA Hasarina Maruziyeti ile 53BP1-hMOB2 Ko-

lokalizasyonunun Belirlenmesi

Okaryotik hiicrelerin kalitim materyali endojen ve eksojen kaynakl1 genotoksik saldirilara
maruz kaldig1 bilinmektedir. Genotoksik saldirilart 6nlemek igin hiicrelerin kompleks bir
DDR mekanizmasina sahiptir. TP53BP1 (tumour protein p53 binding protein 1) geni
tarafindan ifade edilen 53BP1 proteini, hasar tespit proteini olan YH2AX ile ko-lokalize
oldugu gosterilmistir (Rappold et al., 2001). DNA hasar1 durumunda 53BP1 proteini,
RAD51, NBS1 ve BRCAL gibi DNA hasar yanit mekanizmasinda rol oynadigi bilinen
proteinlerle etkilesim icinde oldugu ve bu etkilesimin hasarli kromatinin {izerinde ko-
lokalizasyon ile agiklanmistir (Ward et al., 2003; Gupta et al., 2014; Panier and Boulton,
2014; Mirza-Aghazadeh-Attari et al., 2019).

MMC ile 24 saat tedavi edilerek eksojen DNA hasarina maruz kalan hiicrelerde 53BP1-
hMOB?2 ko-lokalizasyonunun belirlenmesine yonelik yaptigimiz ¢alismada, DNA hasari
durumunda 53BP1 ve hMOB?2 proteinlerinin ko-lokalize oldugu gosterilmistir (Sekil 4.7).
53BP1’in, DNA cift zincir kiriklarinin onariminda rol oynayan proteinleri hasarli kromatin
alanina toplayan molekiiler bir scaffold protein olarak gdrev yaptig1 ve olusan s6z konusu
katastrofik lezyonlarin hangi mekanizmayla (homolog rekombinasyon veya homolog
olmayan uglarin birlestirilmesi) tamir edilecegini belirleyen 6nemli bir hiicresel faktor
oldugu dikkate alindiginda (Panier and Boulton, 2014), elde edilen sonuglar; hMOB2’nin
MMC tedavisi neticesinde olusan DNA ¢ift zincir kiriklarinin bulundugu alanlarda lokalize

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.7. Eksojen DNA hasarina maruz kalan hiicrelerde 53BP1-hMOB2 ko-lokalizasyonunun belirlenmesi.
1x10E5 U20S hiicresi (parental) veya Lipofectamine RNAIMAX transfeksiyon ajani ve ilgili siRNA
(SiICTRL ve siMOB2) ile transfekte edilen 1x10E5 U20S hiicresi 6-kuyucuklu plakalara yerlestirilen ve %0,1
jelatinile kaplanan steril lamel iizerine pasajlanmistir. Ertesi giin hiicreler 0,3 pM mitomisin C ile 24 saat
siireyle tedavi edilmistir. Sonrasinda, %4 PFA (pH 7,4) soliisyonu kullanilarak hiicreler fikse edilmis ve
%0,5 Triton X-100 soliisyonu kullanilarak hiicre membranminin permeabilizasyonu saglanmistir. Lamel
tizerinde bulunan hiicreler immiinofloresans bloklama tamponu ile inkiibe edildikten sonra ilgili primer
antikor ile 4°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir (anti-hMOB?2 rabbit antibody, 1:50). Ayni sekilde bloklama
tamponu igerisinde diliite edilen ilgili sekonder antikor (FITC, anti-rabbit 1:200, Santa Cruz #sc2359) ve
DAPI (1:1000) ile 2 saat oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilen hiicrelerin bulundugu lameller lam
tizerine yerlestirildi ve lamel koseleri parmak ojesiyle sabitlenmistir. Elde edilen preparatlarin analizleri
immiinofloresans mikroskopta gergeklestirilmistir. Ab: antibody. DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol
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4.3.2. Hiicrelerin Eksojen DNA Hasarina Maruziyeti ile YH2AX-hMOB2 Ko-

lokalizasyonunun Belirlenmesi

DNA’da olusan ¢ift zincir kiriklari, hiicrelerin eksojen ve endojen saldirilara maruz
kalmasi nedeniyle veya olusan tek zincir kiriklarinin ¢ift zincir kiriklarina doénmesi
neticesinde olusabilmektedir (Khanna and Jackson, 2001; Lindahl and Barnes, 2000).
Cesitli hasar sonucu olusan ¢ift zincir kiriginin tedavisinde 6ncelikle DDR sistemi hasar
sensor proteini olan H2AX’in fosforilasyonu gergeklesmektedir (Kobayashi et al., 2002;
Krejci et al., 2012). H2AX proteini, DNA ¢ift zincir kiriklarinin aninda tespitini saglayarak
onarim mekanizmalarinda rol oynayan proteinlerin aktivasyon siireclerinde onem arz
etmektedir. Bu nedenle, YH2AX Ser139 varligit DNA ¢ift zincir kirik indikatorii olarak
kullanilmaktadir (Kuo and Yang, 2008). yH2AX varliginin DNA ¢ift zincir kirik
lezyonlarinin indikatorii oldugu dikkate alindiginda (Kuo and Yang, 2008) elde ettigimiz
bulgular, h(MOB?2 proteininin MMC tedavisi sonucu olusan DNA ¢ift zincir kiriklarinin
bulundugu alanlarda lokalize oldugunu gostermektedir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Eksojen DNA hasarmma maruz kalan hiicrelerde yH2AX-hMOB2 ko-lokalizasyonunun
belirlenmesi. 1Xx10E5 U20S hiicresi (parental) veya Lipofectamine RNAIMAX transfeksiyon ajani ve ilgili
SIRNA (siCTRL ve siMOB2) ile transfekte edilen 1x10E5 U20S hiicresi 6-kuyucuklu plakalara yerlestirilen
ve %0,1 jelatinile kaplanan steril lamel iizerine pasajlanmustir. Ertesi giin hiicreler 0,3 uM mitomisin C ile
24 saat siireyle tedavi edilmistir. Sonrasinda, %4 PFA (pH 7,4) soliisyonu kullanilarak hiicreler fikse edilmis
ve %0,5 Triton X-100 soliisyonu kullanilarak hiicre membraninin permeabilizasyonu saglanmigtir. Lamel
iizerinde bulunan hiicreler immiinofloresans bloklama tamponu ile inkiibe edildikten sonra ilgili primer
antikor ile 4°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir (anti-hMOB2 rabbit antibody, 1:50). Ayni sekilde bloklama
tamponu igerisinde diliite edilen ilgili sekonder antikor (FITC, anti-rabbit 1:200, Santa Cruz #sc2359) ve
DAPI (1:1000) ile 2 saat oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilen hiicrelerin bulundugu lameller lam
iizerine yerlestirildi ve lamel koseleri parmak ojesiyle sabitlenmistir. Elde edilen preparatlarin analizleri
immiinofloresans mikroskopta gergeklestirilmistir. Ab: antibody. DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol
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4.3.3. Hiicrelerin Eksojen DNA Hasarina Maruziyeti ile RAD51-hMOB2 Ko-

lokalizasyonunun Belirlenmesi

RADS51, homolog rekombinasyon DNA ¢ift zincir kirik onarim mekanizmasinda rol
Oynayan Onemli bir regiilatordiir (Yata et al., 2012). Daha onceki yapilan ¢alismada,
hMOB?2 ifadesi gegici olarak baskilanan hiicrelerde endojen kaynakli DNA ¢ift zincir
kiriklarinin  biriktigi ve G1/S kontrol noktasinda hiicre dongiisiiniin durduruldugu
belirlenmistir (Gomez et al., 2015). Hiicre dongiisiiniin ATM-CHK2-p53-p21 yolag:
tizerinden durdurulmasi (Gomez et al., 2015), RAD51 enziminin DNA ¢ift zincir kirigi
tamir mekanizmasinda rol oynayan énemli bir regiilator oldugunu gdstermistir. Bir bagka
caligmada ise PLK1 kaynakli RAD51 Ser14 fosforilasyonunun homolog rekombinasyon
DNA ¢ift zincir tamir onarim mekanizmasindaki islevselligini ortaya ¢ikarmaktadir (Yata
et al., 2012). hMOB2 defektif hiicrelerde yapilan c¢alismada RADS51 Serl4

fosforilasyonunun tam olarak islev gérmedigi rapor edilmistir (Gundogdu et al., 2021).

Elde edilen sonuglara dikkate alarak gerceklestirdigimiz immiinofloresans analizleriyle
eksojen DNA hasarina karsi RADS51 ve hMOB2 proteinlerinin - muhtemel Kko-
lokalizasyonlar1 arastirilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore, indiiklenen eksojen DNA
hasarmma karst hMOB2 ve RADS51 proteinlerinin hasarli kromatin bolgesinde Kko-
lokalizasyonunun ger¢eklesmedigini ortaya ¢ikarmigtir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Eksojen DNA hasarmma maruz kalan hiicrelerde RAD51-hMOB2 ko-lokalizasyonunun
belirlenmesi. 1X10E5 U20S hiicresi (parental) veya Lipofectamine RNAIMAX transfeksiyon ajani ve ilgili
SIRNA (siCTRL ve siMOB2) ile transfekte edilen 1x10E5 U20S hiicresi 6-kuyucuklu plakalara yerlestirilen
ve %0,1 jelatinile kaplanan steril lamel iizerine pasajlanmistir. Ertesi giin hiicreler 0,3 uM mitomisin C ile
24 saat siireyle tedavi edilmistir. Sonrasinda, %4 PFA (pH 7,4) soliisyonu kullanilarak hiicreler fikse edilmis
ve %0,5 Triton X-100 soliisyonu kullanilarak hiicre membraninin permeabilizasyonu saglanmigtir. Lamel
tizerinde bulunan hiicreler immiinofloresans bloklama tamponu ile inkiibe edildikten sonra ilgili primer
antikor ile 4°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir (anti-hMOB2 rabbit antibody, 1:50). Ayni sekilde bloklama
tamponu icerisinde diliite edilen ilgili sekonder antikor (FITC, anti-rabbit 1:200, Santa Cruz #sc2359) ve
DAPI (1:1000) ile 2 saat oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilen hiicrelerin bulundugu lameller lam
lizerine yerlestirildi ve lamel koseleri parmak ojesiyle sabitlenmistir. Elde edilen preparatlarin analizleri
immiinofloresans mikroskopta gergeklestirilmistir. Ab: antibody. DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol
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4.4. hMOB2 Proteininin Protein-Protein Etkilesim ve Post-Translasyonel

Modifikasyon Statiisiiniin Saptanmasi

Potansiyel olarak 6nemli bir homolog rekombinasyon DNA onarim faktorii ve PARP
inhibitor duyarliliginin belirleyicisi olmasi nedeniyle (Gundogdu et al., 2021), hMOB2’nin
muhtemel post-translasyonel modifikasyonunun ve protein-protein etkilesiminin biyolojik
Ooneminin ortaya cikarilmasi 6nem arz etmektedir. Bu amagla, U20S hiicrelerinde wild-
type hMOB2 geni ve mutant gen varyasyonlar1 ektopik olarak sentezlenerek PARP
inhibitdr duyarlilik fenotipi arastirilmigtir. Bu kapsamda, online veri tabani scansite
taramasinda (Obenauer et al., 2003) hMOB2’nin DNA hasar yanit regiilatorii olan ATM
kinaz tarafindan muhtemelen S139 bolgesinden fosforile olabilecegi 6nerilmektedir (Sekil

4.10).
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Sekil 4.10. hMOB?2 proteini i¢in scansite taramasinda tespit edilen muhtemel ATM fosforilasyon bdlgesi
(S139) (Obenauer et al., 2003)

hMOB2 wild-type ve mutant versiyonlarinin U20S kanser hiicrelerindeki kalici
ekspresyonlari i¢in neomisin direngli retroviral bir vektor olan pLXSN plazmidi kullanildi.
Potansiyel olarak hMOB2 fosforilasyonunun ve hMOB2-NDR etkilesiminin saglandig:
amino asitleri kodlayan ilgili baz dizileri, pPLXSN _HA MOB2 (WT) plazmidi {izerinde

PCR mutagenez (“site-directed mutagenesis”) teknigiyle olusturulan nokta mutasyonlarla
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degistirildi ve ilgili modifikasyonlar (139 S[JA, 157 H[JA) sekans analiziyle teyit
edilmistir (s6z konusu deneysel siiregler Dr. Alexander Hergovich tarafindan
gerceklestirilmistir). Ilgili transfeksiyonlar gergeklestirilen Western blot analizleriyle teyit
edilmistir. Sekil 4.11°de goriildiigii tizere hMOB2 over ekspresyonlarinin basarili bir
sekilde gergeklestigi belirlenmistir.

A B
U20S U20S
+ pLXSN + pLXSN
+ pLXSN_HA_hMOB2(WT) + pLXSN_HA_hMOB2(WT)
kDa +  pLXSN_HA_hMOB2(S139A) kDa +  pLXSN_HA_hMOB2(H157A)
x| | e x| -
28- hMOB2
B 8 | (shortexp.) 28- s hMOB2
| hMOB2
28- ,“ (long exp.) 55- W s s | tubulin
55- | wme w . | tubulin 1 2 3
1 2 3

Sekil 4.11. U20S kanser hiicrelerinde ektopik hMOB2 wild-type ve mutant formlarinin kalici olarak ifade
edilmesi. (A,B) 2x10E6 PT67 retroviral paketleme hiicresi 10-cm'lik hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. Ertesi
giin 5x10E5 U20S hiicresi 10-cm'lik hiicre kiiltiir kaplarma ekildi ve PT67 hiicreleri ilgili cDNA
(PLXSN(EV), pLXSN_HA_MOB2(WT), pLXSN_HA_MOB2(S139A) veya pLXSN_HA_MOB2(H157A))
ve Lipofectamine 2000 siispansiyonu ile transfekte edilmigtir. Devam eden 2 giin boyunca PT67 besiyeri
dikkatli bir Sekilde toplanarak filtre edilip ve hedef hiicrelerin enfeksiyonu i¢in kullanilmistir. Son olarak
kalic1 (stable) transfeksiyondan sonra yaklagik 2 hafta siireyle neomisin seleksiyonu (G418, 750 ug/mL)
gerceklestirildi ve basarih bir sekilde transfekte olan hiicreler segilerek hMOB2 overekspresyonu Western
blot analiziyle gosterilmistir

Sonraki ¢aligmalar neticesinde, dncelikle bos vektor, hMOB2 wild-type ve hMOB2 S139A
versiyonlarini eksojen olarak ifade eden U20S hiicrelerindeki endojen hMOB?2 ifadesi
ilgili mRNA’nin 3 UTR bolgesini hedefleyen siRNA (Qiagen, siMOB2#6) kullanilarak
baskilanmigtir (Sekil 4.12). Elde edilen sonuglar incelendiginde, bos vektor (pLXSN) ile
transfekte edilen U20S hiicrelerinde hMOB2 inhibisyonunun olaparib hassasiyeti
olusturdugu teyit edilmistir (Sekil 4.13). Beklendigi tizere, ektopik olarak hMOB2 (wild-
type) overekspresyonuna sahip U20S kanser hiicrelerinde endojen hMOB2 ifadesi
susturulmasina ragmen olaparib hassasiyetinin olugsmadigi gozlenmistir (phenotype
rescue) (Sekil 4.13, B). Endojen hMOB2 ifadesi baskilanan ve ektopik olarak hMOB2
S139A mutant protein overekspresyonunun saglandigi hiicrelerde olaparib duyarliliginin

devam ettigi (Sekil 4.13, C) ve dolayisiyla ATM kinaz tarafindan muhtemel fosforilasyon
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bolgesi olarak Onerilen amino asit modifikasyonunun, hMOB2 proteininin olaparib

yanitina katkisinin olmadigi belirlenmistir.

U208
+ pLXSN
+ pLXSN_HA_hMOB2(WT)
kDa + pLXSN_HA_hMOB2(S139A)
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Sekil 4.12. Bos vektér, hMOB2 wild-type veya hMOB2 S139A mutant formlarini ifade eden U20S kanser
hiicrelerindeki endojen hMOB?2 ifadesinin susturulmasi. Logaritmik biiylime egrisine sahip ilgili U20S
kanser hiicrelerinin tripsinizasyon isleminden sonra sayimi gerceklestirilmistir. Kontrol (sSiCTRL) ve hMOB2
(siMOB2#6) siRNA kompleksleri ve Lipofectamine RNAIMAX transfeksiyon ajani 1:2 oranda OPTI-MEM
igerisinde diliite edilerek 15 dakika siireyle oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Bu esnada her bir
transfeksiyon i¢in 5x10E5 U20S(EV), 5x10ES U20S(hMOB2-WT) veya 5x10E5 U20S (hMOB2-S139A)
hiicresi DMEM  igerisinde siispanse  edildi. inkiibasyon siirelerinin ardindan  karigtirilan
siRNA/Lipofectamine/hiicre siispansiyonu son konsantrasyonu 5 nM olacak sekilde 6-cm’lik petri kutularina
transfer edilmistir. Hiicreler 24 saatlik transfeksiyondan sonra toplanarak protein lizati olusturuldu ve
Western blot islemi gerceklestirilerek baskilanan hMOB2 miktar tespit edilmistir
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Sekil 4.13. hMOB2'nin ATM tarafindan potansiyel fosforilasyon bolgesinin olaparib fenotipi iizerine olan
katkisimin  belirlenmesi. (A,B,C) siCTRL ve siMOB2#6 kompleksleri ve Lipofectamine RNAIMAX
transfeksiyon ajami 1:2 oranda OPTI-MEM igerisinde diliite edilerek 15 dakika siireyle oda sicakliginda
inkiibe edildi. Bu esnada her bir transfeksiyon i¢in (siCTRL ve siMOB2) eksponansiyel biiylime egrisine
sahip 1x10E5 U20S(EV), 1x10E5 U20S(hMOB2-WT) veya 1x10E5 U20S(hMOB2- S139A) hiicresi
DMEM igerisinde siispanse edilmistir. Ardindan, 1,5x10E3 U20S hiicresi 6-kuyucuklu plakalara ekilmistir.
Ekimi gergeklestirilen transfekte edilmis hiicreler 24 saat sonra DMSO veya olaparib (1 uM) ile 72 saat
boyunca tedavi edilmistir. Tedavinin ardindan hiicrelerin besiyerleri tazelenerek %5 CO2 igeren nemli
37°C’lik inkiibatorde 12 giin inkiibasyonu takip edildi. Yeterli bityiikliige ulasan koloniler, Metanol-asetik
asit (3:1) sollisyonu ile 5 dakika siireyle fikse edilen koloniler %0,5 kristal viyole boyas1 ile 15 dakika
boyunca boyanmustir. Ardindan petriler musluk suyu ile dikkatlice yikanarak kurumalari i¢in gece boyunca
oda sicakliginda bekletildi. Taranan kolonilerin analizleri Image-J programi kullanilarak gergeklestirildi.
siCTL ve siMOB2 tedavi gruplarmin sag-kalim orani (SF%) ilgili kontrol gruplarmnin ekim yeterliligine
(PE%) normalize edildi ve sonuglarin istatiksel analizi Student’s t-test ile ger¢eklestirilmistir. DMS0<0,1%
(VvIv)
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Yapilan diger deneylerde, endojen hMOB2 ifadesi baskilanan ve ektopik olarak hMOB2
H157A mutant protein overekspresyonunun saglandigi hiicrelerde (Sekil 4.14) olaparib
duyarliligmin devam ettigi (Sekil 4.15) ve dolayisiyla hMOB2-NDR1 protein-protein
etkilesiminin gercgeklestigi amino asit bolgesinin, hMOB2 proteininin olaparib yanitina
katkisinin olmadigi belirlenmistir. Sonug olarak gergeklestirdigimiz analizlerde, U20S
kanser hiicrelerinde hMOB2 eksikligiyle ortaya cikan olaparib hassasiyet fenotipinin
ektopik hMOB2 ekspresyonuyla kurtarildig: teyit edilmistir ancak hMOB2-NDR1 protein-
protein etkilesiminin (Kohler et al.,, 2010) ve ATM tarafindan potansiyel hMOB2

fosforilasyonunun s6z konusu olaparib yanitina bir katki sunmadigi ortaya ¢ikarilmistir.

