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AURORA KiNAZ B iNHIiBIiTORU BI 831266 MOLEKULUNUN
SiISPLATIN TEDAVIiSi UZERINE OLAN SITOTOKSIK ETKISININ
BELIiRLENMESI

OZET

Kanser, proteinlerin islevsizligi nedeniyle hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi
sonucunda viicutta meydana gelen tedavi edilmesi zor bir hastaliktir. Kanser tedavisinde
kullanilan konvansiyonel yontemler basarili sonuglar saglasa da bu tedaviler hastalar
tizerinde ciddi yan etkilere ve bir siire sonra hiicrelerin bu tedavilere direng gelistirmesine
neden olmaktadir. Bu 6nemli nedenlerden dolay1 kisisellestirilmis tedaviler olduk¢a 6nem
arz etmektedir. Kemoterapide hali hazirda kullanilan ilaglarla kiigiik molekiil inhibitorlerin
kombinasyon tedavileri sinerjistik etki yaratarak bu olumsuz etkileri ortadan kaldirmak igin
onemli rol oynamakta ve kii¢iik molekiil inhibitdrleri onemli kilmaktadir.

Bu c¢alismada, hiicre dongisiiniin 6nemli bir regiilatorii olan Aurora B kinaz
inhibisyonunun konvansiyonel anti-kanser tedavisinde basarili bir sekilde kullanilan
sisplatinin sitotoksisitesi {izerine olan etkisi arastirildi. Aurora B inhibisyonu igin daha
once lizerine herhangi bir kombine sitotoksik analiz yapilmamis olan BI 831266 molekiilii
kullanild. Sisplatin ve BI 831266 molekiiliiniin mono ve kombine tedavi sitotoksik etkileri
insan meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7) incelendi. MCF-7 hiicreleri artan dozlarda
sisplatin ve BI 831266 molekiilii ile tedavi edildi ve sitotoksik etki koloni sag-kalim
analiziyle belirlendi. IC50 dozlar1 belirlenen sisplatin ve BI 831266 molekiiliiniin
sinerjistik etkisi kombine tedavi ile belirlendi. Sisplatin ve BI 831266 molekiiliiniin
kombinasyon tedavisi, koloni sag-kalim analizi ile kanser hiicrelerinin koloni olusma
kapasitelerini inhibe ettigi gosterildi. Sisplatin ve BI 831266 molekiiliiniin mono ve
kombinasyon tedavileri MCF-7 hiicrelerinde DNA hasar1 ve apoptotik sinyal
yolaklarindaki proteinlerin ekspresyon diizeylerine western blot yontemiyle bakildi.

Bu calismada elde edilen veriler, sisplatin ve BI 831266 molekiiliiniin kombinasyon
tedavileri hiicre canliligin1 azalttigi ve koloni sag-kalimlarini baskiladigi, apoptozisle
iligkili proteinlerin ekspresyon seviyelerini regiile ederek DNA hasarina ve apoptoza sebep
oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Sisplatin, BI 831266 molekiilii, Aurora kinazlar, Aurora Kinaz B,
hiicre dongiisii, MCF-7.
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DETERMINATION OF THE CYTOTOXIC EFFECT OF AURORA
KINASE B INHIBITOR Bl 831266 MOLECULE ON CISPLATIN
THERAPY

ABSTRACT

Cancer is a difficult to treat disease that occurs in the body as a result of the uncontrolled
proliferation of cells due to the dysfunction of proteins. Although conventional methods
used in cancer treatment provide successful results, these treatments cause serious side
effects on patients and after a while, the cells develop resistance to these treatments. For
these important reasons, personalized treatments are very important. Combination
treatments of drugs currently used in chemotherapy and small molecule inhibitors play an
important role in eliminating these negative effects by creating a synergistic effect, making
small molecule inhibitors important.

In this study, the effect of inhibition of Aurora B kinase, an important regulator of the cell
cycle, on the cytotoxicity of cisplatin, which has been used successfully in conventional
anti-cancer therapy, was investigated. For Aurora B inhibition, Bl 831266 molecule, on
which no combined cytotoxic analysis was performed before, was used. The mono- and
combined-therapy cytotoxic effects of cisplatin and Bl 831266 were investigated in human
breast cancer cells (MCF-7). MCF-7 cells were treated with increasing doses of cisplatin
and the B1 831266 molecule, and the cytotoxic effect was determined by colony survival
analysis. The synergistic effect of cisplatin and Bl 831266 molecule, whose IC50 doses
were determined, was determined by combined treatment. Combination treatment of
cisplatin and Bl 831266 molecule was shown to inhibit colony formation capacity of cancer
cells by colony survival assay. Mono and combination treatments of cisplatin and Bl
831266 molecule DNA damage and expression levels of proteins in apoptotic signaling
pathways in MCF-7 cells were evaluated by western blot method.

The data obtained in this study show that combination treatments of cisplatin and Bl
831266 molecule reduce cell viability and suppress colony survival, and cause DNA
damage and apoptosis by regulating the expression levels of apoptosis-related proteins.

Keywords: Cisplatin, Bl 831266 molecule, Aurora kinases, Aurora Kinase B, cell cycle,
MCF-7.



1.GIRiS

1.1. Kanserin Tanim ve Kisisellestirilmis Tedavi Yontemleri

Kanser, hiicrenin biiylimesini, béliinmesini, farklilasmasini saglayan ve hiicreleri
programlt hiicre Oliimiine yonlendiren proteinlerin islevsizligi sonucunda hiicrelerin
kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasidir (Hanahan ve Weinberg, 2000). Hiicre biiylimesi,
boliinmesi, farklilasmasi ve programli hiicre 6liimiinde rol oynayan proteinleri kodlayan
genlerin endojen faktdrler ve/veya eksojen genotoksik saldirilar neticesinde mutasyona
ugramastyla saglikli hiicreler neoplastik transformasyona ugramakta ve kontrolsiiz bir
sekilde boliinme yetenegi kazanmaktadirlar (Hanahan ve Weinberg, 2011). Meme kanseri,
timor stipresor genlerin ya da protoonkogenlerin mutasyona ugramasiyla hiicrelerin
kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalip, biiylimesi sonucu olusmaktadir (Kormi vd., 2016). Meme
kanseri kadinlar arasinda ve diinya genelinde en sik goriilen kanser ¢esididir (Arbyn vd.,

2020; Sung vd., 2021).