U20S
+ pLXSN
+ pLXSN_HA_hMOB2(WT)
kDa + pLXSN_HA_hMOB2(H157A)

28 - .m HA

8- | e TRERERES 0B

55 - | D S S A -t bin

+ + + sIMOB2#6

Sekil 4.14. Bos vektor, hMOB2 wild-type veya hMOB2 H157A mutant formlarimi ifade eden U20S kanser
hiicrelerindeki endojen hMOB?2 ifadesinin susturulmasi. Logaritmik biiylime egrisine sahip ilgili U20S
kanser hiicrelerinin tripsinizasyon igsleminden sonra sayimi gergeklestirildi. Kontrol (SICTRL) ve hMOB2
(siMOB2#6) siRNA kompleksleri ve Lipofectamine RNAIMAX transfeksiyon ajani 1:2 oranda OPTI-MEM
icerisinde diliite edilerek 15 dakika siireyle oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu esnada her bir transfeksiyon
i¢in 5x10E5 U20S(EV), 5x10E5 U20S(hMOB2-WT) veya 5x10E5 U20S(hMOB2-H157A) hiicresi DMEM
igerisinde siispanse edildi. Inkiibasyon siirelerinin ardindan karistirilan siRNA/Lipofectamine/hiicre
stispansiyonu son konsantrasyonu 5 nM olacak sekilde 6-cm’lik petri kutularina transfer edildi. Hiicreler 24
saatlik transfeksiyondan sonra toplanarak protein lizat1 olusturuldu ve Western blot islemi gergeklestirilerek
baskilanan hMOB2 miktari tespit edilmistir
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Sekil 4.15. hMOB2-NDR1 protein-protein bélgesinin olaparib fenotipi {izerine olan katkisinin belirlenmesi.
(A,B,C) siCTRL ve siMOB2#6 kompleksleri ve Lipofectamine RNAIMAX transfeksiyon ajani 1:2 oranda
OPTI-MEM igerisinde diliite edilerek 15 dakika siireyle oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu esnada her bir
transfeksiyon i¢in (siCTRL ve siMOB2) eksponansiyel biiyiime egrisine sahip 1Xx10E5 U20S(EV), 1x10E5
U20S(hMOB2-WT) veya 1x10E5 U20S(hMOB2-H157A) hiicresi DMEM icerisinde siispanse edildi.
Ardindan, 1,5x10E3 U20S hiicresi 6-kuyucuklu plakalara ekildi. Ekimi gergeklestirilen transfekte edilmis
hiicreler 24 saat sonra DMSO veya olaparib (1 uM) ile 72 saat boyunca tedavi edilmistir. Tedavinin ardindan
hiicrelerin besiyerleri tazelenerek %5 CO2 igeren nemli 37°C’lik inkiibatorde 12 giin inkiibasyonu takip
edildi. Yeterli biiytikliige ulasan koloniler, Metanol-asetik asit (3:1) soliisyonu ile 5 dakika siireyle fikse
edilen koloniler %0,5 kristal viyole boyas1 ile 15 dakika boyunca boyanmustir. Ardindan petriler musluk
suyu ile dikkatlice yikanarak kurumalari i¢in gece boyunca oda sicakliginda bekletildi. Taranan kolonilerin
analizleri Image-J programi kullanilarak gergeklestirildi. siCTL ve siMOB2 tedavi gruplarinin sag-kalim
orant (SF%) ilgili kontrol gruplarmin ekim yeterliligine (PE%) normalize edildi ve sonuglarin istatiksel
analizi Student’s t-test ile gergeklestirilmigtir. DMSO<0,1% (v/v)
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4.5. siMOB2 ve PARP Inhibitérleri Kombinasyon Tedavilerinin MCF-7 Hiicre

Canhiligina Olan Etkisinin Belirlenmesi

RNA interferans uygulamalarimiz (Giindogdu vd., 2009), ilgili sSiRNA ve transfeksiyon
ajanlarin1 temin edecegimiz firmanin protokoliinde belirtildigi tizere (Gomez et al., 2015)
ve (Gundogdu et al., 2021)’de anlatildig1 sekliyle gerceklestirilmistir. Caligmalarimizda
hMOB2 gen sentezinden sorumlu ORF bélgesi hedeflenerck tasarlanmis olan SIRNA'lar
kullanilmustir. Tlgili siRNA komplekslerinin hedef mRNA ’y1 susturma kapasitesi, herhangi
bir mRNA’y1 baskilama etkisine sahip olmayan (non-Silencing) siRNA kompleksleri
(siCTRL) ile karsilastirmali olarak kontrol edilmistir. Kullanilan SIRNA ve transfeksiyon
ajani oranlar1 ve hiicrelerin asgari ne kadar siire ile siRNA manipiilasyonuna maruz kalmasi
gerektigi (Gomez et al., 2015)’de belirtildigi sekilde uygulanan pilot deneylerle tespit
edilmigtir. Kisaca, 100 uM siRNA kompleksi optimem besiyeri i¢erisinde (toplam 500 pL)
seyreltilmistir. Diger taraftan kullanilan siRNA miktarinin 2 kati transfeksiyon ajani
(LipoRNAiImax) ise ayr1 bir tiip i¢erisinde bulunan optimem besiyeri icerisinde (toplam
500 pL) seyreltilmistir. iki tiip icerigi karistirilarak 15 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. 1 mL antibiyotiksiz besiyeri igerisinde bulunan hiicreler ile optimem igerisinde
bulunan siRNA/transfeksiyon ajani karistirilarak 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyonu

saglanmistir.

Transfekte edilen hiicrelerin kristal viyole in vitro hiicre canlilig1 testi i¢in Parker et al.
(2022)’de agikladig1 protokol optimize edilmistir (Parker et al., 2022). Oncelikle pilot
deneyler planlanarak her bir ekim alanina MCF-7 hiicre hatlarindan ne kadar ekilecegine,
olaparib, rucaparib ve veliparib ilag konsantrasyonuna ve tedavi siirelerine karar

verilmistir.

4.5.1. siMOB2 ve Olaparib Kombinasyon Tedavisinin MCF-7 Hiicre Canhihigina Olan

Etkisinin Belirlenmesi

Yapilan 6n galismalar neticesinde, 24 kuyucuklu plakalara 1x10* transfekte edilmis MCF-
7 hiicreleri ekilmistir. Transfeksiyonun 24. saatinden itibaren hiicreler 1, 2,5, 5 ve 10 uM
olaparib ile 72 saat boyunca tedavi edilmistir. Belirtilen deney siiresi sonunda hiicrelerin

eski besiyerleri aspire edilip PBS ile yikanmistir. Ardindan metanol-asetik asit (3:1)
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soliisyonu ile her 24 kuyucuklu hiicre ¢ogaltma kabina yaklasik 1 ml eklenip 5 dakika oda
sicakliginda hiicreler fikse edilmistir. Fiksasyon soliisyonu uzaklastirilip %1 Kkristal viyole
(Crystal Violet) boyasindan yaklagik 1 ml alinip 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyonu
saglanmistir. Boyanan kuyucuklar musluk suyu altinda dikkatli bir sekilde yikanmustir.
Ardindan olusan hiicre proliferasyonu tarayici yardimiyla saptanmistir. Daha sonra
hiicrelere %10 asetik asit (1 ml %100 Asetik asit + 9 ml ddH20O) eklenerek yaklasik 5
dakika calkalayicida bekletilmistir. Daha sonra asetik asit mikropipet yardimiyla ¢ekilip
spektrofotometre 6l¢lim kuvetlerine aktarilmistir. Spektrofotometre cihazi ile 595 nm dalga

boyunda hiicre canlilik degerleri analiz edilip, istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

RNA interferans yontemi kullanilarak siRNA transfeksiyonu gergeklestirilmis olup
hMOB32 ifadesi baskilanmistir. MCF-7/siCTL ve siMOB2 hiicreleri olaparib artan dozlarda
(1, 2,5, 5 ve 10 pg/mL) 72 saat tedavi edilmistir (Sekil 4.16). Yapilan analiz neticesinde
PARP inhibitorii olaparibin doza baglh bir sekilde MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunu
engelledigi saptanmistir. Kontrol grubuna kiyasla siMOB2 grubunda istatistiksel olarak
anlaml1 bir azalma meydana gelmistir. Kristal viyole hiicre canlilik analizi MCF-7 hiicre

hatt1 olaparib tedavisi IC50 degeri 5,46 ug/mL olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.16. Olaparib tedavisi ile MCF-7 hiicrelerin kristal viyole hiicre canlilik analizi. (A) Kristal viyole
hiicre canlilik deneyi igin 24 kuyucuklu plakalar kullanilmis olup ilgili RNA interferans yontemi kullanilip
olaparib tedavi siireci devam etmistir. Belirtilen deney siiresi sonunda hiicrelerin genel morfolojileri
mikroskop yardimiyla ¢ekilmistir. Ardindan hiicrelerin eski besiyerleri aspire edilip PBS ile yikama islemi
gerceklestirilmistir. Ardindan metanol-asetik asit (3:1) sollisyonu ile her kuyucuga yaklagik 1 ml eklenip 5
dakika oda sicakliginda hiicreler fikse edilmistir. Fiksasyon soliisyonu uzaklagtirilip %0,5 Kristal viyole
boyasindan yaklagik 1 ml almip 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyonu gergeklestirilmistir. Boyanan
kuyucuklar musluk suyu altinda dikkatli bir sekilde yikanip %10 asetik asit soliisyonundan 1 er ml eklenerek
yaklagik 5 dakika calkalayicida bekletilmistir. Daha sonra asetik asit mikropipet yardimiyla cekilip
spektrofotometre Sl¢iim kiivetlerine aktarilmistir. (B) Spektrofotometre cihazi ile 595 nm dalga boyunda
hiicre canlilik degerleri analiz edilip, graphpad prism programi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirilmistir
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4.5.2. siMOB2 ve Rucaparib Kombinasyon Tedavisinin MCF-7 Hiicre Canhhgina
Olan Etkisinin Belirlenmesi

Yapilan 6n ¢alismalar neticesinde, 24 kuyucuklu plakalara 1x10* transfekte edilmis MCF-
7 hiicreleri ekilmistir. Transfeksiyonun 24. saatinden itibaren hiicreler 1, 2,5, 5 ve 10 uM
rucaparib ile 72 saat boyunca tedavi edilmistir. Belirtilen deney siiresi sonunda hiicrelerin
eski besiyerleri aspire edilip PBS ile yikanmistir. Ardindan metanol-asetik asit (3:1)
sollisyonu ile her 24 kuyucuklu hiicre cogaltma kabina yaklasik 1 ml eklenip 5 dakika oda
sicakliginda hiicreler fikse edilmistir. Fiksasyon soliisyonu uzaklastirilip %1 Kkristal viyole
(Crystal Violet) boyasindan yaklasik 1 ml alinip 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyonu
saglanmistir. Boyanan kuyucuklar musluk suyu altinda dikkatli bir sekilde yikanmistir.
Ardindan olusan hiicre proliferasyonu tarayici yardimiyla saptanmistir. Daha sonra
hiicrelere %10 asetik asit (1 ml %100 Asetik asit + 9 ml ddH2O) eklenerek yaklasik 5
dakika calkalayicida bekletilmistir. Daha sonra asetik asit mikropipet yardimiyla cekilip
spektrofotometre 6l¢iim kuvetlerine aktarilmistir. Spektrofotometre cihazi ile 595 nm dalga

boyunda hiicre canlilik degerleri analiz edilip, istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

RNA interferans yontemi kullanilarak siRNA transfeksiyonu gergeklestirilmis olup
hMOB?2 ifadesi baskilanmistir. MCF-7/siCTL ve siMOB2 hiicreleri rucaparib artan
dozlarda (1, 2,5, 5 ve 10 uM) 72 saat tedavi edilmistir (Sekil 4.17). Yapilan analiz
neticesinde PARP inhibitorii rucaparibin doza bagli bir sekilde MCF-7 hiicrelerinin
proliferasyonunu engelledigi saptanmistir. Kontrol grubuna kiyasla siMOB2 grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana gelmistir. Kristal viyole hiicre canlilik

analizi MCF-7 hiicre hatti1 rucaparib tedavisi IC50 degeri 6,98 pg/mL olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.17. Rucaparib tedavisi ile MCF-7 hiicrelerin kristal viyole hiicre canlilik analizi (A) Kristal viyole
hiicre canlilik deneyi igin 24 kuyucuklu plakalar kullanilmis olup ilgili RNA interferans yontemi kullanilip
rucaparib tedavi silireci devam etmistir. Belirtilen deney siiresi sonunda hiicrelerin genel morfolojileri
mikroskop yardimiyla ¢ekilmistir. Ardindan hiicrelerin eski besiyerleri aspire edilip PBS ile yikama iglemi
gerceklestirilmigtir. Ardindan metanol-asetik asit (3:1) soliisyonu ile her kuyucuga yaklagik 1 ml eklenip 5
dakika oda sicakliginda hiicreler fikse edilmistir. Fiksasyon soliisyonu uzaklastirtlip %0,5 Kristal viyole
boyasindan yaklagik 1 ml almip 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyonu gergeklestirilmistir. Boyanan
kuyucuklar musluk suyu altinda dikkatli bir sekilde yikanip %10 asetik asit soliisyonundan 1 er ml eklenerek
yaklagik 5 dakika calkalayicida bekletilmistir. Daha sonra asetik asit mikropipet yardimiyla ¢ekilip
spektrofotometre 6lgiim kiivetlerine aktarilmistir. (B) Spektrofotometre cihazi ile 595 nm dalga boyunda
hiicre canlilik degerleri analiz edilip, graphpad prisim programi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirilmistir
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4.5.2. siMOB2 ve Veliparib Kombinasyon Tedavisinin MCF-7 Hiicre Canlihigina
Olan Etkisinin Belirlenmesi

Transfekte edilen hiicrelerin Kristal viyole in vitro hiicre canlilig1 testi i¢in 6n galismalar
neticesinde 24 kuyucuklu plakalara 1x10* transfekte edilmis MCF-7 hiicreleri ekilmistir.
Daha sonra 12,5, 25, 50 ve 100 uM veliparib ile 72 saat boyunca tedavi edilmistir.
Belirtilen deney siiresi sonunda hiicrelerin eski besiyerleri aspire edilip PBS ile
yikanmistir. Ardindan metanol-asetik asit (3:1) soliisyonu ile her 24 kuyucuklu hiicre
cogaltma kabina yaklasik 1 ml eklenip 5 dakika oda sicakliginda hiicreler fikse edilmistir.
Fiksasyon soliisyonu uzaklastirilip %1 kristal viyole (Crystal Violet) boyasindan yaklasik
1 ml alinip 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyonu saglanmistir. Boyanan kuyucuklar
musluk suyu altinda dikkatli bir sekilde yikanmistir. Ardindan olusan hiicre proliferasyonu
tarayic1 yardimiyla saptanmistir. Daha sonra hiicrelere %10 asetik asit (1 ml %100 Asetik
asit + 9 ml ddH20) eklenerek yaklasik 5 dakika ¢alkalayicida bekletilmistir. Daha sonra
asetik asit mikropipet yardimiyla ¢ekilip spektrofotometre 6l¢iim kuvetlerine aktarilmistir.
Spektrofotometre cihazi ile 595 nm dalga boyunda hiicre canlilik degerleri analiz edilip,

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

RNA interferans yontemi kullanilarak siRNA transfeksiyonu gergeklestirilmis olup
hMOB?2 ifadesi baskilanmistir. MCF-7/siCTL ve siMOB2 hiicreleri veliparib artan
dozlarda (12,5, 25, 50 ve 100 pug/mL) 72 saat tedavi edilmistir (Sekil 4.18). Yapilan analiz
neticesinde, PARP inhibitorii rucaparibin doza bagl bir sekilde MCF-7 hiicrelerinin
proliferasyonunu engelledigi saptanmistir. Kontrol grubuna kiyasla siMOB2 grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana gelmistir. Kristal viyole hiicre canlilik

analizi MCF-7 hiicre hatt1 veliparib tedavisi IC50 degeri 24,97 pg/mL olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.18. Veliparib tedavisi ile MCF-7 hiicrelerin kristal viyole hiicre canlilik analizi (A) Kristal viyole
hiicre canlilik deneyi i¢in 24 kuyucuklu plakalar kullanilmis olup ilgili RNA interferans yontemi kullanilip
veliparib tedavi siireci devam etmistir. Belirtilen deney siiresi sonunda hiicrelerin genel morfolojileri
mikroskop yardimiyla ¢ekilmistir. Ardindan hiicrelerin eski besiyerleri aspire edilip PBS ile yikama islemi
gergeklestirilmistir. Ardindan metanol-asetik asit (3:1) soliisyonu ile her kuyucuga yaklagik 1 ml eklenip 5
dakika oda sicakliginda hiicreler fikse edilmistir. Fiksasyon soliisyonu uzaklastirtlip %0,5 Kristal viyole
boyasindan yaklasik 1 ml almip 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyonu gergeklestirilmistir. Boyanan
kuyucuklar musluk suyu altinda dikkatli bir sekilde yikanip %10 asetik asit soliisyonundan 1 er ml eklenerek
yaklagik 5 dakika calkalayicida bekletilmistir. Daha sonra asetik asit mikropipet yardimiyla cekilip
spektrofotometre Sl¢iim kiivetlerine aktarilmistir. (B) Spektrofotometre cihazi ile 595 nm dalga boyunda
hiicre canlilik degerleri analiz edilip, graphpad prisim programi kullamilarak istatistiksel olarak
degerlendirilmistir
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4.6. siMOB2 ve PARP Inhibitérleri Kombinasyon Tedavilerinin MCF-7 Koloni Sag

Kalimina Olan Etkisinin Belirlenmesi

RNA interferans yontemi kullanilarak siRNA transfeksiyonu gergeklestirilmis olup
hMOB2 ifadesi baskilanmistir. Transfekte edilen MCF-7 hiicreleri 6 cm hiicre ¢ogaltma
kaplarina ekilmistir. Transfeksiyonun 24. saatinden sonra transfeksiyon ajani igeren
besiyeri uzaklastirilip MCF-7/siCTL ve siMOB2 hiicreleri artan dozlarda olaparib,
rucaparib ve veliparib ile 72 saat tedavi edilmistir. Her bir tedavi grubu i¢in ortalama 12
giin inkiibasyon siireci takip edilmistir. Hiicrelerin 4 giinde bir besiyeri tazelenerek koloni

olusum siireci mikroskop altinda incelenmistir.