Kanserin gelismesinde; genetik yatkinlik, yas, yeme aligkanliklari, alkol ve sigara tiikketimi,
iyonize radyasyon, reaktif oksijen tiirleri gibi endojen (i¢) ve eksojen (dis) bir¢ok faktor rol
oynar (Reya vd., 2001). Kanser primer olarak dogdugu hiicre tipine gore tiirlere ayrilir.
Epitel hiicrelerde meydana gelirse karsinom, kemik ya da yumusak dokuda olusursa
sarkoma, bagisiklik hiicrelerinde olusursa miyelom ve lenfoma ve kan hiicrelerinde
olusursa 16semi olarak tiirlere ayrilir. Kanserin erken teshis edilmesinde diizenli olarak
yapilan kanser tarama testleri kadar biiyiik 6nem arz eden semptomlar, kanser ¢esitlerine
gore degiskenlik gosterir. Bagirsak hareketlerindeki degisikliler, viicudun herhangi bir
yerinde agri, nefes darligi, ge¢meyen Oksiiriikk, kanamalar, cilt degisiklikleri, yutma
zorlugu, karinda sislik, ani kilo kayiplari ve nedensiz morluklar bu semptomlara 6rnek

gosterilebilir.(Cleeland vd., 2003; Kirkova vd., 2006)

Kanserli hastalara genel olarak uygulanan belli basl tedavi yontemleri bulunmaktadir.
Cerrahi miidahale, kemoterapi, radyoterapi ve bu yontemlere kiyasla uygulanma orani

diisiik hormon tedavileri basta gelmektedir. Kanser tedavisinde uygulanan kimyasal ve



radyasyon tedavileri basarili sonuglar saglasa da, de novo ve/veya kazanilmis ilag direnci
ve soz konusu tedavilere bagli gelisen ciddi yan etkiler uzun vadeli klinik basariy1
engellemektedir (O’Connor, 2015; Tsimberidou vd., 2020; Wake vd., 2019). Neoplastik
hiicrelerin genetik, epigenetik ve proteomik profillerinin hastalarin standart ve/veya yeni
nesil anti-kanser ajanlara (antikor-ilag konjugatlari, kiigiik molekiil inhibitorler vd.) karsi
yanitlarinda 6nemli bir prediktif biyogdsterge ya da farmakolojik bir hedef olabilecegi
yapilan arastirmalarla ortaya ¢ikarilmistir (Chambliss ve Chan, 2016; Relling ve Evans,
2015; Wake vd., 2019; Witzmann ve Grant, 2003). Bu nedenle hiicre dongiisti, DNA hasar
yanit/tamiri ve hiicrenin programli oliimii gibi 6nemli hiicresel mekanizmalarda rol
oynayan proteinlerin iglevlerinin tanimlanmasi tedavide basari i¢in 6nem arz etmektedir

(Jones vd., 2019).

Kronik proliferasyon egilimi neoplastik hiicrelerinin en belirleyici 6zelliklerinin temelini
olusturmaktadir. Saglikli hiicreler biiylimeyi tesvik eden makromolekiiler sinyallerin
iiretilmesini ve salinimini kontrollii bir sekilde regiile ederek hiicresel homeostaziyi
saglamakta ve dolayisiyla doku biitiinliigi ve islevselligini korumaktadirlar (Hanahan ve
Weinberg, 2000). Bununla birlikte, biiyiime baskilayici molekiiler mekanizmalardan
kacinma veya soz konusu mekanizmalara kars1 duyarsizlik da yine kanser hiicrelerinin
sahip oldugu temel kazanimlardan biridir (Hanahan ve Weinberg, 2000). Bunun yan sira,
hiicresel 6liime karst gelisen direng, invazyon ve metastas mekanizmalarinin aktivasyonu,
replikatif 6liimsiizliik, anjiyogenez, bagisiklik sisteminden kaginma ve hiicresel enerji
yolaklarinin de-regiilasyonu transformasyona ugramis hiicrelerin diger énemli 6zellikleri
arasindadir (Hanahan, 2022; Hanahan ve Weinberg, 2011). Kanser tedavisi i¢in
kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemler kullanilmaktadir (Ferro vd., 2012; Pilié vd.,

2019; Vlodavsky vd., 2002).

Biyoteknolojik gelismelerle birlikte hormon tedavileri, kok hiicre tedavisi, immiinoterapi
ve kanser asilar1 gibi birgok farkli tedavi yontemi gelistirilmistir. Konvansiyonel
tedavilerin her hasta lizerindeki etkisi ve sonucu farkli oldugundan, kanserli hastaya 6zgii
tedavilerin gelistirilmesi olduk¢a Onemlidir. Kanser hiicrelerinin heterojen olmasi
sebebiyle, kisisellestirilmis tedavi yaklagimlarinda amag¢ kanser hiicrelerinin genetik,
epigenetik ve proteomik profili esas alinarak en etkin tedavinin uygulanmasidir (Duffy ve

Crown, 2008; O’Connor, 2015; Tsimberidou vd., 2020). Hiicre dongiisii ve DNA hasar



yanit (DDR: “DNA damage response”) regiilasyonunda rol oynayan faktorler "genom
gozetleyicileri" (“care-takers”) olarak adlandirilmaktadir. Bu siiftaki proteinler genellikle
timor baskilayict olarak gorev alir ve (a) DNA hasarimin aninda tespitini, hiicre
dongiisiiniin durdurulmasini ve ilgili onarim mekanizmasinin aktive edilmesini, (b) hasarh
kromatin bolgesinin tamirini ve (¢) mutajenik molekiillerin DNA'da lezyon olusturmadan
once inaktivasyonunu saglamakla gorevlidirler. Hiicresel transformasyon sirasinda genom
gozetleyicileri proteinlerin  fonksiyonlar1 inaktivasyon (loss-of-function mutations)
mutasyonlar1  veya  epigenetik  baskilama  (epigenetic  repression)  yoluyla

kaybolabilmektedir (Baylin ve Jones, 2016; Hanahan ve Weinberg, 2011).