4.6.1. siMOB2 ve Olaparib Kombinasyon Tedavisinin MCF-7 Koloni Sag-Kalimina
Olan Etkisinin Belirlenmesi

Transfekte olmus MCF-7 hiicreleri 1, 2,5 ve 5 uM olaparib ile 72 saat boyunca tedavi
edilmistir. Tedavi siirecinin ardindan olusan koloniler PBS ile yikanmistir. PBS
uzaklastirildiktan sonra her bir kuyucuga 600 uL metanol-asetik asit (3:1) soliisyonu
eklenip hiicrelerin 5 dakika boyunca fiksasyonu saglanmistir. Fiksasyon soliisyonu aspire
edilip her bir kuyucuga 500 pL %1 kristal viyole boyasi eklenmistir. Hiicrelerin 15 dakika
boyunca boyayla muamele edilmesinin ardindan kuyucuklar su yardimiyla yikanarak
olusan kolonilerin mikroskop altinda incelenmesi saglanmistir. En az elli hiicre olusumu

koloni olarak kabul edilmistir. Elde edilen sonugclar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Yapilan analiz neticesinde, olaparib ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin doza bagl bir
sekilde koloni yapma yetenegini engelledigi istatistiksel olarak saptanmistir. hMOB2
defektif hiicrelerde koloni yapma yetenekleri diger gruplara gore daha fazla baskilandigi
saptanmistir. Koloni olugturma yiizdeleri kontrol grubuna kiyasla (%100), siMOB2 %91,
5 uM olaparib %24 ve siMOB2 5 uM olaparib tedavisi %9 olarak hesaplanmistir (Sekil
4.19).
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Sekil 4.19. Olaparib tedavisi ile MCF-7 hiicrelerin koloni sag-kalim analizi (A) MCF-7 hiicreleri 6 cm kiiltiir
kaplarina ekildikten sonra 72 saat boyunca artan dozlarda (1, 2,5, 5 ug/mL) olaparib tedavisi uygulanmustir.
Tedavi sonrasinda her bir hiicre kiiltiirii plakasina taze besiyeri eklenerek hiicreler 12 giin boyunca nemli
37°C’lik %5 CO2 igeren hiicre kiiltiir inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Daha sonra, PBS ile yikanmasinin
ardindan metanol-asetik asit (3:1) soliisyonu ile 5 dakika fikse edilen hiicreler metanol i¢erisinde hazirlanan
%1 kristal viyole ile 15 dakika boyunca boyanmustir. Son olarak, plakalar musluk suyu altinda ile dikkatlice
yikanarak hiicre kiiltiirii plakalar1 gece boyunca oda sicakliginda kurutulmustur. Akabinde taranarak hiicre
yogunlugu Image-J programiyla analiz edilmistir. (B) Kontrol grubu ile kiyaslandiginda olusan koloni
yiizdelerini gosteren grafik. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; *** p<0,001 kontrol ile
kiyaslandiginda
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4.6.2. siMOB2 ve Rucaparib Kombinasyon Tedavisinin MCF-7 Koloni Sag-Kalimina
Olan Etkisinin Belirlenmesi

Transfekte olmus MCF-7 hiicreleri 1, 2,5 ve 5 uM rucaparib ile 72 saat boyunca tedavi
edilmigtir. Tedavi siirecinin ardindan olusan koloniler PBS ile yikanmigtir. PBS
uzaklastirildiktan sonra her bir kuyucuga 600 puL metanol-asetik asit (3:1) soliisyonu
eklenip hiicrelerin 5 dakika boyunca fiksasyonu saglanmistir. Fiksasyon soliisyonu aspire
edilip her bir kuyucuga 500 pL %] kristal viyole boyasi eklenmistir. Hiicrelerin 15 dakika
boyunca boyayla muamele edilmesinin ardindan kuyucuklar su yardimiyla yikanarak
olusan kolonilerin mikroskop altinda incelenmesi saglanmigtir. En az elli hiicre olusumu

koloni olarak kabul edilmistir. Elde edilen sonugclar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Yapilan analiz neticesinde, rucaparib ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin doza bagli bir
sekilde koloni yapma yetenegini engelledigi istatistiksel olarak saptanmistir. hMOB2
defektif hiicrelerde koloni yapma yetenekleri diger gruplara gére daha fazla baskilandigi
saptanmistir. Koloni olugturma yiizdeleri kontrol grubuna kiyasla (%100), siMOB2 %83,
5 uM rucaparib %15 ve siMOB2 5 uM rucaparib tedavisi %7,5 olarak hesaplanmistir
(Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Rucaparib tedavisi ile MCF-7 hiicrelerin koloni sag-kalim analizi (A) MCF-7 hiicreleri 6 ¢cm
kiiltiir kaplarma ekildikten sonra 72 saat boyunca artan dozlarda (1, 2,5, 5 pg/mL) rucaparib tedavisi
uygulanmistir. Tedavi sonrasinda her bir hiicre kiiltiirii plakasina taze besiyeri eklenerek hiicreler 12 giin
boyunca nemli 37°C’lik %5 CO2 igeren hiicre kiiltiir inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Daha sonra, PBS ile
yikanmasinin ardindan metanol-asetik asit (3:1) soliisyonu ile 5 dakika fikse edilen hiicreler metanol
icerisinde hazirlanan %1 Kristal viyole ile 15 dakika boyunca boyanmistir. Son olarak, plakalar musluk suyu
altinda ile dikkatlice yikanarak hiicre kiiltiirii plakalar1 gece boyunca oda sicakliginda kurutulmustur.
Akabinde taranarak hiicre yogunlugu Image-J programiyla analiz edilmistir. (B) Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda olusan koloni yiizdelerini gosteren grafik. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01;
*** n<0,001 kontrol ile kiyaslandiginda
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4.6.3. siMOB2 ve Veliparib Kombinasyon Tedavisinin MCF-7 Koloni Sag-Kalimina
Olan Etkisinin Belirlenmesi

Transfekte olmus MCF-7 hiicreleri 12,5, 25 ve 50 uM veliparib ile 72 saat boyunca tedavi
edilmigtir. Tedavi siirecinin ardindan olusan koloniler PBS ile yikanmigtir. PBS
uzaklastirildiktan sonra her bir kuyucuga 600 puL metanol-asetik asit (3:1) soliisyonu
eklenip hiicrelerin 5 dakika boyunca fiksasyonu saglanmistir. Fiksasyon soliisyonu aspire
edilip her bir kuyucuga 500 puL %1 kristal viyole boyasi eklenmistir. Hiicrelerin 15 dakika
boyunca boyayla muamele edilmesinin ardindan kuyucuklar su yardimiyla yikanarak
olusan kolonilerin mikroskop altinda incelenmesi saglanmistir. En az elli hiicre olusumu
koloni olarak kabul edilmistir. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Yapilan analiz neticesinde, veliparib ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin doza bagli bir
sekilde koloni yapma yetenegini engelledigi istatistiksel olarak saptanmistir. hMOB2
defektif hiicrelerde koloni yapma yetenekleri diger gruplara gore daha fazla baskilandigi
saptanmistir. Koloni olugturma yiizdeleri kontrol grubuna kiyasla (%100), siMOB2 %76,
50 uM veliparib %6 ve SIMOB2 50 uM veliparib tedavisi %3 olarak hesaplanmistir (Sekil
4.21).
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Sekil 4.21. Veliparib tedavisi ile MCF-7 hiicrelerin koloni sag-kalim analizi (A) MCF-7 hiicreleri 6 cm kiiltiir
kaplarina ekildikten sonra 72 saat boyunca artan dozlarda (12,5, 25, 50 pg/mL) veliparib tedavisi
uygulanmistir. Tedavi sonrasinda her bir hiicre kiiltiirii plakasina taze besiyeri eklenerek hiicreler 12 giin
boyunca nemli 37°C’lik %5 CO2 igeren hiicre kiiltlir inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Daha sonra, PBS ile
yikanmasinin ardindan metanol-asetik asit (3:1) soliisyonu ile 5 dakika fikse edilen hiicreler metanol
igerisinde hazirlanan %1 kristal viyole ile 15 dakika boyunca boyanmustir. Son olarak, plakalar musluk suyu
altinda ile dikkatlice yikanarak hiicre kiltiiri plakalar1 gece boyunca oda sicakliginda kurutulmustur.
Akabinde taranarak hiicre yogunlugu Image-J programiyla analiz edilmistir. (B) Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda olusan koloni yiizdelerini gdsteren grafik. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01;
*** p<0,001 kontrol ile kiyaslandiginda



81

4.7. MCF-7 Hiicrelerinde siMOB2 ve PARP Inhibitérleri Kombinasyon Tedavilerinin
Apoptotik/Otofajik Protein Ekspresyonlari1 Uzerine Etkileri

RNA interferans yontemi kullanilarak siRNA transfeksiyonu gergeklestirilmis olup
hMOB2 ifadesi baskilanmigtir. MCF-7/siCTL ve siMOB2 hiicreleri artan dozlarda
olaparib, rucaparib ve veliparib ile 72 saat tedavi edilmistir. Tedavinin ardindan hiicreler
tripsinize edilerek total protein izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. S6z konusu protein
orneklerinin konsantrasyonlar1 Bradford analizi ile saptanmistir. Konsanstrasyonlar
belirlenen esit miktarda protein 6rnekleri Western blot yontemiyle ilgili primer ve sekonder
antikorlarla muamele edilip enzimatik HRP aktivitesi X-ray filmine aktarilarak hMOB2,
p53, p21, Bax, Bcl-2, Cas-3, Cas-9, cPARP ve Beclin-1 protein ekspresyon profilleri analiz

edilmistir.

Yapilan bu g¢alismada, hMOB2 proteini RNA interferans yontemiyle gecici olarak
baskilanmis ve Parp inhibitorlerinden olaparib, rucaparib ve veliparib ile tedavi edilerek
MCF-7 meme kanseri hiicreleri ilizerindeki ¢esitli proteinlerin ekspresyon seviyeleri
karsilagtirtlmistir.  Meme kanseri hiicrelerinin ilgili kombine tedavi ile olasi

apoptotik/otofajik etkileri lizerinde incelemeler gergeklestirilmistir.

4.7.1. MCF-7 Hiicrelerinde siMOB2 ve Olaparib Kombinasyon Tedavisinin
Apoptotik/Otofajik Protein Ekspresyonlar1 Uzerine Etkileri

MCF-7 hiicrelerinde hMOB2 proteininin baskilanmasi ve olaparib tedavisinin apoptotik-
otofajik proteinlerin ekspresyonu iizerine etkileri arastirilmigtir. h(MOBZ2 proteininin, artan
dozlarda olaparib tedavisi sonucu ekspresyon profili istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
artis gostermistir. Ayni zamanda transfekte edilen MCF-7 hiicrelerindeki hMOB2
proteininin basarili bir sekilde baskilandigida goriilmektedir (Sekil 4.22). p53 proteinine
bakildiginda kontrol grubuna kiyasla artan dozlarda mono olaparib tedavisi sonrasinda
ekspresyon diizeylerinde azalma goriilircken hMOB?2 baskilanan ve olaparib ile tedavi
edilen gruplarda (6zellikle 2,5 uM) kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artig
saptanmigtir (Sekil 4.23). Hiicre dongiisiinde gorev aldigi bilinen p21 ve apoptotik
markerlardan Bax protein ekspresyonlari doza bagli tim gruplarda kontrole kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis gostermektedir (Sekil 4.24 ve Sekil 4.25). Anti-
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apoptotik ozellikleriyle taninan Bcl-2 proteinine bakildiginda, mono tedavi 2,5, 5 uM
olaparib gruplarinda kontrole kiyasla artis gozlenirken hMOB2’nin baskilanmasiyla
birlikte doza bagli bir sekilde protein ekspresyon artis1 devam etmektedir (Sekil 4.26). Bir
baska apoptotik markerlardan Cas-3 ekspresyon diizeyine bakildiginda, kontrol grubuna
kiyasla 1 ve 5 pM olaparib tedavilerinde anlamli bir artis gbzlenmis olup siMOB2
grubunda bu artis devam ederken hMOB?2 baskilanmis artan dozlarda olaparib tedavisine
maruz birakilan gruplarda ise bu artisin kontrol seviyelerinde kaldigi saptanmustir (Sekil
4.27). Cas-9 profilleri incelendiginde ise kontrole kiyasla 1, 2,5 ve 5 uM olaparib
tedavilerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis s6z konusuyken hMOB2’nin baskilandig1
gruplarda ise doza bagli anlamli bir azalma meydana gelmistir (Sekil 4.28). DNA hasar
yanit mekanizmasinda rol oynadigi bilinen cPARP protein ekspresyon seviyeleri ise
olaparib mono tiim gruplarda artis gézlenmis olup mono siMOB2 grubunda anlaml1 bir
azalma saptanmistir. Buna bagli olarak hMOB2 nin baskilanmasiyla birlikte artan dozlarda
olaparib tedavisi sonucu gruplarda artis gézlenmistir (Sekil 4.29). Son olarak otofajik
markerlardan Beclin-1 proteinine bakildiginda, kontrole kiyasla 2,5 ve 5 uM olaparib
tedavi gruplarinda anlamli bir azalma meydana gelirken hMOB2’nin baskilanmasiyla

birlikte doza bagli istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmustir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.22. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve olaparib kombinasyon tedavisinin hMOB2 protein
ekspresyonlari lizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hattt 6 cm
kiiltir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford ydntemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %5 siit tozu icerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/500 oraninda
hazirlanan hMOB2 antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
rabbit sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-J
programi kullanilarak gerceklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.23. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve olaparib kombinasyon tedavisinin p53 protein ekspresyonlari
tizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hatt1 6 cm kiiltiir plakalarina
ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle konsantrasyonlar1 belirlendi.
%12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET ALF membrana transfer edildi.
Membran %5 siit tozu igerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/500 oraninda hazirlanan p53 antikoru gece boyu +4
°C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarmin ardindan 2 saat 1/3000 mouse sekonder muamelesi yapildi. (B)
Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-J programu kullanilarak gergeklestirildi.
*p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile

kiyaslandiginda
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Sekil 4.24. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve olaparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlari iizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hatt1 6 cm
kiltir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %5 siit tozu icerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/100 oraninda
hazirlanan p21 antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
rabbit sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-J
programi kullanilarak gergeklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.25. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve olaparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlar1 iizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hattt 6 cm
kiiltiir plakalarma ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %5 siit tozu icerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/500 oraninda
hazirlanan Bax antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
rabbit sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-J
programi kullamlarak gergeklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile

kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.26. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve olaparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlari iizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hatt1 6 cm
kiiltir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %35 siit tozu icerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/1000 oraninda
hazirlanan Bcl-2 antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
mouse sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuclarinin densitometrik analizi Image-
J programi kullanilarak gerceklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kryaslandiginda
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Sekil 4.27. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve olaparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlar1 iizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hatt1 6 cm
kiiltiir plakalarma ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlart toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %5 siit tozu icerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/500 oraninda
hazirlanan Cas-3 antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
mouse sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-
J programi kullanilarak gerceklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.28. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve olaparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlar1 iizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hattt 6 cm
kiiltiir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %1 2 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %35 siit tozu igerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/250 oraninda
hazirlanan Cas-9 antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
rabbit sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-J
programi kullanilarak gergeklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.29. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve olaparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlart tizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hatt1 6 cm
kiltir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %35 siit tozu igerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/500 oraninda
hazirlanan c-PARP antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
rabbit sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-J
programt kullanilarak gerceklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.30. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve olaparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlart lizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hatt1 6 cm
kiltir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %5 siit tozu icerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/500 oraninda
hazirlanan Beclin-1 antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
mouse sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-
J programi kullanilarak gerceklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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4.7.2. MCF-7 Hiicrelerinde siMOB2 ve Rucaparib Kombinasyon Tedavisinin
Apoptotik/Otofajik Protein Ekspresyonlari1 Uzerine Etkileri

MCF-7 hiicrelerinde hMOB2 proteininin susturulmasi ve rucaparib tedavisinin apoptotik-
otofajik proteinlerin ekspresyonu iizerine etkileri arastirilmistir. hMOB2 proteininin, artan
dozlarda olaparib tedavisi sonucu ekspresyon profili istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalis gOstermistir. Ayn1 zamanda transfekte edilen MCF-7 hiicrelerindeki hMOB2
proteininin basarili bir sekilde baskilandigida gériilmektedir (Sekil 4.31). p53 proteinine
bakildiginda kontrol grubuna kiyasla artan dozlarda mono rucaparib tedavisi sonrasinda
ekspresyon diizeylerinde azalma goriiliirken hMOB2 baskilanan ve rucaparib ile tedavi
edilen gruplarda (6zellikle 5 pM) kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis
saptanmustir (Sekil 4.32). p21 protein ekspresyon seviyeleri incelendiginde, kontrole
kiyasla 1 ve 5 uM rucaparib tedavilerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenirken
hMOB2 baskilanan gruplarda ise doza bagli bir azalma meydana gelmistir (Sekil 4.33).
Apoptotik markerlardan Bax protein ekspresyonlar1 doza bagli tim gruplarda kontrole
kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis gostermektedir (Sekil 4.34). Anti-
apoptotik ozellikleriyle taninan Bcl-2 proteinine bakildiginda, tiim tedavi gruplarinda
kontrole kiyasla doza bagli bir sekilde azalig saptanmistir (Sekil 4.35). Bir baska apoptotik
markerlardan Cas-3 ve Cas-9 ekspresyon diizeyine bakildiginda, kontrol grubuna kiyasla
tlim rucaparib tedavi gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gériilmiistiir (Sekil
4.36 ve Sekil 4.37). DNA hasar yanit mekanizmasinda rol oynadigi bilinen cPARP protein
ekspresyon seviyeleri ise 1 uM rucaparib tedavisinde kontrole kiyasla artis gézlenirken
diger gruplarda azalma meydana gelmistir (Sekil 4.38). Son olarak otofajik markerlardan
Beclin-1 proteinine bakildiginda, kontrole kiyasla 1, 2,5 ve 5 uM rucaparib tedavi
gruplarinda anlamli bir azalma meydana gelirken hMOB2’nin baskilanmasiyla birlikte bu

azalma miktar1 kontrole yakin seviyelerde kalmistir (Sekil 4.39).
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Sekil 4.31. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve rucaparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlari {izerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hattt 6 cm
kiltir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %35 siit tozu igerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/500 oraninda
hazirlanan hMOB2 antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
rabbit sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-J
programi kullanilarak gergeklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.32. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve rucaparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlart lizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hatt1 6 cm
kiltir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %5 siit tozu igerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/500 oraninda
hazirlanan p53 antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
mouse sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-
J programi kullanilarak gerceklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.33. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve rucaparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlari {izerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hattt 6 cm
kiltir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %35 siit tozu icerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/100 oraninda
hazirlanan p21 antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
rabbit sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-J
programi kullanilarak gerceklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.34. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve rucaparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlari ilizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hatt1 6 cm
kiiltiir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %5 siit tozu igerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/500 oraninda
hazirlanan Bax antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
rabbit sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-J
programi kullanilarak gergeklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.35. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve rucaparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlart tizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hatt1 6 cm
kiltir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %5 siit tozu icerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/1000 oraninda
hazirlanan Bcl-2 antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
mouse sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuc¢larinin densitometrik analizi Image-
J programi kullanilarak gerceklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.36. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve olaparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlart tizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hatt1 6 cm
kiltir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %35 siit tozu icerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/500 oraninda
hazirlanan Cas-3 antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
mouse sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonug¢larinin densitometrik analizi Image-
J programi kullanilarak gergeklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.37. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve rucaparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlar1 iizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hatt1 6 cm
kiltir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlari toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %35 siit tozu igerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/250 oraninda
hazirlanan Cas-9 antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
rabbit sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-J
programi kullanilarak gergeklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.38. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve rucaparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlari iizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hattt 6 cm
kiiltiir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlart toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %35 siit tozu icerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/500 oraninda
hazirlanan c-PARP antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
rabbit sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-J
programi kullamlarak gergeklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.39. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve rucaparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlari {izerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hattt 6 cm
kiltir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %35 siit tozu igerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/500 oraninda
hazirlanan Beclin-1 antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
mouse sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-
J programi kullanilarak gerceklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda

4.7.3. MCF-7 Hiicrelerinde siMOB2 ve Veliparib Kombinasyon Tedavisinin
Apoptotik/Otofajik Protein Ekspresyonlari1 Uzerine Etkileri

Meme kanseri hiicre hattt MCF-7 hiicrelerinde hMOB2 proteininin susturulmasi ve
rucaparib tedavisinin apoptotik-otofajik proteinlerin ekspresyonu iizerine etkileri
arastirtlmistir. hMOB2 proteininin, artan dozlarda veliparib (12,5, 25 ve 50 uM) tedavisi
sonucu ekspresyon profili istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalis gostermistir. Ayni
zamanda transfekte edilen MCF-7 hiicrelerindeki hMOB2 proteininin basarili bir sekilde
baskilandigida goriilmektedir (Sekil 4.40). p53 protein seviyesine bakildiginda, kontrol
grubuna kiyasla 12,5 ve 25 puM veliparib tedavi gruplarinda artis gozlenirken diger
gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana gelmistir (Sekil 4.41). p21
protein ekspresyon seviyeleri incelendiginde, kontrole kiyasla tiim gruplarda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma meydana gelmistir (Sekil 4.42). Apoptotik markerlardan Bax
protein ekspresyonlar1 doza bagli tiim gruplarda kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli
diizeyde azalis gostermektedir (Sekil 4.43). Anti-apoptotik ozellikleriyle tanimnan Bcl-2
proteinine bakildiginda, tiim tedavi gruplarinda (12,5 uM haric¢) kontrole kiyasla doza bagl
bir sekilde azalis saptanmustir (Sekil 4.44). Bir baska apoptotik markerlardan Cas-3
ekspresyon diizeyine bakildiginda, kontrol grubuna kiyasla 12,5 uM veliparib ve siMOB2

tedavi gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artig goriiliirken diger gruplarda azalma
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meydana gelmektedir (Sekil 4.45). Cas-9 proteinin profili incelendiginde ise 12,5, 50 uM
veliparib ve siMOB2 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artig saptanirken diger
gruplarda azalma goriilmektedir (Sekil 4.46). DNA hasar yanit mekanizmasinda rol
oynadigi bilinen cPARP protein ekspresyon seviyeleri kontrole kiyasla mono veliparib
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis ile sonu¢lanirken hMOB2 baskilanmis
gruplarda azalma meydana gelmistir (Sekil 4.47). Son olarak otofajik markerlardan
Beclin-1 proteinine bakildiginda, kontrole kiyasla tiim veliparib (12,5 uM hari¢) tedavi

gruplarinda anlamli bir azalma meydana gelmistir (Sekil 4.48).
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Sekil 4.40. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve veliparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlart lizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hatt1 6 cm
kiltir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %3 siit tozu igerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/500 oraninda
hazirlanan hMOB?2 antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
rabbit sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-J
programt kullanilarak gerceklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.41. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve veliparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlari {izerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hattt 6 cm
kiltir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %5 siit tozu igerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/500 oraninda
hazirlanan p53 antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
mouse sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-
J programi kullanilarak gergeklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.42. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve veliparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlari iizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hatt1 6 cm
kiiltiir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %35 siit tozu icerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/100 oraninda
hazirlanan p21 antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
rabbit sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-J
programi kullanilarak gergeklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.43. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve veliparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlar1 iizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hatt1 6 cm
kiiltiir plakalarmma ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlart toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %5 siit tozu icerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/500 oraninda
hazirlanan Bax antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
rabbit sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-J
programi kullanilarak gergeklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.44. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve veliparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlart lizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hatt1 6 cm
kiltir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %3 siit tozu igerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/1000 oraninda
hazirlanan Bcl-2 antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
mouse sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonug¢larinin densitometrik analizi Image-
J programi kullanilarak gerceklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.45. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve veliparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlari {izerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hattt 6 cm
kiltir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %5 siit tozu igerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/500 oraninda
hazirlanan Cas-3 antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
mouse sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-
J programi kullanilarak gerceklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.46. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve olaparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlari iizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hatt1 6 cm
kiiltiir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %5 siit tozu icerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/250 oraninda
hazirlanan Cas-9 antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
rabbit sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-J
programi kullanilarak gergeklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kryaslandiginda
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Sekil 4.47. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve veliparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlari {izerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hattt 6 cm
kiltir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlari toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %5 siit tozu igerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/500 oraninda
hazirlanan c-PARP antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
rabbit sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-J
programt kullanilarak gerceklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.48. MCF-7 hiicrelerinde siMOB2 ve veliparib kombinasyon tedavisinin apoptotik/otofajik protein
ekspresyonlart lizerine etkileri (A) Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire edilen MCF-7 hiicre hatt1 6 cm
kiltir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra protein lizatlar1 toplanarak Bradford yontemiyle
konsantrasyonlari belirlendi. %12 SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilen 6rnekler western blot teknigiyle PET
ALF membrana transfer edildi. Membran %35 siit tozu igerisinde 1 saat inkiibe edilerek 1/500 oraninda
hazirlanan Beclin-1 antikoru gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. TBS-T yikamalarinin ardindan 2 saat 1/3000
mouse sekonder muamelesi yapildi. (B) Elde edilen Western blot sonuglarinin densitometrik analizi Image-
J programi kullanilarak gerceklestirildi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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4.8. siMOB2 ve PARP Inhibitérleri Kombinasyon Tedavilerinin MCF-7 Hiicrelerinde

DNA Fragmantasyonunun Saptanmasi

4.8.1. siMOB2 ve Olaparib Kombinasyon Tedavisinin MCF-7 Hiicrelerinde DNA

Fragmantasyonunun Saptanmasi

DNA fragmantasyon deneyi oncelikle transfekte edilen MCF-7 hiicreleri 1, 2,5 ve 5 uM
olaparib ile 72 saat boyunca tedavi edilmistir. Tedavi sonrasinda ticari kit (Hibrigen)
kullanilarak DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Yatay elektroforez tanki kullanilarak
kosturulan &rneklerin  fragmantasyon analizleri gergeklestirilmistir. Ornek gruplar
sirastyla; M: Marker 1: siCtl 2: 1 uM olap 3: 2,5 uM olap 4: 5 uM olap 5: siMOB2 6: si 1
uM olap 7: si 2,5 uM olap 8: si 5 uM olap seklindedir. Yapilan deney neticesinde, kontrol
grubuna kiyasla mono olaparib tedavi gruplarinda diger gruplara gore daha yogun

fragmantasyon saptanmistir (Sekil 4.49).
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Sekil 4.49. MCF-7 olaparib tedavisi DNA fragmantasyon analizi. Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire
edilen MCF-7 hiicre hatt1 6 cm kiiltiir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra hiicrelerin DNA izolasyonu
gerceklestirildi. Total DNA’nin izolasyonu igin ticari Genomik DNA izolasyon kiti (Hibrigen) kullanilip
kitteki protokol baz alinarak gerceklestirildi. Elde edilen DN A’nin saflig1 ve konsantrasyonu nanodrop cihazi
(Biodrop) ile tespit edilmistir. Konsantrasyonu belirlenen DNA &rnekleri i¢in laboratuvarimizda bulunan
yatay agaroz jel elektroforez tank sistemi (Bio-Rad, Sub-Cell GT) kullamldi. Elde edilen DNA’nin
biiyiikliigiine gére %0,5- 2 oranlarinda agaroz jel hazirlandi. Ornek gruplar1 M: Marker 1: siCtl 2: 1 uM olap
3:2,5 uM olap 4: 5 uM olap 5: SIMOB2 6: si 1 uM olap 7: si 2,5 uM olap 8: si 5 uM olap seklindedir

4.8.2. siMOB2 ve Rucaparib Kombinasyon Tedavisinin MCF-7 Hiicrelerinde DNA

Fragmantasyonunun Saptanmasi

DNA fragmantasyon deneyi Oncelikle transfekte edilen MCF-7 hiicreleri 1, 2,5 ve 5 uM
rucaparib ile 72 saat boyunca tedavi edilmistir. Tedavi sonrasinda ticari kit (Hibrigen)
kullanilarak DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Yatay elektroforez tanki kullanilarak
kosturulan &rneklerin fragmantasyon analizleri gergeklestirilmistir. Ornek gruplar

sirastyla; M: Marker 1: siCtl 2: 1 pM ruca 3: 2,5 uM ruca 4: 5 uM ruca 5: siMOB?2 6: si 1
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UM ruca 7: si 2,5 uM ruca 8: si 5 uM ruca seklindedir. Yapilan deney neticesinde, kontrol
grubuna kiyasla 1 ve 2,5 uM rucaparib tedavi gruplarinda diger gruplara nazaran daha

yogun fragmantasyon saptanmistir (Sekil 4.50).

Sekil 4.50. MCF-7 rucaparib tedavisi DNA fragmantasyon analizi. Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire
edilen MCF-7 hiicre hatt1 6 cm kiiltiir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra hiicrelerin DNA izolasyonu
gerceklestirildi. Total DNA’nin izolasyonu igin ticari Genomik DNA izolasyon kiti (Hibrigen) kullanilip
kitteki protokol baz alinarak gerceklestirildi. Elde edilen DNA’nin saflig1 ve konsantrasyonu nanodrop cihazi
(Biodrop) ile tespit edilmistir. Konsantrasyonu belirlenen DNA &rnekleri igin laboratuvarimizda bulunan
yatay agaroz jel elektroforez tank sistemi (Bio-Rad, Sub-Cell GT) kullamildi. Elde edilen DNA’nin
biiyiikliigiine gére %0,5- 2 oranlarinda agaroz jel hazirlandi. Ornek gruplar1 M: Marker 1: siCtl 2: 1 uM ruca
3:2,5 uM ruca 4: 5 uM ruca 5: SiIMOB2 6: si 1 uM ruca 7: si 2,5 uM ruca 8: si 5 pM ruca seklindedir
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4.8.3. siMOB2 ve Veliparib Kombinasyon Tedavisinin MCF-7 Hiicrelerinde DNA

Fragmantasyonunun Saptanmasi

DNA fragmantasyon deneyi i¢in dncelikle transfekte edilen MCF-7 hiicreleri 12,5, 25 ve
50 uM veliparib ile 72 saat boyunca tedavi edilmistir. Tedavi sonrasinda ticari kit
(Hibrigen) kullanilarak DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Yatay elektroforez tanki
kullanilarak kosturulan orneklerin fragmantasyon analizleri gerceklestirilmistir. Ornek
gruplar sirasiyla; M: Marker 1: siCtl 2: 12,5 uM veli 3: 25 uM veli 4: 50 uM veli 5:
SIMOB2 6: si 12,5 uM veli 7: si 25 uM veli 8: si 50 uM veli seklindedir. Yapilan deney
sonuglarina gore, kontrol grubuna kiyasla 12,5, 25 uM veliparib ve SiMOB2 tedavi

gruplarinda diger gruplara nazaran daha yogun fragmantasyon saptanmistir (Sekil 4.51).

Sekil 4.51. MCF-7 veliparib tedavisi DNA fragmantasyon analizi. Aseptik sartlar dikkate alinarak kiiltiire
edilen MCF-7 hiicre hatt1 6 cm kiiltiir plakalarina ekildi. Toplam 72 saat sonra hiicrelerin DNA izolasyonu
gerceklestirildi. Total DNA’nin izolasyonu igin ticari Genomik DNA izolasyon kiti (Hibrigen) kullanilip
kitteki protokol baz alinarak gerceklestirildi. Elde edilen DN A nin saflig1 ve konsantrasyonu nanodrop cihazi
(Biodrop) ile tespit edilmistir. Konsantrasyonu belirlenen DNA o6rnekleri i¢in laboratuvarimizda bulunan
yatay agaroz jel elektroforez tank sistemi (Bio-Rad, Sub-Cell GT) kullamildi. Elde edilen DNA’nin
biiyiikliigiine gore %0,5- 2 oranlarinda agaroz jel hazirlandi. Ornek gruplari M: Marker 1: siCtl 2: 12,5 uM
veli 3: 25 uM veli 4: 50 uM veli 5: siMOB2 6: si 12,5 uM veli 7: si 25 uM veli 8: si 50 pM veli seklindedir
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4.9. siMOB2 ve PARP Inhibitérleri Kombinasyon Tedavilerinde Nétral Kirmizisi

Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

4.9.1. siMOB2 ve Olaparib Kombinasyon Tedavilerinde Notral Kirmizis1 Yontemi ile

Sitotoksisitenin Belirlenmesi

RNA interferans yontemiyle hMOB2 gecici transfeksiyonunun gerceklestirildigi MCF-7
hiicreleri lizerinde Sitotoksisitenin belirlenmesine yonelik noétral kirmizisi yontemi
uygulanmistir. Notral kirmizist besiyeri ve destain soliisyonu kullanilarak yapilan
yontemde spektofotometrik analizler gergeklestirilmistir. hMOB2 baskilandig1 gruplarda
dahil olmak iizere olaparib tedavi gruplari sirasiyla 0.5, 1, 2,5, 5 ve 10 uM seklindedir.
Yapilan analizler neticesinde, kontrol grubuna kiyasla doza bagl istatistiksel olarak
anlamli bir azalma goriilmektedir. Notral kirmizis1 yontemi MCF-7 hiicrelerinde olaparib

tedavisi 1C50 degeri 7,24 pg/mL olarak tespit edilmistir (Sekil 4.52).
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Sekil 4.52. Olaparib tedavisi ile MCF-7 hiicrelerin notral kirmizisi analizi. RNA interferans yontemiyle
hMOB2 gecici transfeksiyonu gergeklestirilip MCF-7 hiicreleri kullamlarak 96 kuyucuklu plakalara
transfeksiyon gruplar1 ve kontrol gruplarinin ekim islemi gergeklestirilmistir. Yukardaki belirtilen dozlar ve
72 saat tedavi siiresi gegtikten sonra Notral kirmizisi yontemi deney protokolii izlenmistir. Bir gece dnce
hazirlanip inkiibatérde muhafaza edilen nétral kirmizisi besiyeri 1800 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Hiicrelerin eski mediumu ¢ekilip her kuyucuga 100 uL nétral kirmizist mediumu eklenerek 37 °C’de 2 saat
inkiibatdrde inkiibe edilmistir. Ardindan medium aspire edilip her kuyucuk 150 uL PBS ile yikanmaktadir.
Daha sonra her kuyucuga 150 uL Notral red destain soliisyonu eklenerek 10 dakika oda sicakliginda
calkalanmugtir. Elisa reader cihazi ile 540 nm’de 6l¢iim alinarak analizleri ger¢eklestirilmistir
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4.9.2. siMOB2 ve Rucaparib Kombinasyon Tedavilerinde Nétral Kirmizis1 Yontemi
ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