1.2. DNA Hasan

DNA, biitiin organizmalarin sahip oldugu genetik bilgiyi igeren ve bu bilginin nesilden
nesile aktarilmasini saglayan en 6nemli makro molekiildiir (Gooding, 2002; Y. Wang vd.,
2000). Bu 6nemli makro molekiil endojen veya ekzojen kaynakl gesitli etkenlere maruz
kalabilir ve bu maruziyetler sonucunda DNA’da hasar meydana gelir. Endojen kaynakli
nedenler; DNA’da meydana gelen baz kayiplari, yanlis eslesmeler, oksidatif hasarlar ve
replikasyon hatalar1 gibi rastgele hatalar, metabolizma yan {irlinleri reaktif oksijen tiirleri
(ROS) 6rnek verilebilir (Alemi vd., 2022; Groelly vd., 2023; Y. Zhao vd., 2023). Ekzojen
kaynakli nedenler ise; gilines isinlarindan gelen UV ismlari, kimyasallar, iyonize
radyasyon, agir metaller DNA hasarina neden olan ekzojen kaynakli sebeplerdir
(Hoeijmakers, 2009; lyama ve Wilson 111, 2013). DNA’da meydana gelen bu hasarlar DNA
sifrelerinde farklilia neden olacagindan dolayr yanlis proteinlerin sentezlenmesinde,
birgok mutasyona ve ¢esitli hastalilarin meydana gelmesine sebep olur (Dabravolski vd.,
2022).

Hiicrede DNA hasar1 olustugunda DNA tamir mekanizmalar1 ile hasar giderilir. Hasar
tamir edilemez ise hiicreyi apoptoza yani programli hiicre dlimiine yonlendiren birgok
apoptotik yolak aktiflesir. DNA tamir sisteminde 130 gen gorev alir. Bu genler tarafindan
kodlanan proteinler DNA tamir sisteminde rol oynar. Ornek olarak DNA hasarina
radyasyon sebep olursa ATM/ATR ve p53 sinyal yolag aktiflesir (Altieri vd., 2008). Hiicre
dongiisiinde her faz 6ncesi kontrol noktalar1 bulunur. Hiicre boliinmesi boyunca DNA’da

bir hasar meydana geldiginde Oncelikle hiicre dongiisti durdurulur ve DNA’daki hasarin



giderilmesi i¢in tamir mekanizmalar1 devreye girer ve DNA tamir edilir. DNA’nin tamir
edilememesi durumunda ise hiicre apoptoza yonlendirilir. DNA tamir mekanizmalari
genomik dengeyi saglayan ve siirdiiren sistemlerdir. Hiicrede olusan DNA hasari
proteinlerin  hasar1 algilamasi, hiicre dongiisiiniin durdurulmast DNA onarim
mekanizmalarinin aktiflestirilmesi, programli hiicre oliimii, kanser ve yaslanma gibi

birbirini izleyen (Sekil 1.1) bir dizi adimdan olusur (Sancar vd., 2004).
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Sekil 1.1. DNA Onarim Fonksiyonlar1 (Alberts vd., 2023)

1.2.1. DNA Tamir Mekanizmalari

Hiicrelerde genomik dengenin saglanabilmesi igin kompleks bir dizi DNA hasar yanit
sistemi bulunmaktadir (Sekil 1.2). DNA hasar onarimi i¢in bazi enzimler (helikazlar,
ligazlar, niikleazlar, topoizomerazlar, polimerazlar, kinazlar, rekombinazlar) kimyasal
bakimdan degisime ugrar ve bu degisim sonucuna gore hasar giderilir (Hustedt ve
Durocher, 2017; Jeggo vd., 2016).
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Sekil 1.2. DNA onarim mekanizmalar1 (Patel ve Ahnen, 2018)

1.2.1.1. Dogrudan Tamir Mekanizmasi

Canlilar 2 tiir dogrudan tamir mekanizmasina sahiptir (D. Fu vd., 2012). Fotoreaktivasyon
ile onarim; fotoliyaz enzimleri tarafindan gergeklesen primidin dimerlerine bagli olan UV
1s1nlarmni onaran 2 tip tamir mekanizmasindan ilkidir. Ikinci mekanizma olan MGMT (O6-
metilguanin- DNA -metiltransferaz) metil-guanin DNA metil transferaz enzimlerince
alkilleyici ajanlarin bulunmasiyla meydana gelen DNA’da bulunan 06metil grubu ¢ikarilir.
Bu enzimlerden DNA transferaz enzimi insan dahil pek ¢ok canlida bulunurken fotoliyaz
enzimi ¢ok az tiirde bulunmaktadir. Fotoliyaz, monomerik bir proteindir ve molekiiler
agirhgr 55-65 kDa’dir. Fotoliyaz bulunan bazi bakteriler mavi dalga fotonlarini enerji
tiretebilmek i¢in kullanir ve siklobiitan pirimidinlerini onarmaktadir (Jin ve Robertson,
2012; Liu vd., 2015). Metil guanin DNA metiltransferaz enzimi ise dogada kendiliginden
bulunan ve i¢inde kofaktér bulunmayan proteindir. DNA hasar1 olustugunda bu enzim
hasarin meydana geldigi noktaya baglanir ve az afinite gdstererek bir kompleks meydana
getirir. Dogru olmayan bigimde metillenen bazlarin —CH3 grubunu kendi sistemine
aktararak hasarin giderilmesini saglamaktadir (Chatterjee ve Walker, 2017; Jeggo vd.,
2016).