RNA interferans yontemiyle hMOB2 gegici transfeksiyonunun gergeklestirildigi MCF-7
hiicreleri iizerinde sitotoksisitenin belirlenmesine yonelik nétral kirmizist yontemi
uygulanmistir. Notral kirmizist besiyeri ve destain soliisyonu kullanilarak yapilan
yontemde spektofotometrik analizler gergeklestirilmistir. hMOB2 baskilandig1 gruplarda
dahil olmak {izere rucaparib tedavi gruplari sirasiyla 0,5, 1, 2,5, 5 ve 10 uM seklindedir.
Yapilan analizler neticesinde, kontrol grubuna kiyasla doza bagl istatistiksel olarak
anlaml1 bir azalma goriilmektedir Notral kirmizist yontemi MCF-7 hiicrelerinde rucaparib

tedavisi IC50 degeri 7,58 pg/mL olarak tespit edilmistir (Sekil 4.53).
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Sekil 4.53. Rucaparib tedavisi ile MCF-7 hiicrelerin nétral kirmizisi analizi. RNA interferans yontemiyle
hMOB2 gegici transfeksiyonu gergeklestilmistir. Ardindan 96 kuyucuklu plakalara transfeksiyon gruplari ve
kontrol gruplarimin ekim iglemi yapilmustir. Yukardaki belirtilen dozlar ve 72 saat tedavi siiresi gectikten
sonra Notral kirmizis1 yontemi deney protokolii izlenmistir. Bir gece dnce hazirlanip inkiibatdrde muhafaza
edilen notral kirmizist besiyeri 1800 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Hiicrelerin eski mediumu g¢ekilip
her kuyucuga 100 uL nétral kirmizist mediumu eklenerek 37 °C’de 2 saat inkiibatdrde inkiibe edilmistir.
Ardindan medium aspire edilip her kuyucuk 150 uL PBS ile yikanmaktadir. Daha sonra her kuyucuga 150
uL Nétral red destain soliisyonu eklenerek 10 dakika oda sicakliginda calkalanmistir. Elisa reader cihazi ile
540 nm’de 6l¢iim alinarak analizleri gergeklestirilmistir
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4.9.3. siMOB2 ve Veliparib Kombinasyon Tedavilerinde Notral Kirmizis1 Yontemi ile

Sitotoksisitenin Belirlenmesi

RNA interferans yontemiyle hMOB2 gegici transfeksiyonunun gergeklestirildigi MCF-7
hiicreleri iizerinde sitotoksisitenin belirlenmesine yonelik nétral kirmizist yontemi
uygulanmistir. Notral kirmizist besiyeri ve destain soliisyonu kullanilarak yapilan
yontemde spektofotometrik analizler gergeklestirilmistir. hMOB2 baskilandig1 gruplarda
dahil olmak {iizere rucaparib tedavi gruplar sirasiyla 6,25, 12,5, 25, 50 ve 100 uM
seklindedir. Yapilan analizler neticesinde, kontrol grubuna kiyasla doza bagli istatistiksel
olarak anlamli bir azalma goriilmektedir. Notral kirmizis1 yontemi MCF-7 hiicrelerinde

veliparib tedavisi IC50 degeri 28,19 pg/mL olarak tespit edilmistir (Sekil 4.54).
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Sekil 4.54. Veliparib tedavisi ile MCF-7 hiicrelerin notral kirmizisi analizi. Nétral kirmizisi deneyi icin RNA
interferans yontemiyle hMOB?2 gegici transfeksiyonu gergeklestilmistir. Ardindan 96 kuyucuklu plakalara
transfeksiyon gruplart ve kontrol gruplarinin ekim islemi yapilmustir. Yukardaki belirtilen dozlar ve 72 saat
tedavi siiresi gectikten sonra Notral kirmizist yontemi deney protokolii izlenmistir. Bir gece 6nce hazirlanip
inkiibatdrde muhafaza edilen ndtral kirmizisi besiyeri 1800 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Hiicrelerin
eski mediumu ¢ekilip her kuyucuga 100 uL ndtral kirmizist mediumu eklenerek 37 °C’de 2 saat inkiibatérde
inkiibe edilmistir. Ardindan medium aspire edilip her kuyucuk 150 uL PBS ile yikanmaktadir. Daha sonra
her kuyucuga 150 uL Nétral red destain soliisyonu eklenerek 10 dakika oda sicakliginda ¢alkalanmustir. Elisa
reader cihazi ile 540 nm’de 6l¢lim alinarak analizleri gergeklestirilmistir
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4.10. siMOB2 ve PARP inhibitorleri Kombinasyon Tedavilerinin MCF-7 Hiicre
Migrasyonuna Olan Etkisinin Belirlenmesi

4.10.1. siMOB2 ve Olaparib Kombinasyon Tedavisinin MCF-7 Hiicre Migrasyonuna

Olan Etkisinin Belirlenmesi

Transfekte edilen MCF-7 hiicrelerinin ekimi gergeklestirilip hiicre yogunlugu %85-90
civarinda oldugunda mikropipet yardimiyla yara agilmistir. Hiicreler sirasiyla 1, 2,5 ve 5
UM olaparib ile 24 saat siireyle tedavi edilmistir. Hiicrelerin 0., 6. ve 24. Saatleri dikkate
alinarak yara aciklig1 analiz edilmistir. Her grup kendi 0. saati ile normalize edilmistir.
Yapilan analiz sonucunda yara kapanma durumu kontrol grubunda artarken siMOB2 ve
artan olaparib dozlarinda yara kapanma siireci azalarak hiicresel migrasyonun baskilandigi

tespit edilmistir (Sekil 4.55).
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Sekil 4.55. Olaparib tedavisi ile MCF-7 hiicrelelerinde migrasyon wound healing yontemi ile analiz edildi.
(A) 6 kuyucuklu plakaya 1x10E6 MCF-7 meme kanseri hiicresi ekildi ve hiicre yogunlugu %90 civarina
ulastiktan sonra steril 100 pL pipet ucu ile diiz bir ¢izgi olusturuldu. Cizgi olusturulduktan sonra hiicre
kalintilarin1 gidermek i¢in kuyucuklar 2 defa PBS (-Mg/-Ca) ile yikandi. Taze besiyeri eklendi ve hiicreler
belirlenen dozlarda tedavi 24 saat edildi ve %5 CO2 igeren nemli 37°C’lik inkiibatorde inkiibe edildi. Yapilan
wound healing deney plani ile hiicreler 0. saat, 6. saat, 24. ve 48. saatlerde mikroskop altinda goriintiilendi.
(B) Her grup kendi arasinda 0. saat degerleri kullanilarak normalize edildi. Normalizasyon yapilan yara
aciklig1 ytizdesi grafigi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile kiyaslandiginda, ***
p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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4.10.2. siMOB2 ve Rucaparib Kombinasyon Tedavisinin MCF-7 Hiicre
Migrasyonuna Olan Etkisinin Belirlenmesi

Transfekte edilen MCF-7 hiicrelerinin ekimi gergeklestirilip hiicre yogunlugu %85-90
civarinda oldugunda mikropipet yardimiyla yara a¢ilmigtir. Hiicreler sirasiyla 1, 2,5 ve 5
uM rucaparib ile 24 saat siireyle tedavi edilmistir. Hiicrelerin 0., 6. ve 24. saatleri dikkate
alarak yara agiklig1 analiz edilmistir. MCF-7 hiicrelerinin yara agildiktan 48 saat sonraki
morfolojik durumlar1 da ayriyeten gosterilmistir. Her grup kendi 0. saati ile normalize
edilmistir. Yapilan analiz sonucunda yara kapanma durumu kontrol grubunda artarken
siMOB2 ve artan rucaparib dozlarinda yara kapanma siireci azalarak hiicresel migrasyonun
inhibe edildigi tespit edilmistir (Sekil 4.56).
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Sekil 4.56. MCF-7 hiicrelelerinde migrasyon wound healing yontemi ile analiz edildi. (A) 6 kuyucuklu
plakaya 1x10E6 MCF-7 meme kanseri hiicresi ekildi ve hiicre yogunlugu %90 civarina ulastiktan sonra steril
100 pL pipet ucu ile diiz bir ¢izgi olusturuldu. Cizgi olusturulduktan sonra hiicre kalintilarin1 gidermek igin
kuyucuklar 2 defa PBS (-Mg/-Ca) ile yikandi. Taze besiyeri eklendi ve hiicreler belirlenen dozlarda tedavi
24 saat edildi ve %5 CO2 igeren nemli 37°C’lik inkiibatorde inkiibe edildi. Yapilan wound healing deney
plani ile hiicreler 0. saat, 6. saat, 24. ve 48. saatlerde mikroskop altinda goriintiilendi. (B) Her grup kendi
arasinda 0. saat degerleri kullanilarak normalize edildi. Normalizasyon yapilan yara agiklig yiizdesi grafigi.
*p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile
kiyaslandiginda
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4.10.3. siMOB2 ve Veliparib Kombinasyon Tedavisinin MCF-7 Hiicre Migrasyonuna
Olan Etkisinin Belirlenmesi

Transfekte edilen MCF-7 hiicrelerinin ekimi gergeklestirilip hiicre yogunlugu %85-90
civarinda oldugunda mikropipet yardimiyla yara a¢ilmistir. Hiicreler sirastyla 12,5, 25 ve
50 uM veliparib ile 24 saat siireyle tedavi edilmistir. Hiicrelerin 0., 6. ve 24. saatleri dikkate
aliarak yara agiklig1 analiz edilmistir. MCF-7 hiicrelerinin yara agildiktan 48 saat sonraki
morfolojik durumlar1 da ayriyeten gosterilmistir. Her grup kendi 0. saati ile normalize
edilmistir. Yapilan analiz sonucunda, 24. saatin sonunda kontrol, 12,5 uM veliparib ve
siMOB2 gruplarinda acgilan yaralar tamamen kapanirken diger gruplarda doza bagli bir

sekilde migrasyon inhibisyonlari artis gostermektedir (Sekil 4.57).
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Sekil 4.57. MCF-7 hiicrelelerinde migrasyon wound healing yontemi ile analiz edildi. (A) 6 kuyucuklu
plakaya 1x10E6 MCF-7 meme kanseri hiicresi ekildi ve hiicre yogunlugu %90 civarma ulastiktan sonra steril
100 pL pipet ucu ile diiz bir ¢izgi olusturuldu. Cizgi olusturulduktan sonra hiicre kalintilarint gidermek igin
kuyucuklar 2 defa PBS (-Mg/-Ca) ile yikandi. Taze besiyeri eklendi ve hiicreler belirlenen dozlarda tedavi
24 saat edildi ve %5 CO2 igeren nemli 37°C’lik inkiibatorde inkiibe edildi. Yapilan wound healing deney
plant ile hiicreler 0. saat, 6. saat, 24. ve 48. saatlerde mikroskop altinda goriintiilendi. (B) Her grup kendi
arasinda 0. saat degerleri kullanilarak normalize edildi. Normalizasyon yapilan yara aciklig1 yilizdesi grafigi.
*p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile
kiyaslandiginda
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Uluslararas1 kanser aragtirma ajansi tarafindan 2022 yilina ait yayimlanan raporda yaklasik
20 milyon insana kanser teshisi konuldugu bilinmektedir (Bray et al., 2024). S6z konusu
bu verilerin kanser tedavileri noktasinda ciddi adimlar atilmasi1 gerektigini birkez daha g6z
oniine sermektedir. Yapilan ¢aligmalarla klinikte basarili sonuglar elde edilsede, var olan
yada sonradan kazanilmais ilag direncleriyle birlikte tedavilerin ciddi yan etkiler gostermesi
sebebiyle uzun vadeli basarilar sinirlandirilmaktadir (O’Connor, 2015; Tsimberidou et al.,
2020). Son yillarda yapilan calismalarda, hiicrelerin genomik ve proteomik profilleri
kanser tedavi yanitin1 belirleyen faktorler arasinda yer aldigi saptanmistir. Bu kapsamda
kigisellestirilmis tedavi yaklasimlarimin gelisimi sayesinde epigenetik, proteomik,
transkripteomik, farmakogenomik ve farmakoproteomik aragtirmalarin artis1 séz konusu
olmustur (Chambliss and Chan, 2016; Crabtree, 2019; Crews et al., 2012; D’Alessandro
and Zolla, 2010; Hess, 2013; Nandal and Burt, 2017; Roden et al., 2019; Wheeler et al.,
2013; Whirl-Carrillo et al., 2012). Son yillarda yapilan ¢alismalar sayesinde hastalarin yeni
nesil anti kanser ilaglar (kiiglik molekiil inhibitérler, monoklonal antikorlar vd.) kullanarak
tedaviye verdikleri yanit neticesinde bireysellestirilmis tedavi yaklagimlarinin 6nemi
ortaya ¢ikacaktir (Chambliss and Chan, 2016; Wheeler et al., 2013). Kii¢iik molekiil PARP
inhibitorlerinden olaparib, rucaparib, talazoparib ve niraparib yumurtalilk ve meme
kanserleri dahil bir¢ok kanserli hastalarin tedavilerinde FDA ve EMA tarafindan onay
aldig1 bilinmektedir. Fakat uzun vadeli klinik ¢alismalarda hiicrelerin PARP inhibitor
tedavilerine karsi ila¢ direnci gosterdigi saptanmustir. S6z konusu direncin ortadan
kaldirilmas igin ¢ok sayida kombinasyon tedavi stratejileri uygulanmaktadir (Moore et al.,
2019).

Hippo sinyal yolagi, tiimor baskilayici sinyal yolaklarindan biri olarak kabul edilmektedir.
Memeli hiicrelerindeki temel bilensenlerinden Ste20 benzeri kinaz MST1/2, NDR 1/2 ve
LATS 1/2 aktivasyonunu gergeklestirmektedir (Meng et al., 2016). Hippo sinyal yolaginda
gorev aldigr diisiiniilen MOB (monopolar spindle-one-binder) protein ailesi iiyelerinden
hMOB2 c¢ekirdekte lokalize oldugu bilinmektedir. Ayni zamanda hMOB2’nin sadece
NDR1/2 ile etkilesim igerisinde oldugu da rapor edilmistir (Hergovich et al., 2005; Kohler
et al., 2010). hMOB2 proteininin, NDR1/2 etkilesimi (Kohler et al., 2010), bir baska
calismada ise potansiyel bir DDR elementi olabilecegi vurgusu (Cotta-Ramusino et al.,
2011), hMOB2 iizerindeki ¢aligmalari hizlandirmistir. Gomez ve ark. (2015) yaptiklari
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caligmada ise hMOB2’nin DDR regiilatorii olma potansiyeli ortaya ¢ikarilmistir (Gomez
etal., 2015).

hMOB2 proteininin, NDR1 ve NDR2 protein kinazlari ile olan iliskisini (Kohler et al.,
2010) ve bahsi gecen genomik taramanin hMOB2’nin potansiyel bir DDR elementi
olabilecegi tahminini (Cotta-Ramusino et al., 2011) goz oOniine alarak gergeklestirilen
arastirmalar, hMOB2 proteininin hiicre dongiisiiniin, DNA hasar yanit ve onarim
yolaklarinin modiilasyonunda rol oynayabilecegini ortaya ¢ikarmistir (Gomez et al., 2015;
Gundogdu et al., 2021). Yapilan bu ¢alismada, RNA interferans yontemi ile hMOB2
mRNA’s1 baskilanmistir. Bu baskilama sonucu hiicrelerde DNA ¢ift zincir kiriklarin
kiriklarmin - birikmesi ve artan ATM-CHK2-p53-p21 protein aktivitesiyle hiicre
dongiisiiniin G1/S fazinda durduruldugu tespit edilmistir (Gomez et al., 2015). Giindogdu
ve ark. (2021) yaptiklari caligmada ise hMOB2-defektif hiicrelerde, homolog
rekombinasyon DNA ¢ift zincir kirik tamir mekanizmasinin tam olarak iglevini yerine
getirmedigi saptanmistir (Gundogdu, et al., 2021). Immiinofloresans ydntemi kullanilarak,
eksojen olarak olusturulan DNA hasarinin tamiri esnasinda RPA kompleksinin hasarl
bolgeye iletiminin bagaril bir sekilde oldugu ancak RADS51 rekombinaz yiiklenmesinin

gergeklesmedigi rapor edilmistir (Gundogdu, et al., 2021).

Bu tez c¢alismasi ile osteosarkoma U20S hiicreleri kullanilarak hMOB2'nin molekiiler
mekanizmas1 ve MCF-7 hiicre hatt1 kullanilarak hMOB2'nin bireysellestirilmis kanser
tedavilerindeki prediktif rolii arastirilmistir. hMOB2’nin s6z konusu prediktif roliiniin
desifre edilmesi kanser hiicrelerinin spesifik olarak elimine edilmesini saglayarak tedavi
yaklagimlarina katki sunacagi diistiniilmektedir. Yapilan tez calismasinin amaci, hMOB2
proteininin ¢esitli hiicresel yolaklarda rol oynayan bilesenler arasindaki sentetik letal
etkilesimlerinin ortaya cikarilmasi, DNA hasarmma yamit olarak hMOB2 proteininin
subselliiler lokalizasyonu ile post translasyonel modifikasyon statiisiiniin belirlenmesi ve
son olarak hMOB2’nin meme kanseri hiicre hatti kullanilarak (MCF-7) konvansiyonel ve

kisisellestirilmis tedavi yaklasimlarina olan yanitindaki roliiniin saptanmasidir.