1.2.1.2. Dogrudan Olmayan Tamir Mekanizmasi

Dogrudan olmayan tamir mekanizmasi, baz kesip-¢ikarma, niikleotit eksizyon (kesip-
¢ikarma) mekanizmasi1 (NEM) c¢ift zincir kiriklarinin onarimi ve ¢apraz baglant1 onarimi
(CROSS-LINK) olarak dort mekanizma ile agiklanir (Curtin, 2012). Bu mekanizmalarin
ilki baz kesip-¢ikarma tamir mekanizmast; glikozilaz enzimi adi verilen enzim DNA’da
bulunan hedefteki bazlarla etkilesime girer ve hasarin meydana geldigi bolgedeki
glikozidik bag1 keserek ¢ikarma islevini yerine getirmektedir. Bu kesip ¢ikarma sonucunda
apurinik ya da aprimidik (AP) kisim olusturulur ve kesip ¢ikarma yapilan bolgeye 2-10
niikleotitlik eklemeler yapilir ve hasar giderilmektedir (Kumar vd., 2020; Lee ve Kang,
2019). Diger bir mekanizma olan niikleotit kesip-¢ikarma mekanizmasi; DNA’da meydana
gelen daha biiyiik hasarlarin giderilmesi igin gorev almaktadir. Giines 1sinlarindan gelen
UV isinlari, bazi kimyasallar, iyonize radyasyon ve kanser ilaglari gibi ekzojen kaynakli
hasarlar DNA’da meydana geldiginde niikleotit Kkesip-¢ikarma mekanizmasi ile
giderilmektedir. Niikleotit kesip ¢ikarma mekanizmasi, DNA’da olusan hasarlar1 tanimak
icin pek ¢ok protein kompleksine sahiptir. Hasar tanimasi yapildiktan sonra protein
kompleksleri hasarli kisma baglanir ve hasarli bolgenin iki tarafi niikleotit eksizyon
tarafindan kiigiik niikleotit parcalar1 olusturmak igin kesilmektedir. Bu kisa niikleotit
pargalar1 hasarli DNA’y1 igerdiginden uzaklastirilir ve bosluklar ligasyon islemiyle
birlestirilmektedir (Dong vd., 2015; Kuper ve Kisker, 2013; Shafirovich ve Geacintov,
2017). NEM mekanizmasi transkripsiyon iligkili ve global olarak iki alt bashga
ayrilmaktadir. Transkiripsiyon ile iligkili mekanizma RNA polimeraz Il enzimi ile baglanti
halindedir ve transkripsiyon aninda transkripsiyon faktérii IIH ve RNA polimeraz 1l
etkilesime girer ve transkiripsiyon sirasinda meydana gelen hasarlar giderilmektedir.
Global mekanizmada ise hasar sonsorii olarak gorev alan XPC proteini RAD23B ve
CETN2 ile kompleks meydana getirmektedir. Olusan bu kompleks DNA’da bulunan
hasarl1 bazlar1 saptamak igin gorev almaktadir (Fontana vd., 2019; Peris-Diaz vd., 2022).
Cift zincir kiriklarmin giderilmesini saglayan mekanizmalar endojen ve ekzojen nedenler
sonucunda DNA’da meydana gelen gift zincir kiriklarinin giderilmesinde rol oynamaktadir
(Khanna ve Jackson, 2001).



Homolog rekombinasyon (HR) ve homolog olmayan uglarin birlestirilmesi (NHEJ) tamir
mekanizmalar1 ¢ift zincir kiriklarmi gidermektedir (Fujii vd., 2022). Homolog
rekombinasyon, DNA’da bulunan iki zincirden birinin kalip olarak kullanmasiyla gift
zincir kirigr onarimi yapilmaktadir. Homolog rekombinasyon ¢ift zincir kirigi onarim
mekanizmasi hiicre dongiisiiniin S ve G2/M safhalarinda ger¢eklesmektedir (Stover vd.,
2020). Homolog rekombinasyon tamir mekanizmasi, Onarim esnasinda hiicrede kromozom
dagilimmin stabilizasyonunu ve replikasyon catalinin korunmasini saglamaktadir ve
homolog rekombinasyonda kardes kromatidteki bilgi kopyalandigindan dolayi bilgi kaybi
yoktur. Homolog rekombinasyon ¢ift zincir kirigr mekanizmasi siralanacak adimlarla
onarim gerceklestirmektedir. Ilk olarak DNA’da meydana gelen ¢ift zincir kirigmin
olustugu bolge heterotrimerik bir yapida olan MRE11, RAD50 ve NBS1 (MRN)
proteinlerinin bir araya gelerek olusturduklari kompleks tarafindan tanimlanmaktadir
(Sekil 1.3). MRN kompleksi ¢ift zincir kiriginin olusturdugu lezyonun etrafindaki DNA’ya
baglanir ve 5’ ucundan 3’ ucuna dogru kirigin oldugu DNA MREI1I tarafindan
kesilmektedir. Ayn1 zamanda DNA zincir kirik sensorii olarak da goérev alan MRN
kompleksi kesim islemini gergeklestirirken diger hasar tanima proteinlerinin hasarli
bolgeye toplanmasinin saglayacak sinyal iiretmektedir (Lee ve Kang, 2019). MRE11
proteini tarafindan olusturulan ¢entik Exol proteinin hasarli bolgeye gelmesiyle tek zincir
stabilizasyonu saglanir ve daha genis bir kesim yapilmaktadir. Diger 6nemli bir protein
olan BRCAL tek zincir stabilizasyonunu saglar ve stabil hale gelen zincir DNA tek
zincirine baglanan RPA (Replikasyon proteinin A)  tek zinciri DNA niikleaz
aktivitelerinden korumaktadir. Bu islemden sonra BRCA2 proteini RADS51 proteinin
hasarl1 bolgeye yiliklenmesini saglar ve RADS5I1 tarafindan RPA proteini bolgeden
uzaklastirihir. Rad51 proteini bir niikleoprotein filamenti olusturur ve kardes kromatidin
kalip olarak kullanilmasini saglamaktadir. Kalip kardes kromatidin bilgileri kopyalanur,
zincir DNA polimeraz tarafindan uzatilarak DNA ¢ift zincir kirik hasari giderilmektedir
(Hsiehchen vd., 2020; Kay vd., 2019; L. Liu vd., 2020; Meyer vd., 2020). Homolog
olmayan uglarin birlestirilmesi tamir mekanizmast (NHEJ) DNA zincirinde kirigin
meydana gelen bolge Kesilip cikarildigindan dolay: bilgi kaybi olmaktadir. Bu tamir
mekanizmasi hiicre dongiistiniin G1, S, G2 ve M safthalarinda aktif olabilmektedir. Hasar
meydana geldiginde ilk olarak hasar tespit proteinleri olan Ku70 ve Ku80 proteinleri hasarli
bolgeye toplanmaktadir (Sekil 1.3). Ardindan DNAPK fosforile olur ve fosforile olduktan