Yaptigimiz doktora tez calismasinda, hMOB2’nin HR regiilasyonundaki potansiyel
rollerini ve DNA hasarina karsi artan hMOB?2 protein (Gundogdu et al., 2021) seviyesini
dikkate alarak gerceklestirdigimiz qPCR analizleriyle, hMOB2-efektif ve hMOB2-defektif
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U20S kanser hiicrelerindeki DNA hasar yanit, DNA tamir ve apoptosis yolaklarinda rol
oynayan 84 genin transkriptomik davranisi karsilagtirllmigtir. Azalan hMOB2 ifadesine
kars1t DNA hasar yanit, DNA tamir ve apoptosis yolaklarinda rol oynayan BCL2A1, BTG2,
CCNG1, CDKNI1A, FAS, MDMZ2, PPM1D, STAT1 ve TNF genlerinin mRNA
ekspresyonlarinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.3).
Anti-apoptotik fonksiyonlart bilinen BCL2A1 mRNA ekspresyonunun mide, kolon,
akciger, yumurtalik, prostat ve 6zelikle meme tiimor dokularinda ciddi manada arttig
bilinmektedir. Yapilan caligmada, artan BCL2A1 mRNA ekspresyonu programlanmis
hiicre 6liim mekanizmast apoptosisi engelleyerek kemoterapi direncine neden oldugu
saptanmigtir (Vogler, 2012). BIRC5 geni BCL2A1 geni ile benzer profil sergilemekte olup
hiicre sag kalimii desteklemektedir (Wheatley and Altieri, 2019). BTG2 geni hiicre
proliferasyonu ve apoptosis gibi bir¢ok hiicresel mekanizmada tiimor baskilayici olarak rol
oynamaktadir (Mao et al., 2015; Yuniati et al.,, 2019). Transkripsiyon faktorii p53
tarafindan aktif hale gelen CDKNIA gen {irlinii p21 proteininin, hiicre dongiistiniin
isleyisini durdurarak tiimor baskilayict ve pro-apoptotik bir islev gordiigli bilinmektedir
(Gundogdu et al., 2021). p21 proteini lizerine yapilan ¢alismalarda, kanser hiicrelerinde
p21 proteininin artig1 onkojenik ve anti apoptotik rol oynayabilecegi goriisiiyle beraber p53
proteininden bagimsiz bir sekilde etki gosterdigi saptanmistir (Georgakilas et al., 2017;
Ohkoshi et al., 2015). Timor nekroz faktorii ailesine ait TNF geni, hiicre proliferasyonu,
farklilagsmas1 ve apoptosis gibi bir¢ok hiicresel yolakta gorev aldigi tespit edilmistir
(Micheau and Tschopp, 2003). Azalan hMOB?2 ifadesine karsi DNA hasar yanit, DNA
tamir ve apoptosis yolaklarinda rol oynayan BIRC5, BRCA1, CCNB1, CCNE1, CDC25C,
DNMT1, KRAS, PRKCA, RB1, TP63 ve XRCC5 genlerin mRNA ekspresyonlarinin
istatistiksel olarak anlaml bir sekilde azaldigin1 saptanmistir (Sekil 4.4). Azalan genlerden
BRCA1 gen firiiniiniin DNA onarim mekanizmast, hiicre dongiisii gibi bir¢ok proseste rol
oynadigi bilinmektedir (Tung et al., 2018). BRCAL &zellikle DNA ¢ift zincir kirik tamir
mekanizmasi olan homolog rekombinasyonda BRCA2 ve PALB2 proteinleriyle birlikte
olusturdugu kompleks sayesinde RADS51 rekombinazinin hasarli kromatin iizerine istila
etmesi noktasinda 6nemli oldugu bilinmektedir (Simhadri et al., 2019). Azalan hMOB?2
ifadesine karst DNA hasar yanit, DNA tamir ve apoptosis yolaklarinda énemli rolleri
bulunan ADGRB1, APAF1, ATM, ATR, BAX, BBC3, BCL2, BID, BRCA2, CASP2, CASP9,
CCNH, CDC25A, CDK1, CDK4, CHEK1, CHEK2, CRADD, E2F1, E2F3, EGFR, EGF1,
El24, ESR1, FADD, FASLG, FOXO3, GADD45A, GML, HDAC1, HK2, IGF1R, IL6, JUN,
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KAT2B, MCL1, MDM4, MLH1, MSH2, MYC, MYOD1, NF1, NFKB1, PCNA, PIDD1,
PRC1, PTEN, PTTG1, RELA, RPRM, SESN2, SIAH1, SIRT1, TADA3, TNFRSF10B,
TNFRSF10D, TP53, TP53AIP1, TP53BP2, TP73, TRAF2, TSC1 ve WT1 genlerin mMRNA
ekspresyonlarinin anlamli bir sekilde degismedigi gosterilmistir (Sekil 4.5). Yaptigimiz
deney neticesinde anti apoptotik fonksiyonlar1 bilinen BCL2A1 mRNA'sinin hMOB2-
defektif hiicrelerde 6nemli oranda arttig1 gézlenmistir (Sekil 4.3).

BCL2A1 mRNA'sinin hMOB2-defektif hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
artmasinin nedenini ve hMOB2 ile olas1 sentetik letal etkilesimini anlamaya yonelik ayrica
yazdigimiz ve TUBITAK tarafindan desteklenen projemiz (222S786) dogrultusunda,
U20S kanser hiicre canliligi, koloni sag-kalimi, hiicre migrasyonu ve hMOB2-BCL2A1
arasindaki olasi sentetik letal iliski arastirilmistir. Yapilan proje neticesinde, hMOB2 ve
BCL2A1 proteinlerinin baskilanmasiyla olas1 sentetik letal etkilesimleri ortaya
cikarilmistir. Doktora ¢alismasinda yapilan hMOB2 defektif hiicrelerde BCL2A1 mRNA'
siin asirt arttig1 belirlenirken s6z konusu bu artisin protein ekspresyon diizeylerinde de
oldugu bu proje ¢aligmas ile teyit edilmistir. hMOB2 ve BCL2A1 proteinlerinin tekli ve
ikili baskilanmas1 U20S hiicre canliligini, koloni sag-kalimini ve hiicre migrasyonunun

inhibisyonu ile sonuglanmistir.

Memeli hiicrelerinin, genomik stabiliteyi tekrar saglamak amaciyla DNA hasarinin aninda
tespitini, iletimini ve tamirini saglayan olduk¢a karmasik bir DNA hasar yanit
mekanizmasina sahip olduklari bilinmektedir (Ciccia et al., 2010; Gundogdu et al., 2021;
Jackson and Bartek, 2009). Yapilan arastirmalar neticesinde, DNA hasar yanitinda ve
hiicre dongiisiinlin kontroliinde rol oynayan proteinlerin (RADS51, yYH2AX, 53BP1) DNA
cift zincir kingr meydana geldiginde ilgili bolgeye toplandigi immiinofloresans
deneyleriyle tespit edilmistir (Anderson et al., 2001; Paull et al., 2000; Richie et al., 2002;
Tashiro et al., 2000).

TP53BP1 geni tarafindan kodlanan 53BP1 (Ing. "p53 binding protein 1") proteininin, p53
timor baskilayict proteininin transkripsiyonel ko-aktivatorii olarak rol oynadigi
saptanmistir. 53BP1 proteininin DNA ¢ift zincir kiriklarinin olustugu bolgelerde yogun
olarak lokalize oldugu bilinmektedir. Ayn1 zamanda 53BP1 proteini, hasar olusumunun

tespitinden itibaren hiicre dongiisii kontrol noktalarinin aktivasyonu, hasarin HR
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mekanizmas1 yerine NHEJ mekanizmasi ile onarilmasi tesvik ederek proteinlerin ilgili
bolgeye toplanmasini regiile ettigi ¢esitli caligmalarla saptanmistir (Anderson et al., 2001;
Gupta et al., 2014; Mirza-Aghazadeh-Attari et al., 2019; Ward et al., 2003). ATM kinaz
tarafindan fosforile edilerek aktif hale gelen YH2AX DNA ¢ift zincir kirik tamir
mekanizmasinda 6nemli bir biyobelirteg oldugu bilinmektedir (Kuo and Yang, 2008).
Gomez ve ark. 2015°de yaptiklar1 calismada, hMOB2 defektif hiicrelerde hMOB2 efektif
hiicrelere gore S3BP1 ve YH2AX ikili odak olusumunun istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde arttig1 belirlenmistir (Gomez et al., 2015). Tez kapsaminda gergeklestirdigimiz
immiinofloresans deneylerinde, mitomisin C kullanilarak olusturulan DNA hasar
sonucunda hMOB?2 proteini ile birlikte 53BP1 ve YH2AX proteinleride hasarli alana
toplanarak ko-lokalize olduklart immiinofloresans yontemi ile belirlenmistir (Sekil 4.7 ve
Sekil 4.8).

DNA c¢ift zincir kirig1 meydana geldiginde hasarin tamiri icin homolog rekombinasyondan
sorumlu proteinler hasarli kromatin bdlgesinde yogunlasmaktadir. Hasar tespit edildikten
sonra MREI11 tarafindan kirik uglarin stabilizasyonu gerceklestirilir. Kirik uglarin olasi
niikleaz aktivitesinden dolayt RPA kompleksiyle kaplanmasinin ardindan RADS51
rekombinazi  BRCA1-BRCA2-PALB2 protein kompleksi tarafindan ilgili bolgeye
yiikklenmektedir. Ardindan RADS51 kardes kromatitteki bilgiyi istila ederek zincirin hatasiz
bir sekilde tamir edilmesine olanak saglamaktadir (Chapman et al., 2012; Jasin and
Rothstein, 2013; Krejci et al.,, 2012; Meyer et al., 2020). Gergeklestirdigimiz
immiinofloresans analizleriyle, eksojen DNA hasarina karsi RADS51 ve hMOB2
proteinlerinin muhtemel ko-lokalizasyonlari arastirilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore
indiiklenen eksojen DNA hasarina karst hMOB2 ve RADS1 proteinlerinin hasarli kromatin
bolgesinde ko-lokalizasyonunun gergeklesmedigini fakat hMOB2 proteininin 6nemli bir

DDR regiilatorii olduguna dair hipotezimizi desteklemektedir (Sekil 4.9).

Potansiyel olarak onemli bir homolog rekombinasyon DNA onarim faktorii ve PARP
inhibitor duyarliliginin belirleyicisi olmasi nedeniyle (Gundogdu et al., 2021), h(MOB2’nin
muhtemel post-translasyonel modifikasyonunun ve protein-protein etkilesiminin biyolojik
Ooneminin ortaya cikarilmasi 6nem arz etmektedir. Bu amagla, U20S hiicrelerinde wild-
type hMOB2 geni ve mutant gen varyasyonlart ektopik olarak sentezlenerek PARP

inhibitdr duyarlilik fenotipi arastirilmigtir. Bu kapsamda, online veri tabani scansite
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taramasinda (Obenauer et al., 2003) hMOB2’nin DNA hasar yanit regiilatorii olan ATM
kinaz tarafindan muhtemelen S139 bolgesinden fosforile olabilecegi 6nerilmektedir (Sekil
4.10). hMOB2-defektif kanser hiicrelerinin olaparibe karsi hassasiyeti teyit edilmistir
ancak eksojen olarak hMOB2 wild-type veya hMOB2 S139A mutant formunun ifade
edildigi kanser hiicrelerinin olaparib tedavisine verdigi yanitlar arasinda anlamli bir farkin
gozlenmedigi dikkat ¢ekmektedir (Sekil 4.13). Sonug olarak, in silico olarak tanimlanan
ATM kaynakli muhtemel hMOB2 fosforilasyonunun hMOB2-PARP arasindaki sentetik
letal etkilesimde etkili olmadigi, ancak s6z konusu etkilesimin daha kapsamli deneylerde

teyit edilmesinin gerekliligi anlagilmigtir.

Hippo sinyal yolagi, merkezi bir diizenleyici olarak doku homeostazi ve organ
biiytikliigiiniin kontroliinii saglamaktadir (Justice et al., 1995; Xu et al., 1995). Hippo sinyal
yolaginin upstream regiilatorii olarak merkezde bulunan LATS1/2 ve NDR1/2 kinazlarin
aktivasyonunu saglamaktadir (Yu and Guan, 2013). Yapilan ¢aligmalarla, hMOB1A/B
proteinlerinin LATS1/2 ile etkilesim icinde oldugu ve NDRI1/2 kinaz aktivitesini
destekleyici profil sergiledigi belirlenmistir. hMOB2 proteini ise sadece NDR1/2 ile
etkilesim iginde oldugu ve bu etkilesimin NDR1/2 kinaz aktivitesinin inhibisyonuyla
gerceklestigi tespit edilmistir. Bu nedenle hMOB1A/B proteinleri NDR1/2 ko-aktivatorii,
hMOB2 proteinleri ise NDR 1/2 kinaz inhibitorii olarak tanimlanmistir (Bothos et al., 2005;
Hergovich et al., 2006; Kohler et al., 2010). NDR1/2 kinazlarin hMOB2 proteini ile
etkilesimi His157 amino asiti iizerinden gergeklestigi sz konusu amino asitin mutant
formu ile hMOB?2 etkilesime girmedigi saptanmistir (Kohler et al., 2010). hMOB2-NDR1
protein-protein bolgesinin olaparib fenotipi lizerine olan katkisinin belirlenmesine yonelik
yapilan c¢aligmada, hMOB2 defektif hiicrelerdeki olaparib hassasiyeti yinelendi fakat
eksojen olarak hMOB2 wild-type veya hMOB2 H157A mutant formunun ifade edildigi
kanser hiicrelerinin olaparib tedavisine verdigi yanitlar arasinda anlamli bir farkin
gozlenmedigi saptanmistir (Sekil 4.15). Sonu¢ olarak, hMOB2'nin kanser hiicrelerinin
PARP inhibisyonuna kars1 gelistirdigi hiicresel yanita olan katkisinin NDR1/2-bagimsiz

oldugu degerlendirilmistir.

Hiicresel mekanizmada DNA tek zincir kirik tamirinde rol oynayan PARP protein ailesi,
17 adet enzimden olustugu bilinmektedir (Ashworth et al., 2018; Sonnenblick et al., 2015).
PARP proteini cogunlukla PARP ailesine ait olan 113 kDA agirligindan olusan PARP1 ad1
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verilen polipeptid ile katalizor gorevi gormektedir. PARP1, DNA’da meydana gelen tek
veya ¢ift zincir kiriklarinda asirt bir sekilde afiniteyle baglanmaya yardimci olan DNA
baglanma domaini ihtiva etmektedir. Reaksiyonda substrat olarak NAD+ gorev alarak
parcalanan nikotinamid ADP-ribozil kism1 hedef proteinin glutamat veya yan zincirlerine
aktarilmaktadir (Biirkle et al., 2005). DNA’da meydana gelen tek zincir kirigi sonucunda,
DNA’y1 tamir etmek i¢in proteinler, PARP enzimleri tarafindan hasarin etrafina
toplanmaktadirlar (Lord et al., 2015). Metabolizmada meydana gelen DNA ¢ift zincir
kiriklarinin onarilmasinda gorev alan HR mekanizmasinin defektif oldugu hiicrelerde
PARP inhibisyonuna karsi hassasiyet gosterdikleri saptanmistir (Ciccia et al., 2010;
Goodarzi and Jeggo, 2013).

Bireysellestirilmis kanser tedavileri noktasinda PARP enzim inhibisyonu ile klinikte
Oonemli basarilar elde edilmistir. Cok sayida kiigiik molekiil PARP inhibitorleri (6rn.
olaparib, rucaparib, veliparib vd.) kullanilarak PARP enzim inhibisyonu ile monoterapi,
radyoterapi ve/veya kemoterapi ile kombinasyonu seklinde klinik oncesi ve klinik agidan
sonuclar degerlendirilmektedir. Klinik oncesi ve klinik ¢alismalarda kullanilan kiiciik
molekiil PARP inhibitorleri, olaparib, rucaparib, veliparib, pamiparib, fluzoparib ve
talozoparib olarak siralanabilmektedir. PARP inhibit6rlerinden olaparib (Lynparza),
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ve Avrupa Ilag Dairesi (EMA) tarafindan onay
verilen ilk PARP inhibitorii olma 6zelligini tasimaktadir. S6z konusu onaylar, 2014 yilinda
ileri evre kalitsal BRCA-mutant yumartalik kanseri hastalarinin tedavisine yonelik yapilan
caligma ile verilmistir (Kaufman et al., 2015). Olaparib, 2018 yilinda BRCA-mutant HER2-
negatif meme kanseri hastalari, 2019 yilinda BRCA-mutant metastatik pankreas kanseri
hastalar1 ve 2020 yilinda HR-defektif, metastatik ve kastrasyon-direngli prostat kanseri
hastalarinin tedavilerinde kullanilmak iizere onay aldigi bilinmektedir (de Bono et al.,
2020; Golan et al., 2019; Moore et al., 2018; Robson et al., 2019). Bir diger PARP
inhibitorlerinden Rucaparib (Rubraca) ise 2016 yilinda ileri evre kalitsal veya somatik
BRCA-mutant yumurtalik kanseri hastalarinin tedavisi i¢in onay almistir (Oza et al., 2017).
Ayn1 zamanda Rucaparib, 2020 yilinda BRCA-mutant metastatik kastrasyon-direngli
prostat kanseri hastalarinin tedavileri i¢in onay aldig1 bilinmektedir (Abida et al., 2019).
Niraparib (Zejula) ve talazoparib (Talzenna) ise kanser hastalarinin tedavilerine yonelik
onay alan diger PARP inhibitorlerindendir (Ettl et al., 2018; Gonzalez-Martin et al., 2019;
Mirza et al., 2016; Moore et al., 2019). Pamiparib, 2021 yilinda beyin tiimorlerinin
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tedavisinde kullanilmak iizere FDA tarafindan onay aldig1 bilinmektedir (Markham, 2021).
Fluzoparib ise 2021 yilinda yumurtalik kanseri hastalarinin tedavisi igin onay almistir (L.
Li et al., 2021). Veliparib (Baxter et al., 2020), molekiilii igin ise klinik arastirmalarin
devam ettigi bilinmektedir. Yapilan son ¢alismalarda, PARP inhibitorlerinden
talazoparibin PARP tuzaklama yeteneginin en yiiksek seviyede oldugu, veliparibin ise
diger inhibitorlere kiyasla daha diisiik seviyede tuzaklama yetenegine sahip oldugu
saptanmustir (Pilié et al., 2019). Her ne kadar PARP inhibitérlerinin kullanimi klinik dncesi
ve klinik sonrasi tedavilerde iyi sonuglar saglamis olsa da ilaca karsi olusturulan direng
nedeniyle klinikte tedavi basarist olumsuz etkilenmektedir (Bitler et al., 2017; D’ Andrea,
2018).

Tez kapsaminda yapilan calismalarda, hMOB2’nin meme kanseri hiicrelerinin
konvansiyonel ve kisisellestirilmis tedavi yaklagimlarina olan yanitindaki roliiniin
saptanmast kapsaminda hMOB2 ve PARP inhibitorlerinden olaparib, rucaparib ve
veliparib kombinasyon tedavisinin meme kanseri hiicre canliligina, koloni sag kalimina,
apoptotik/otofajik protein ekspresyonlarina, hiicre migrasyon yetenegine, DNA hasar

olusumuna ve sitotoksisitenin belirlenmesine yonelik ¢aligmalar yapilmistir.

Kristal viyole in vitro hiicre canlilik analizi, memeli hiicrelerinde sitotoksisitenin
belirlenmesi i¢in kullanilan boya temelli bir yontemdir (Itagaki et al., 1991). Yaptigimiz
calismada, RNA interferans yontemi kullanilarak MCF-7 hiicrelerinde hMOB2 protein
ekspresyonu gegici olarak baskilanmistir. MCF-7 mono tedavi ve hMOB2 baskilanan
gruplar PARP inhibitorlerinden olaparib artan dozlarda (1, 2,5, 5 ve 10 uM), rucaparib
artan dozlarda (1, 2,5, 5 ve 10 uM) ve veliparib artan dozlarda (12,5, 25, 50 ve 100 uM)
72 saat tedavi edilmistir. Olaparib molekiiliiniin artan dozlarda MCF-7 hiicre canliligini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.16). Kontrole
kiyasla gruplarin hiicre canlilik yiizdeleri; 1 uM olaparib i¢in %85,3, 2,5 uM i¢in %73,2,
5 uM i¢in % 51,6 ve 10 uM olaparib i¢in %45,8 olarak hesaplanmigtir. hMOB2 defektif
hiicre gruplarinin olaparib tedavisi sonucu hiicre canlilik yiizdeleri mono gruplara gore
daha az olmas1 dikkat ¢cekmektedir. S6z konusu bu azalma U20OS hiicre hatt1 kullanilarak
yapilan ¢alismada (Gundogdu et al., 2021) olaparib tedavisi sonucunda ortaya ¢ikan
hMOB?2 hassasiyeti ile ¢alismamizi destekler niteliktedir. Pierce ve ark. (2013) yaptiklari
calisgmada, MCF-7 hiicrelerinin olaparib tedavisi sonucunda IC50 degerini 5,8 pg/mL
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olarak saptamislardir (Pierce et al., 2013). Yaptigimiz kristal viyole hiicre canlilik analizi
neticesinde, MCF-7 hiicre hatt1 olaparib tedavisi IC50 degeri 5,46 pg/mL olarak
belirlenmistir (Sekil 4.16, B). Onceki calismalar ile yaptigimiz ¢alisma birbirini destekler
niteliktedir. MCF-7 hiicrelerinde rucaparib tedavisinin artan dozlarda hiicre canliligini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.17). Kontrole
kiyasla gruplarin hiicre canlilik yiizdeleri; 1 uM rucaparib i¢in %87,2, 2,5 uM i¢in %77,8,
5 uM i¢in % 60,7 ve 10 pM rucaparib i¢in %33,3 olarak hesaplanmistir. hMOB2
baskilanmasiyla birlikte hiicrelerde olusan PARP hassasiyeti (Gundogdu et al., 2021)
rucaparib tedavi gruplarinda da goériilmektedir. Keung ve ark. (2020) yaptiklari ¢alismada,
MCF-7 hiicrelerinde rucaparib IC50 degeri 10 pg/mL (Keung et al., 2020) olarak
saptanirken bizde, kristal viyole hiicre canlilik analizi MCF-7 hiicre hatti rucaparib tedavisi
IC50 degeri 6,98 pg/mL olarak belirlenmistir (Sekil 4.17, B). Son olarak MCF-7
hiicrelerinde veliparib tedavisinin artan dozlarda hiicre canliligini istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azalttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.18). Kontrole kiyasla gruplarin hiicre
canlilik ytizdeleri; 12,5 uM veliparib i¢in %68,2, 25 uM i¢in %50,9, 50 uM icin % 36,4 ve
100 uM veliparib i¢in %28,2 olarak hesaplanmistir. Avila-Arroyo ve ark. (2015) yaptiklart
calismada, MCF-7 hiicrelerinde veliparib IC50 degerini 10 uM’dan yiiksek seklinde
bulmuslardir (Avila-Arroyo et al., 2015). Yaptigimiz calismada ise kristal viyole hiicre
canlilik analizi MCF-7 hiicre hatt1 veliparib tedavisi IC50 degeri 24,97 pg/mL olarak
belirlenmistir (Sekil 4.18, B). Avila-Arroyo ve ark. (2015) yaptiklari ¢alismanim dogrudan
IC50 degeri vermeyip yaklasik ifadeler kullaniyor olmalar1 neticesinde buldugumuz sonug

literatiire yeni bir katki saglacaktir.

Klonojenik sag kalim analizleri, bir hiicrenin kolonilesme siirecinin takibinin saglandigi ve
hiicrelerin koloni yapabilme yeteneklerinin analizinin yapildig: yontemdir (Franken et al.,
2006). Yaptigimiz ¢alismada, RNA interferans yontemi kullanilarak MCF-7 hiicrelerinde
hMOB2 protein ekspresyonu gegici olarak baskilanmistir. MCF-7 mono tedavi ve hMOB2
baskilanan gruplar PARP inhibitorlerinden olaparib artan dozlarda (1, 2,5, 5 uM),
rucaparib artan dozlarda (1, 2,5, 5 uM) ve veliparib artan dozlarda (12,5, 25, 50 uM) 72
saat tedavi edilmistir. Tedavilerin ardindan yaklasik 12 giinliik periyotta hiicrelerin koloni
olusturma yetenekleri takip edilmistir (Sekil 4.19). Yapilan analiz neticesinde, olaparib ile
tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin doza bagli bir sekilde koloni yapma yetenegini

engelledigi istatistiksel olarak saptanmistir. hMOB2 defektif hiicrelerde koloni yapma
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yetenekleri diger gruplara gore daha fazla baskilandigi saptanmistir. Hiicrelerin koloni
olusturma yiizdeleri kontrol grubuna kiyasla (%100), siMOB2 %91, 5 uM olaparib i¢in
%24 ve siMOB2 5 uM olaparib tedavisi i¢in %9 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.19,B).
Rucaparib ile tedavi edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin doza bagli bir sekilde koloni yapma
yetenegini engelledigi tespit edilmistir (Sekil 4.20). hMOB2 defektif hiicrelerde PARP
inhibitdr hassasiyetinin devam ettigi gozlenmistir. Koloni olusturma yiizdeleri kontrol
grubuna kiyasla (9%100), siMOB2 %83, 5 uM rucaparib icin %15 ve siMOB2 5 uM
rucaparib tedavisi i¢in %7.5 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.20, B). Son olarak veliparib ile
tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinin doza bagl istatistiksel olarak anlamli bir sekilde koloni
yapma yetenekleri inhibe edilmistir (Sekil 4.21). MCF-7 hiicrelerinin koloni olusturma
yiizdeleri kontrol grubuna kiyasla (%100), siMOB2 %76, 50 uM veliparib i¢in %6 ve
siMOB2 50 puM veliparib tedavisi icin %3 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.21, B).
Giindogdu ve ark. (2021) yapmis olduklar1 ¢alismada, PARP inhibitorlerinden olaparib,
rucaparib ve veliparibin U20S hiicrelerinin koloni olusturma yeteneklerini inhibe ettikleri
belirtilmistir. Ayrica hMOB2 defektif hiicrelere uygulanan s6z konusu tedavilerin kontrol
hiicrelerine kiyasla koloni yapma yetenekleri daha fazla baskilanmistir (Gundogdu et al.,
2021). Giindogdu ve ark. (2021) yapmis olduklar1 ¢alismada alinan sonuglar yaptigimiz
calismayi desteklemektedir.

hMOB2 defektif MCF-7 hiicrelerinde PARP inhibitorlerinden olaparib, rucaparib ve
veliparib tedavilerinin apoptotik-otofajik protein ekspresyonlar lizerine etkileri Western
blot yontemi ile arastirilmistir. Western blot yontemi ile hMOB2, p53, p21, Bax, Bcl-2,
Cas-3, Cas-9, cPARP ve Beclin-1 protein ekspresyon profilleri analiz edilmistir. p53
proteini, bircok genin regiilasyonunda ve tiimor baskilayic1 olarak gorev yapmaktadir.
Transkripsiyon faktorii olarak bilinen p53 proteini, DNA hasar1 durumunda hasarin tamir
edilmesi i¢in hasarli bolgeye gerekli tiim proteinlerin toplanmasini saglamaktadir. DNA
hasarinin tamir edilemedigi durumda ise hiicrenin apoptosis mekanizmasi ile
eliminasyonunu regiile etmektedir. Hiicre dongiisiiniin p53 tarafindan durdurulmasinin
ardindan p21, kaspaz-8 ve DRS tiimor baskilayici genlerin aktivasyonu ile apoptosis siireci
baslatilmaktadir (Gundogdu et al., 2021; Kulaberoglu and Hergovich, 2023). Yaptigimiz
Western blot analizinde, MCF-7 hiicrelerinde olaparib ve rucaparib tedavilerinin
sonucunda hMOB?2 baskilanmis gruplarda p53 protein ekspresyonu istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.23 ve Sekil 4.32). hMOB2 defektif
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hiicrelerde s6z konusu p53 miktarinin artist Gomez ve ark. (2015) yaptiklart ¢calismayla
benzerlik gostermektedir. S6z konusu c¢alismada hMOB2 baskilanmasinin DNA hasar
birikimine yol agtig1 ve artan ATM-CHK2-p53-p21 protein aktivitesiyle hiicre dongiisiiniin
G1/S noktasinda durduruldugu tespit edilmistir (Gomez et al., 2015). hMOB2 defektif
hiicrelerde veliparib tedavisi sonucu p53 miktarinin doza bagl azaldigi diger gruplarda ise
anlamli bir artisin oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.41). Apoptosis mekanizmasinin kaspaz
aktivasyonun p53 proteininden bagimsiz bir sekilde gergeklesebilecegi (Marchini et al.,
1999) ve PARP1 molekiiliiniin kaspazlar tarafindan kesilerek apoptosise yonlendirildigi
yapilan calismalarla saptanmustir (Chaitanya et al., 2010; Mashimo et al., 2021). Onceki
yapilan caligmalar 1518inda, veliparib tedavisi sonucu elde ettigimiz sonuglar p53’ten
bagimsiz bir sekilde apoptosisin gerceklesebilecegini gostermektedir. p21 proteini, pS3°iin
transfeksiyonel hedefi olup siklin bagimli kinaz inhibitérii olarak rol oynamaktadir. p21,
hiicre dongilisiinlin =~ durdurulmasint  p53 protein  aktivasyonuna bagli  olarak
gergeklestirmektedir (Mansilla et al., 2020; Shamloo and Usluer 2019). p21 proteini, pro-
kaspaz-3 ve apoptoz sinyal diizenleyici kinazlara baglanarak apoptosisin engellenmesini
diizenlemektedir. Bu 6nemli rolii p53 proteininden bagimsiz bir sekilde ubikuitin aracili
proteazom sistemi yoluyla gergeklestirmektedir (Li et al., 2018; Luo et al., 2022; Zhan et
al., 2007). hMOB2 defektif MCF-7 hiicrelerinde olaparib ve rucaparib artan dozlarda
tedavileri neticesinde p21 protein ekspresyon seviyeleri istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artis gOstermistir. S6z konusu bu artislarin Gomez ve ark. (2015) yaptiklar
caligmayla benzerlik gostermektedir (Gomez et al., 2015). DNA hasari durumunda p53
bagimli p21 akvitasyonu hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ile sonuglanmakta p21
inhibisyonu ise hiicre proliferasyonunu tetiklemektedir (Li et al., 2018; Luo et al., 2022).
hMOB2 efektif ve defektif MCF-7 hiicrelerinde veliparib tedavisinde ise p21 miktar
kontrol grubuna kiyasla tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana
gelmistir (Sekil 4.42). Bu azalma Li ve ark. (2018) ve Luo ve ark. (2022) yaptiklar1 ¢alisma
ile benzerlik gostermektedir. Bcl-2 ailesi i¢sel apoptoz yolaginin 6nemli bir diizenleyicisi
olarak gorev almaktadir. Bcl-2 ailesi liyeleri homoloji domainleri (BH) igererek apoptotik
slirecin diizenleyici olarak pro-apoptotik proteinler (BAX, BAK vd.), anti-apoptotik
proteinler (Bcl-2, Bcl2A1, Bcel-2xL vd.) ve sadece BH3 domaini igeren (NOXA, PUMA,
BAD vd.) proteinler olarak siniflandirilir (Adams and Cory, 2018; Czabotar et al., 2014).
Pro-apoptotik Bax proteini apoptosisi indiiklerken anti-apoptotik Bcl-2 proteini ise

apoptozisi baskilamaktadir. Ayrica anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin asir1 aktivasyonu
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hiicre sag kalimmi destekledigi gibi ilag direncide olusturmaktadir (Al-Bedeary et al.,
2020; Garcia-Aranda et al, 2018; Tzifi et al., 2012). Yapilan ¢aligmada olaparib ve
rucaparib tedavileri sonucunda Bax protein ekspresyonlar1 doza bagl istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde artmustir (Sekil 4.25 ve Sekil 4.34). Veliparib tedavi gruplarinda ise tiim
gruplarda doza bagli bir azalma meydana gelmistir (Sekil 4.43). Giindogdu ve ark. (2021)
yapmig olduklar1 ¢aligmada PARP inhibitorlerinde olaparib, rucaparib ve veliparib
tedavilerinin U20S hiicreleri lizerinde sitotoksik etki gosterdikleri ve bu etkinin hMOB2
defektif hiicrelerde ise daha fazla oldugunu gostermislerdir (Gundogdu et al., 2021).
Yaptigimiz ¢aligmada olaparib ve rucaparib mono ve hMOB?2 defektif hiicrelerdeki Bax
protein ekspresyon miktarinin artisinin hiicresel toksisitenin artisiyla birlikte apoptosis
mekanizmas1 ile sonuglandigi kanaatindeyiz. Bdylelikle onceki yapilan calismanin
yaptigimiz ¢alismayr destekler nitelikte oldugu anlasilmaktadir. Veliparib tedavi
gruplarindaki azalmanin meydana gelmesi Bax proteininden bagimsiz bir sekilde farkl: bir
yolakla sitotoksisitenin olustugu diisiiniilmektedir. Anti apoptotik 6zellikleriyle bilinen
Bcl-2 protein ekspresyonlarina bakildiginda olaparib, rucaparib ve veliparib tedavileri
sonucu hMOB2 defektif hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana
gelmektedir (Sekil 4.26, Sekil 4.35 ve Sekil 4.44). MCF-7 hiicrelerinde olaparib, rucaparib
ve veliparib tedavileri sonucunda hMOB?2 efektif ve defektif hiicre gruplarinda Cas-3
protein ekspresyon sevileri analiz edilmistir. hMOB2 defektif hiicre grubunda ve olaparib
1, 5 uM gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artig saptanmustir (Sekil 4.27). Cas-3
protein ekspresyonundaki s6z konusu artis Vishwanath ve ark. (2022) yapmis olduklari
calisma ile benzerlik gostermektedir (Vishwanath et al., 2022). Rucaparib tedavisi
sonucunda Cas-3 protein ekspresyonlart kontrol grubu seviyelerinde seyir etmektedir
(Sekil 4.36). Veliparib tedavi gruplarinda ise Cas-3 ekspresyonu 12,5 uM ve hMOB2
defektif gruplarda anlaml bir artis gézlenmistir (Sekil 4.45). Pro apoptotik fonksiyonlari
ile bilinen Cas-9 proteini, h(MOB2 defektif MCF-7 hiicrelerine uygulanan PARP inhibitor
(olaparib, rucaparib ve veliparib) tedavileri sonucu ekspresyon miktarlar1 analiz edilmistir.
hMOB?2 defektif tiim olaparib, rucaparib ve veliparib gruplarda total Cas-9 miktar
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir (Sekil 4.28, Sekil 4.37 ve Sekil 4.46).
PARP, DNA tek zincir kiriklarinin tamirini regiile eden 17 adet iiyesi bulunan enzim
ailesidir. PARP aktivasyonu, hiicresel proliferasyon ve DNA tek zincir kirik onarimi olmak
lizere hiicresel metabolizmada kritik 6neme sahip oldugu bilinmektedir (Fisher etal., 2007;

Woodhouse and Dianov, 2008). PARP enzim ailesinin iiyelerinden PARP1, apoptosis
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aktivasyonunda rol oynayan kaspaz 3 ve kaspaz 7 tarafindan kesilmektedir. 113 kDa
agirliginda olan PARP1 kesim isleminden sonra 24 ve 89 kDa’lik fragmanlara
ayrilmaktadir. 89 kDa kesilmis PARP (cleaved PARP) protein ekspresyon miktari
apoptosis stirecinin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Chaitanya et al., 2010; Mashimo
et al., 2021). Farkli dozlarda olaparib, rucaparib ve veliparib tedavileri sonucu cPARP
protein ekspresyon seviyelerine bakildiginda tedavi gruplarinin tiimiinde doza bagh
istatistiksel olarak anlamli bir artig tespit edilmistir (Sekil 4.29, Sekil 4.38 ve Sekil 4.48).
TUBITAK tarafindan desteklenen 120S774 nolu projemizde yapilan MCF-7 hiicrelerinde
olaparib tedavisi sonucu cPARP protein ekspresyon seviyeleri artis gostermis olmasi
yaptigimiz ¢alismay1 destekler niteliktedir. Vishwanath ve ark. (2022) bir bagka ¢alismada
ise MCF-7 hiicrelerinde olaparib tedavisi sonucu cPARP protein ekspresyon miktarindaki
art1s calisgmamizi desteklemektedir (Vishwanath et al., 2022). Zhang ve ark. (2021) yapmis
olduklar1 ¢alismada, PI3K inhibitorii olarak bilinen BKM120 ve rucaparib tedavilerinin
U251 ve U87MG glioblastoma hiicreleri lizerindeki sentetik letal etkilesim incelenmistir
(Zhang et al., 2021). S6z konusu ¢alismada BKM120 ve rucaparib tedavilerinin cPARP
protein ekspresyonu arttirdigi tespit edilmis olup yaptigimiz g¢alisma ile benzerlik
gostermektedir. Hsu ve ark. (2014) yapmis olduklari ¢alismada, UMSCC-22A ve UMSCC-
22B hiicreleri kullanilarak linifanib (ABT-869) ve veliparib (ABT-888) tekli ve kombine
tedavileri sonucunda cPARP ekspresyon miktarinin anlamli bir sekilde arttig1 gosterilmistir
(Hsu et al., 2014). Hsu ve ark. (2014) yapmis olduklar1 galisma ile yapmis oldugumuz
calisma benzerlik gostermektedir. Otofaji, hiicrenin aglik, stres gibi fizyolojik faktorlere
maruz kalma durumlarinda besin ihtiyacini karsilamak i¢in kendi yapitaslarini sindirmesi
durumudur. Otofaji mekanizmasinda rol oynayan Beclin-1 ekspresyonunun otofajiyi
indiikledigi bilinmektedir (Levine and Kroemer, 2008). Yaptigimiz ¢alismada olaparib,
rucaparib ve veliparib tedavilerinin Beclin-1 protein ekspresyonunu istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde azalttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.31, Sekil 4.40 ve Sekil 4.49). Sonug
olarak, PARP inhibitorlerinden olaparib, rucaparib ve veliparib tedavilerinin hMOB2
efektif/defektif meme kanseri hiicrelerinin sitotoksisitesini arttirdigr ve MCF-7 hiicrelerini

apoptosise siirlikledigi tespit edilmistir.