sonra DNAPK tarafindan artemis proteini fosforile edilmektedir. Artemis proteini hasarli



zincirin uglarin1 keser. Kesim islemi gergeklestikten sonra XRCC4, Ligd ve XLF
proteinlerinin olusturdugu kompleks uglar1 birlestirir ve ¢ift zincir kirik hasar1 onarilir
(Chaplin vd., 2021; Hnizda ve Blundell, 2019; Patterson-Fortin vd., 2022).
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Sekil 1.3. DNA ¢ift zincir kirig1 onarim mekanizmalari; homolog rekombinasyon (HR) ve homolog olmayan
uglarm birlestirilmesi tamir mekanizmalar1 (lyama ve Wilson 111, 2013)

Son olarak ¢apraz baglanti onarimi (CROSS-LINK) ise; kanser tedavisinde kullanilan
bir¢ok kemoterapdtik ilag ve DNA’da hasar meydana getirmek icin kullanilan ajanlar
DNA’da bulunan piirin ve pirimidin bazlar1 arasindaki baglar1 ¢apraz baglayarak hasar
meydana getirmektedir.  Prokaryotik canhlar ¢apraz baglanti hasarint homolog
rekombinasyon ve niikleotit eksizyon tamir mekanizmalarin1 kullanarak gidermektedir.
Okaryotik canllar ise niikleotid eksizyon mekanizmasmin igerdigi XPF-ERCC1
endoniikleaz aktivitesine sahip oldugu i¢in capraz baglar1 a¢gmaktadir. Bu agilma
sonucunda ¢ift zincir kirig1 meydana gelir ve bu hasar ise homolog rekombinasyonu ile
giderilmektedir (Semlow ve Walter, 2021; Tang vd., 2022; Wei vd., 2021).



1.3. Apoptozis

Programli hiicre 6liimii olarak da adlandirilan apoptozis, viicutta herhangi bir inflamatuar
yanit olusturmadan hiicre Oliimiiniin kontroliinii saglayan sinyallerin ardi ardina
aktiflestigi, kusursuz bir sekilde regiile edilen hiicre 6liim mekanizmasidir. Bu mekanizma,
doku veya organlarin olusumu gelisimi esnasinda ve dokunun sekil alabilmesi i¢in artik
gereksinim duyulmayan hiicrelerin yok edilmesini saglayarak ¢alismaktadir (Formigli vd.,
2000; Kerr vd., 1972).

Apoptozis kavraminin ortaya ¢ikist 1972 yilinda Kerr ve arkadaslari tarafindan ileri
stiriilmiistiir. Kerr ve arkadaslar1 apoptotik bir hiicrenin kii¢lik pargalara boliinmesini, bir
agacin yapraklarini dokmesine benzeterek Yunancada ‘dokiilmek’ anlamina gelen
apoptozisi tanimlamislardir (Kerr vd., 1972). Apoptozis kompleks sistemlerde hiicrelerin
hasar gormesi ve ihtiya¢ duyulmamasi sonucu makrofajlar tarafindan fagosite edilir
(Nathan ve Ding, 2010). Kurbagalarin eriskin evresine gegerken kuyruklarinin kaybolmasi
ve insan embriyosunun el ve ayak parmaklar1 arasindaki perdelerin hiicrelerin intihar
etmesi yani apoptoza yonlenmeleri sonucunda oliime gitmeleri apoptoza 6rnek olarak

verilebilir.

Apoptoza yonlenen hiicrelerde (Sekil 1.4) morfolojik olarak degisimler s6z konusudur. Bu
degisimler; hiicrenin su kaybetmesi sonucu biiziismesi, plazma, ¢ekirdegin par¢alanmasi,
kromatin ve sitoplazmanin yogunlasmasi ve apoptotik cisimcik olarak adlandirilan kiigiik

parcalara ayrilmasi olarak siralanabilir (Chaabane vd., 2013; Marifio vd., 2014).



10

E 1 Kromatin
- yogunlasmasi
2 )y @

-

| i l Hicre zarinin

tomurcuklanmaya
baslamasi

Cekirdegin
parcalanmasi

}0' =2
Apoptotik
yapi olusumu

Sekil 1.4. Apoptoz meydana geldiginde hiicrenin morfolojik degisimi (G. G. Chen ve Lai, 2009)

1.3.1. Apoptozis Mekanizmalari

Hiicrelerin apoptoza yonlenmesi igin hiicrede belli basli baz1 olaylarin meydana gelmesi
gerekmektedir (Danial ve Korsmeyer, 2004). Hiicrelerin boliinmesi igin gerekli olan
biliylime faktorlerinin azalmasi, hiicre boliinmesi esnasinda meydana gelen DNA hasari,
hipoksi ve oksidatif stres gibi olaylar sonucunda hiicrede apoptozis i¢in ardi ardina
sinyaller aktiflesmektedir. Programli hiicre 6liimiinde gorev alan primer {i¢ protein: Bcl-2
ailesi proteinleri, kaspazlar ve apoptotik proteaz aktive edici faktor—1’dir (Igney ve
Krammer, 2002; Ulukaya vd., 2011). Bu protein ailelerinin fonksiyonuyla apoptozisteki
yapisal degisimler, mitokondriyal permabilitenin bozulmasi, niikleus membran ve
kromozomal degisimler, DNA hasari, gibi reaksiyonlar gerceklesmektedir. Programli
hiicre 6liimiinde iki biyokimyasal yolak bulunmaktadir. Ik biyokimyasal yolak, &liim
reseptorleri tarafindan meydana gelen ekstrinsik (dissal) yolak, ikinci biyokimyasal yolak
ise Bcl-2 ailesi proteinleri araciligiyla meydana gelen intrinsik (ig¢sel) yolaktir (Adams ve
Cory, 2001; Danial ve Korsmeyer, 2004).
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1.3.1.1. Ekstrinsik (Digsal) Yolak

Ekstrinsik yolak, 6liim reseptorleri araciligiyla gerceklesir. Oliim reseptorleri ligandlara
cok kisa siirede baglanarak kaspaz kaskadinin aktiflesmesini saglayarak ekstrinsik yolagin
cok hizli gerceklesmesine neden olmaktadir (X. Zhou vd., 2017). Hiicre zarinin dis
kisminda var olan reseptdrlere hiicre disindan gelen 6lim sinyalleri baglanmaktadir.
Sitoplazmada reseptorlerin geriye kalan kisimlari birlesir ve hiicre 6liimiine aracilik eden
proteinlere baglanmaktadir. Pro-kaspazlarin proteolitik goérevini yerine getirmesini
engelleyen kisimlar kesilmekte ve pro-kaspazlar aktif kaspazlara doniismektedirler
(Elmore, 2007). Hiicrelerin yiizeyinde olan reseptorler TNF (Tumor necrosis factor) gen
ailesi liyesidir ve TNF gen ailesi iiyelerinde 6liim domaini (Death domain; DD) adi1 verilen
kistmlar bulunmaktadir. Oliim domainleri, hiicre disindan gelen 6liim sinyallerini hiicre
icine ileterek 6nemli bir rol iistlenmektedir. TRAIL (TNF-related apoptosis- inducing
ligand) DR4, DR5, CARL1, Fas, P75 ve TNF-R1 (Tumor necrosis factor Receptor-1) TNF
gen ailesi tiyeleridir. Bu 6liim ligantlari, plazma zarindaki reseptorlere baglanirlar ve bu
baglanma sonucunda ekstrinsik apoptotik yolak aktiflesmektedir. Reseptorlerin
homotrimerizasyonu sonucu Fas iliskili 6liim domaini (FADD: Fas-associated via death
domain) ve prokaspaz-8 benzeri adaptdr proteinler 6liim-indiikleyen sinyal komplekslerine
dontistir (Boldin vd., 1996). Reseptorlere gelen sinyaller sonucunda adaptor proteinler
kazpazlara baglanirlar ve onlarin aktiflesmesini saglamaktadir. Aktiflesmis kaspazlar
DNaz enzimi ile birlikte DNA yikimina sebep olmaktadir (Ashkenazi, 2008; EImore, 2007;
Ulukaya vd., 2011).

1.3.1.2. Intrinsik (i¢sel) Yolak

Intrinsik yolak, reseptére bagli olmayan mitokondrinin merkezi rol oynadigi hiicre igi
uyarilar sonucunda gergeklesen apoptozis mekanizmasidir. I¢ yolak, DNA hasar,
endoplazmik retikulum stresi horman ve sitokinlerin hiicreye ulasmamasi viral
enfeksiyonlar gibi birgok hiicresel stres sinyalleri sonucunda aktiflesmektir (Tait ve Green,
2010). Apoptozise giden bir hiicrede mitokondri ihtiyag olan enerjiyi iiretir ve mitokondri
dis zarinda meydana gelen transmembran potansiyelin diigmesi sonucunda ‘permeability
transition pore (PT)’ adi verilen por olusumu gerceklesmektedir. Por olusumunun

gerceklesmesi iki protein grubunun sitozole salinimina sebep olmaktadir. Ilk protein grubu,
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sitokrom c, serin proteaz HtrA2/Omive Smac/DIABLO’dir. Sitokrom, Apaf-1 (Apoptotic
protease activing factor-1) adi verilen proteine baglanir ve apoptozom kompleksinin
olusmasinda Apaf-1 ile birlikte kaspaz 9’un aktiflesmesinde gorev almaktadir (EImore,
2007). HtrA2/Omi ve Smac/DIABLO, IAP’lerin yani apoptozis inhibitérlerinin
fonksiyonlarin1 inhibe ederek apoptozisi diizenlemektedir. Ikinci protein grubu,
endoniikleaz G, AIF ve CAD’dir. Bu protein grubu da apoptozis sirasinda mitokondri
tarafindan salinmaktadir (Sekil 1.5). Hiicre 6liimiiniin meydana gelmesiyle bu proteinler
saliir ve g¢ekirdegi hedef alan AIF, DNA’y1 kiigiik pargalara boler bunun sonucunda
kromatin yogunlagmaktadir. Diger bir protein olan endoniikleaz G c¢ekirdege giderek
DNA’y1 fragmentlere ayirmaktadir. Kaspaz-3 diger bir protein olan CAD’1n aktiflesmesini
saglar ve CAD niikleozomlar arasindan DNA’y1 kesmektedir (Adams ve Cory, 2001,
Riedl ve Salvesen, 2007; Ulukaya vd., 2011). Bcl-2 protein ailesi apoptozisi diizenleyen,
apoptozis iizerinde negatif ve pozitif etkinlik gosteren pro-apoptotik ve anti-apoptotik
olarak isimlendirilen iki liyeye sahip bir onkogen sinifidir. Pozitif yonde etkileyen
proteinler; Bax ve Bak iken negatif yonde etkileyen proteinler; Bcl-2, Mcl-1 ve Bel-xL’dir.
Proapoptotik protein olan Bax ve Bak etkilerini sitokrom c’nin sitoplazmaya gegisini
saglayarak gostermektedir. Antiapoptotik iiyeler ise bu reaksiyonun gerceklesmesini
engellemektedir. Mitokondri, kaspazlarin fonksiyonel hale gelmesinde rol oynar ve kaspaz
tiyelerinin mitokondri zarmdan sitoplazmaya gegisini saglamaktadir. Aktif kaspaz-9
Kaspaz-3’ii aktive eder ve kaspaz-3 kaspaz aktive edici DNaz (CAD) 1 aktiflestirmektedir.
Ozetle mitokondri dig zarmin gegirgenliginin artmasi ve bunu takip eden kaspaz kaskadi

sayesinde igsel apoptozis yolagi tamamlanmaktadir (Fan vd., 2005; Susin vd., 2023).