DNA’da meydana gelen endojen ve/veya eksojen kaynakli hasarlarin olusturdugu genomik
kararsizlik ve tlimorojenezi ortadan kaldirmak i¢in hiicre metabolizmasinda DDR sistemi

devreye girmektedir. S6z konusu hasarlarin DDR mekanizmasiyla onarilmamasi
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durumunda hiicresel 6liim, yaslanma veya mutasyon birikimi gozlenmektedir. Kanser
hiicrelerinin farmakolojik olarak hedeflenmesi kiiciik molekiillii inhibitor tedavilerini 6ne
cikartmaktadir. Kiiciik molekiil inhibitérlerden PARP inhibitérleri kanser tedavi
stratejilerinde basarili sonuglar almaktadir (Gundogdu et al., 2021). Yaptigimiz ¢alismada,
hMOB2 defektif MCF-7 hiicrelerinde PARP inhibitér tedavilerinin DNA
fragmantasyonlar1 saptanmistir. Kontrole kiyasla tiim olaparib, rucaparib ve veliparib
gruplarinda farkli yogunluklarda DNA fragmantasyonu gézlenmistir (Sekil 4.49, Sekil
4.50 ve Sekil 4.51). Ma ve ark. (2019) yaptiklar1 calismada, MCF-7 hiicrelerinde olaparib
tedavisi sonucu DNA fragmantasyonunun kontrole kiyasla artmis oldugu tespit edilmistir
(Maetal., 2019). Han ve ark. (2022) yapmis olduklari ¢alismada ise HCT116 hiicrelerinde
10 uM olaparib tedavisinin DNA fragmantasyonuna neden oldugu bildirilmistir (Han et
al., 2022). Tang ve ark. (2022) yaptiklari ¢alismada SKOV3 hiicrelerinde olaparib
tedavisinin Annexin V analizleri sonucunda DNA fragmantasyonuna neden oldugu tespit
edilmistir (Tang et al., 2022). Ihnen ve ark. (2013), Cho ve ark. (2021) ve Zhang ve ark.
(2022) yapmis olduklar1 ¢alismalarda, rucaparib konsantrasyonlarinin Annexin V ve
Comet Assay yontemleri neticelerinde DNA fragmantasyonuna neden olduklari tespit
edilmistir (Cho et al., 2021; Ihnen et al., 2013; Zhang et al., 2021). Wilson ve ark. (2019)
ve Caron ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢alismalarda sirasiyla A549 ve U20S hiicrelerinde artan
veliparib konsantrasyonlarinin DNA hasarina neden oldugu saptanmistir (Caron et al.,
2019; Wilson et al., 2019). S6z konusu ¢alismalardan elde edilen tiim verilere bakildiginda
yaptigimiz caligmay1 destekler niteliktedir. Sonug¢ olarak, MCF-7 hiicrelerinde artan
dozlarda PARP inhibitor tedavileri DNA fragmantasyonuna neden olmaktadir.

Notral kirmizisi zayif bir boya olup hiicresel toksisitenin belirlenmesi i¢in kullanilan boya
temelli yontemlerdendir (Ates et al., 2017). Yaptigimiz ¢alismada, hMOB2 baskilandig:
gruplarda dahil olmak iizere olaparib tedavi gruplan sirasiyla 0,5, 1, 2,5, 5 ve 10 uM
seklindedir. Yapilan analizler neticesinde, kontrol grubuna kiyasla doza bagli istatistiksel
olarak anlamli bir azalma goriilmektedir. Notral kirmizis1 yontemi MCF-7 hiicrelerinde
olaparib tedavisi IC50 degeri 7,24 pg/mL olarak tespit edilmistir (Sekil 4.52). hMOB2
baskilandig1 gruplarda dahil olmak {izere rucaparib tedavi gruplarn sirasiyla 0,5, 1, 2,5, 5
ve 10 uM seklinde olup kontrol grubuna kiyasla doza bagli istatistiksel olarak anlamli bir
azalma meydana gelmistir. Notral kirmizist yontemi MCF-7 hiicrelerinde rucaparib

tedavisi IC50 degeri 7,58 pg/mL olarak tespit edilmistir (Sekil 4.53). Son olarak veliparib
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tedavi gruplart sirasiyla 6,25, 12,5, 25, 50 ve 100 uM seklindedir. Yapilan analizler
neticesinde, kontrol grubuna kiyasla doza bagl istatistiksel olarak anlamli bir azalma
goriilmektedir. Notral kirmizist yontemi MCF-7 hiicrelerinde veliparib tedavisi 1C50
degeri 28,19 pg/mL olarak tespit edilmistir (Sekil 4.54). Yang ve ark. (2018) ve Quinonero
ve ark. (2022) yapilan ¢alismalarda artan olaparib konsantrasyonlarinin hiicresel
sitotoksisiteyi arttirdig1 belirlenmistir (Quinonero et al., 2022; Yang et al., 2018). Mateos-
Pujante ve ark. (2022) yaptiklar1 ¢alismada, insan keratinosit (HaCaT) hiicre hatlarinda
notral kirmizis1 yontemi kullanilarak hiicrelerin rucaparib tedavisi sonucu IC50 degeri 11
pg/mL olarak belirlenmistir. Rucaparib konsantrasyonunun hiicrelerin sitotoksisitesini
arttirdig1 saptanmistir (Mateos-Pujante et al., 2022). Bir baska ¢aligmada ise Yin ve ark.
(2022), yapilan nétral kirmizisi yontemi ile prostat kanseri hiicrelerinde artan dozlarda
veliparib tedavisinin hiicresel toksisiteyi arttirarak DNA hasarina neden oldugu
bildirilmistir (Yin et al., 2022). Onceki yapilan ¢alisamalarda alinan sonuglar yaptigimiz
caligmalar1 desteklemektedir. Sonug¢ olarak elde ettigimiz veriler hMOB2 efektif ve
defektif MCF-7 hiicrelerinde PARP inhibitor tedavileri hiicresel sitotoksisiteyi arttirdig

saptanmistir.

Yara iyilesme yontemi, hiicre migrasyonunun in vitro sartlar altinda analiz edildigi yaygin
olarak kullanilan bir tekniktir. Agilan yara neticesinde hiicreler {izerindeki migrasyon
yeteneklerinin ortaya ¢ikarilmasi amacglanmaktadir. Bu teknik i¢in 6zellikle MCF-7
hiicrelerinin model hiicre hatt1 olabilecegi gesitli ¢alismalarca 6nerilmektedir (Wang et al.,
2019; Xie et al., 2015). Transfekte MCF-7 hiicrelerine yara agildiktan sonra farkli dozlarda
olaparib (1, 2,5 ve 5 uM), rucaparib (1, 2,5 ve 5 uM) ve veliparib (12,5, 25 ve 50 uM)
tedaviler uygulanmis olup hiicrelerin yara kapanma kinetigi analiz edilmistir. S6z konusu
analiz i¢in hiicreler tedavi uygulandiktan hemen sonra 0., 6. ve 24. saat yara iyilesme
stirecleri mikroskop altinda incelenmis ve analiz i¢in resimleri ¢ekilmistir. Her grup kendi
icerisindeki 0. saat ile mukayese edilmektedir. hMOB2 efektif-defektif hiicrelerin 24
saatlik olaparib tedavisi sonucu yara iyilesme yiizdeleri; kontrol grubu i¢in %68, 1 uM
olaparib grubu igin %55, 2,5 uM olaparib i¢in %46,8, 5 uM olaparib i¢in %41,8, SIMOB2
grubu i¢in %51,7, sil uM olaparib i¢in %42.5, si2,5 uM olaparib i¢in %36,5 ve son olarak
si5 uM olaparib grubu i¢in %22,5 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.55). Yapilan analiz
neticesinde, olaparib artan dozlarda tedavilerin MCF-7 meme kanseri hiicre migrasyonu

lizerine anlamli ve etkili bir engelleyici etkisinin oldugu tespit edilmis olup s6z konusu
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inhibisyonun hMOB2 defektif hiicre gruplarinda daha etkili oldugu saptanmigtir. h\MOB2
efektif-defektif hiicrelerin 24 saatlik rucaparib tedavisi sonucu yara iyilesme yiizdeleri;
kontrol grubu i¢in %64,5, 1 uM rucaparib grubu i¢in %62,4, 2,5 uM rucaparib i¢in %50,5,
5 uM rucaparib i¢in %36,4, siMOB2 grubu i¢in %33, sil uM rucaparib i¢in %28,5, si2,5
UM rucaparib i¢in %23,5 ve son olarak si5 uM rucaparib grubu i¢in %13,6 olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.56). Yapilan analiz neticesinde, rucaparib artan dozlarda
tedavilerin MCF-7 meme kanseri hiicre migrasyonu lizerine anlamli ve etkili bir engelleyici
etkisinin oldugu tespit edilmis olup s6z konusu inhibisyonun hMOB2 defektif hiicre
gruplarinda daha etkili oldugu saptanmistir. Son olarak hMOB?2 efektif-defektif hiicrelerin
24 saatlik veliparib tedavisi sonucu yara iyilesme yiizdeleri; kontrol grubu i¢in %95,5, 12,5
puM veliparib grubu i¢in %84.,4, 25 uM veliparib i¢in %21,5, 50 uM rucaparib i¢in %18,7,
siMOB2 grubu i¢in %87.,5, si12,5 uM veliparib i¢in %25,6, si25 uM veliparib i¢in %17,3
ve son olarak si50 uM veliparib grubu igin %2,2 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.57).
Yapilan analiz neticesinde, rucaparib artan dozlarda tedavilerin MCF-7 meme kanseri
hiicre migrasyonu tiizerine anlaml1 ve etkili bir engelleyici etkisinin oldugu tespit edilmis
olup s6z konusu inhibisyonun hMOB2 defektif hiicre gruplarinda daha etkili oldugu
saptanmustir. Yusoh ve ark. (2020 ve 2023) yaptiklari ¢alismada, sirasiyla meme kanseri
hiicre hatlarindan MDA-MB-231 ve MCF-7, akciger kanseri hiicre hatlarindan A549 ve
H1975 kullanarak olaparib ile tedavi edilmistir. Bahsi gegen hiicreler, 5 uM olaparib ile
tedavi edilerek yara iyilesme yontemi wuygulanmig olup hiicrelerin migrasyon
yeteneklerinin baskilanarak yara iyilesme siirecinin yavaslatildig: tespit edilmistir (Yusoh
et al., 2020, 2023). Olaparib tedavisi ile yara iyilesme yonteminin uygulandigi bir bagka
caligmada ise agiz kanseri hiicre hatlart (HSC-2, Ca9-22 ve SAS) kullanilmistir. Nakamura
ve ark. (2022) yapmis oldugu bu ¢alismada, olaparib tedavisi sonucu ilgili hiicrelerin
migrasyonu iizerine anlamli ve etkili bir engelleyici etkisinin oldugu tespit edilmistir
(Nakamura et al., 2022). Park ve ark. (2019) ve Dai ve ark. (2023) yapmis olduklari
caligmalarda, sirasiyla keloid fibrablast hiicreleri ve A549 akciger kanser hiicrelerinin
rucaparib tedavisi sonucu yara iyilesme analizleri gerceklestirilmistir. S6z konusu
analizlerde rucaparib tedavisinin hiicre migrasyonunu Onemli derecede engelledigi
saptanmustir (Dai et al., 2023; Park et al., 2019). Yapilan tiim ¢aligsmalar dikkate alindiginda
yaptigimiz ¢alismay1 destekler nitelikte oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak elde
ettigimiz bulgular, hMOB2 susturulmasi ve PARP inhibitor tedavilerinin MCF-7 meme

kanseri hiicre migrasyonunu 6nemli dl¢lide engelledigini ortaya ¢ikarmustir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Gelisen teknoloji ile birlikte kanser hastalarinin genomik, proteomik ve epigenetik
profillerinin ¢ikartilmasi tedavi noktasinda biyobelirte¢ olarak gosterildigi bilinmektedir.
Bireysellestirilmis kanser tedavisine yonelik ¢alismalarda DNA hasar yanit sistemindeki
proteinlerin islevlerinin tanimlanmasi, hiicre dongiisii ve metabolizmasinin islevlerinin
anlagilmast son derece onem arz etmektedir. Kanser hiicrelerinin karmasik yapilart ve
saglikli hiicrelerden ayirt edici Ozellikleri g6z Oniline alindiginda, kanser tedavi
stratejilerinin hayati 6nemi ortaya ¢ikmaktadir. Kanser tedavisine yonelik yapilan yeni
yaklagimlar bireysellestirilmis kanser tedavi stratejilerinin gelistirilmesini saglamistir. S6z
konusu tedavi yaklasimlar1 neticesinde kanser hiicreleri yiiksek derecede hedeflenmekte
olup konvansiyonel tedavilere gére daha az yan etkiye neden olarak basari oranini
arttirmaktadir. Mevcut tedavi yontemlerinin cevap vermedigi hasta profillerinde, kisiye
0zel olarak gelistirilen kiiciik molekiil inhibitorler veya antikorlarin klinikteki basarilar
dikkat cekmektedir. Yumurtalik ve meme kanserleri basta olmak iizere ¢esitli kanser
hastalarinin tedavisinde etkin bir sekilde kullanilmakta olan PARP inhibitorleri,
kisisellestirilmis tedavi yaklagimlarinin son yillardaki en basarili Orneklerinden biri
olmustur. Ancak, her ne kadar gerceklestirilen preklinik ve erken evre klinik ¢aligsmalar
basarili sonuglar saglamis olsa da tedavi yanitinin kisa siireli olmasi ve kombine tedavilerin
siddetli toksisite profilleri uzun siireli tedavide basariyr sinirlandiran sorunlar olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle, daha basarili hasta stratifikasyonu i¢in tedavi yanitinin
tahmin edilmesinde kullanilacak daha fazla prediktif biyobelirtecin tanimlanmasi ve
karakterize edilmesine ihtiya¢ vardir. Kanser hastalarina yonelik gelistirilen genetik,
epigenetik ve proteomik tedavi stratejilerinin standart kanser tedavilerine kiyasla énemli
bir basar1 elde ettigi ayni zamanda hastalarin bireysellestirilmis kanser tedavilerine

verecegi yanitin takip edilebilir olmasi klinik basarinin artmasina neden olmaktadir.

Doktora tez ¢alismamizda, hiicre dongiisii, DNA hasar/tamir sistemi ve programli hiicre
oliimiindeki cesitli molekiiler mekanizmalarda rol oynayan genlerin ekspresyon diizeyleri
RT-PCR ile ortaya g¢ikarilarak hMOB2 proteini ile muhtemel sentetik letal etkilesim
igerisinde olup olmadigi, DNA hasar1 durumunda RADS1 ve ATM gibi DDR bilesenleriyle
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birlikte hMOB2 proteininin kromatin tizerine lokalize olup olmadigi, in silico olarak
tahmin edilen hMOB2 post-translasyonel modifikasyonlarinin biyolojik éneminin olup
olmadigi, hMOB2’nin meme kanseri hiicrelerinin konvansiyonel ve kisisellestirilmis
tedavi yaklagimlarina yanitinin olup olmadigr (PARP inhibitor tedavileri) ve son olarak
MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde hMOB2 anti-kanser aktivite durumunun biyolojik

olarak dneminin olup olmadig1 arastirilmistir.

DNA hasar tamir sisteminde ve programli hiicre 6liim mekanizmalarinda rol oynadigi
bilinen 84 genin mRNA profilleri incelenmis olup hMOB2 proteini ile muhtemel sentetik
letal etkilesim igerisinde oldugu diisiiniilen 20 genin MRNA ekspresyonunun anlamli bir
sekilde  degistigi  dikkat ¢ekmektedir. hMOB2 proteini  post-translasyonel
modifikasyonlarmin 53BP1 ve YH2AX proteinleri ile ko-lokalize olduklari RAD51 ve
ATM proteinleri ile dogrudan etkilesim iginde olmadigi saptanmistir. Son olarak
hMOB2’nin meme kanseri hiicrelerinin konvansiyonel ve kisisellestirilmis tedavi
yaklagimlarina olan yanitindaki roliiniin saptanmasi kapsaminda hMOB2 ve PARP
inhibitorlerinden olaparib, rucaparib ve veliparib kombinasyon tedavisinin meme kanseri
hiicre canliligint doz bagimli olarak azalttigi, tedavilerin hiicrelerin koloni yapma
yeteneklerini engelledigi, artan PARP inhibisyon tedavilerinin hiicresel migrasyonu
baskiladigi, hiicrelerin apoptosise siiriiklendigi ve aymi zamanda hMOB2 defektif
hiicrelerde hiicresel sitotoksisitenin daha fazla oldugu saptanmistir. Gelecekteki kapsamli
caligmalar, s6z konusu hiicresel faktorler ile hMOB2 proteinin arasinda iliskinin
aydinlatilmasini saglayarak hMOB2 defektif dolayisiyla HR yetersiz kanser hiicrelerinin
spesifik ve selektif 6liimiinli saglayacak bilesenlerin tanimlanmasini saglayacaktir. Sonug
olarak elde ettigimiz tim bulgular, 6nemli bir DDR regiilatorii olarak hMOB2
ekspresyonunun; PARP inhibitor tedavilerinin yanitinin tahmin edilmesinde kullanilabilir
potansiyel bir prediktif biyobelirteg adayr olabilecegine dair hipotezimizi
desteklemektedir.
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