Memeli Hiicresindeki Ana Apoptotik Yollar

Oliim Reseptorieri Mitokondriyal Yolak
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Sekil 1.5. Intrinsik (i¢) mitokondriyal ve ektrinsik (dis) apoptotik yolaklar (Elmore, 2007)



13

1.4. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii, hiicrenin biiylimesi ve bliyiidiikten sonra bdliinmesine kadar gegirdigi
asamalardir. Hiicre boliinmesi; hiicrenin boliinme i¢in yeterli biiyilikliige ulagsmasi, hiicre
disindan yeterli bilylime sinyallerinin gelmesi ve DNA biitiinliigliniin saglamasi i¢in birgok
kontrol noktasinin bulundugu kompleks bir siirectir. Boliinmeye hazir olan hiicreler
DNA’nin kendini eslemesi yani DNA replikasyonu ve genetik materyalin olusacak iki yeni
yavru hiicreye esit olarak dagilmasi hiicre dongiisiiniin temel iki gorevidir (Matthews vd.,

2022; Yin vd., 2019).

Hiicre boliinmesi; interfaz (G1, S, G2) ve mitoz (M) olmak tizere 2 safthadan olugsmaktadir
(Sekil 1.6). interfaz sathasmin S evresinde kromozomun kopyalanmas1 meydana gelir ve
S evresi yaklasik olarak 12 saat siirmektedir. S evresi interfaz sathasinin yaklasik yarisina
tekabiil etmektedir. S evresinden sonra asil boliinmenin gerceklesecegi satha olan M
sathasinda kromozomlarin kutuplara ¢ekilme olay1 yani ayrilmasi meydana gelmektedir.
M sathasi ise memeli hiicrelerde neredeyse 1 saat siirmektedir (Cecchini vd., 2012; Mazia,
1974). Interfaz safhasinda hiicre béliinecek sekilde biiyiir ve DNA kendini esler. Mitoz
sathasinda ise sitokinez (sitoplazma boliinmesi) ve karyokinez (¢ekirdek boliinmesi)
meydana gelerek hiicre boliinmesi tamamlanir. Interfaz sathasinin diger evreleri olan G1
ve G2 evrelerinde ise S ve M safhalarinin basaril bir sekilde gergeklesmesi i¢in gegeklesen
ara fazlardir (Kim ve Sederstrom, 2015; Otto ve Sicinski, 2017; Yano vd., 2020).

Hiicre dongiisiiniin interfaz sathasinda, hiicre boliinmeye hazirlik yapar ve mitoz safthasina
gecebilmek icin biitiin kosullarin saglanmasi gerekmektedir. G1 evresi interfaz sathasinin
ilk evresidir ve hiicrenin bdliinmesi icin hiicre disindan gelen boliinme sinyallerine karsi
hassas oldugu safhadir. Hiicre biiylimesinden kaynakli metabolik olarak hiicrenin aktif
oldugu evredir. Interfazin G1 safhasinda, hiicrenin béliiniip boliinmeyecegine karar verilir.
Eger hiicre boliinmek igin yeterli biiyiikliikte degil ise dinlenme fazi olan GO evresine
girmektedir. Hiicre boliinmek igin yeterli biiyliklige ulagmamissa ya da hiicrenin
boliinmesi i¢in biiylime faktorleri yeterli miktarda degilse hiicre dongiiden ¢ikarak GO
evresine girmektedir (Lea vd., 2003; Zetterberg ve Larsson, 1985). GO evresine giren
hiicreler metabolik olarak aktiftirler fakat boliinmezler. Hiicre boliinmesi icin gerekli ve

yeterli sinyaller alindiginda hiicre GO evresinden ¢ikarak dongiiye katilmaktadir. GO
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evresinde hiicrenin metabolik aktivitesi devam eder ve hiicre disindan bdliinme igin gerekli
sinyaller iletilmedik¢e hiicre GO evresinden ¢ikmaz. Hiicre disindan gerekli biiyiime
sinyalleri gelirse hiicre GO evresinden ¢ikar ve hiicre dongiisline tekrardan girer. Hiicre
boliinmesi i¢in gerekli kontrollerin yapildig1 yeterli miktarda boliinme sinyallerinin olup
olmadiginin kontroliiniin gerg¢eklestigi G1 evresi bunlardan dolayi 6nemli bir evredir (.-
W. Chen vd., 2016; P. Sun vd., 2018). RNA ve protein sentezi G1 sathasinda baslar fakat
DNA sentezi heniiz baglamaz. S sathasinda, DNA duplike olur, RNA sentezi devam eder
ve protein sentezi en yiiksek seviyeye ulasir. G2 safhasi, mitoza hazirlik safhasidir ve S
evresinden sonra gelen evredir (Cuddihy ve O’Connell, 2003; R. Y. Zhao ve Elder, 2005).
DNA hatal1 bir sekilde duplike olmussa mitoza giris engellenir. Mitoz fazi, profaz, metafaz,
anafaz ve telofaz olmak iizere kendi i¢inde 4 sathadan olusmaktadir. Bu sathalarda sirasiyla
su olaylar gergeklesir; cekirdek zarfi kaybolmaya baslar, sentrozomlar meydana gelir,
kromozomlar kisalip kalinlasir, kardes kromatitler zit kutuplara gekilir, ¢ekirdek zarfi
olusur ve sitokinez sonucunda iki yavru hiicre meydana gelir (Carlton vd., 2020; Z. Li vd.,
2016).

Mitotik Faz

interfaz ! .
; 2 Yavru Hucre
Mitoz
‘ & Olugmasi
Sitokinez
Hucre
Blyumesi
Interfaz —_——

DNA Huicre
Sentezi Blyumesi

Sekil 1.6. Hiicre dongiisii sathalar1 (Dalton, 2015)
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1.4.1. Hiicre Dongiisii Kontrol Noktalar:

Hiicre boliinmesinin sorunsuz gergeklesmesi i¢in hiicre dongiisiinde bircok kontol noktasi
vardir ve bu kontrol noktalar1 biitiin canlilarda evrimsel olarak c¢ok iyi korunmustur.
Okaryotik hiicrelerde biitiin sathalarda kontrol noktas1 bulunmaktadir. Interfazda bulunan
G1, S ve G2 fazlar1 arasinda kontrol noktalar1 bulunmaktir. G1/S kontrol noktasinda, hiicre
G1’den S safhasia gegerken, S sathasindaki DNA replikasyonu i¢in gereken kosullarin
olusturulup olusturulmadigi kontrol edilmektedir (Y.-W. Chen vd., 2016). G2/M kontrol
noktasinda ise hiicrenin mitoz i¢in hazir olup olmadigi kontrol edilmektedir. Son kontrol
noktasi olan M, dogru ve eksiksiz bir boliinme i¢in mitoz sonunda kromozomlarin ig ipligi
iizerinde dogru bir sekilde dizilip dizilmedigi kontrol edilir (Gupta vd., 2018). interfazin
sentez evresinde gergeklesen DNA replikasyonu ve mitoz evresinde gergeklesen
kromozomal segregasyon siire¢lerinin basariyla tamamlanmasi hiicre biyolojisi agisindan

onem arz etmektedir (Todorov vd., 1988).

Hiicre dongiisiinde kontrol noktalar serin/treonin kinazlar, siklin bagimli kinazlar (CDK)
ve CDK’lerin diizenleyicileri olan siklinler (Sekil 1.7) tarafindan diizenlenmektedir
(Malumbres ve Barbacid, 2007). CDK’ler kinaz ve siklinin bir araya gelerek kompleks
olusturmasiyla aktif hale gelmektedir. Siklin ve CDK’ler tarafindan olusan kompleks hiicre
dongiisiiniin temel kontrol sistemidir. Hiicre dongiisii devam ettik¢e bu olusan kompleksler
siklin ve kinazlarda degisiklige ugramaktadir. CDK ve siklinler arasindaki bu aktif iligki
dogliniin kontrolii i¢cin 6nem arz etmektedir. Hiicre dongiistiniin ilerlemesi CDK’ler
tarafindan fosforile edilerek aktif hale gelen ya da inaktif forma donistiiriilen proteinler
tarafindan gerceklesmektedir (Ullah vd., 2019; Wenzel ve Singh, 2018). Okaryotik
hiicrelerde hiicre dongiisii kontrol noktalarinda bir¢ok siklin ve CDK’ler bulunmaktadir ve
siklinler farkl1 CDK’lerle bir araya gelip kompleks olusturarak hiicre dongiisiiniin kontrolii
saglanmaktadir. Hiicre dongiisiinde G1 evresinden M evresine dogru dongii devam ederken
her bir evrenin sonunda bulunan kontrol noktalarnin diizenlenmesinde rol oynayan dort
cesit CDK vardir. Bunlar; CDK1, CDK2, CDK4 ve CDK6’dir. CDK’lerin aktif hale
gelmesinde rol oynayan dort siklin, CDK’ler ile birlikte hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesinden sorumludur. Hiicre dongiisii devam ettikge CDK1, CDK2, CDK4 ve
CDKG6 siklin A, B, D ve E ile birlikte ifade edilmektedir (Park ve Lee 2003). Siklin ve
CDK’lerin olusturdugu kompleksler farkli kombinasyonlarla bir araya gelerek hiicre
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dongiisiinde farkli olaylarin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Akaike ve Chibazakura,
2020; Ding vd., 2020; Fisher, 2016).

Hiicre dongiisiinde hiicre disindan gelen sinyallerin yanitlanmasi sonucunda firetilen ilk
siklin ¢esidi siklin D’dir. Siklin D siklin bagimli kinaz 4’e baglanir ve siklin D-CDK4
kompleksi meydana gelmektedir. Olusan bu kompleks Retinoblostoma (RB) proteinini
fosforilleyerek aktif hale getirir (Weinberg, 1995). Fosforile RB, E2F/DP1/RB
kompleksinden ayrilir ve bunun sonucunda E2F aktiflesmektedir. E2F aktif hale geldikten
sonra siklin E, siklin A ve bazi genlerin transkripsiyonu olmaktadir. Siklin E CDK2’ye
baglanir ve siklin E-CDK2 kompleksi olusmaktadir. Olusan bu kompleks hiicrenin G1
evresinden S evresine gegisi saglamaktadir. G1 sathasimnin kontrol noktasinda rol oynayan
siklin D ve CDK4/CDKG6 ve siklin E-CDK2 ’nin olusturdugu kompleksler hiicre
dongiisiiniin tamamlanmasinda rol oynar (Mendoza ve Grossniklaus, 2015). Siklin A ve
CDK2’nin olusturdugu kompleks S evresine gegisi saglayan kontrol noktasidir. Siklin B
ve CDK1 kompleksi ise G2 sathasindan M safhasina girisinde gorev almaktadir. Hiicre
dongiistiniin kontrol noktalarinda herhangi bir sorun ile karsilagilirsa bir sonraki evreye
gegmeden hiicre dongiisii sensor mekanizmalarca durdurulmaktadir. Sensér mekanizmalar,
DNA’da veya herhangi baska bir yerde sorun algilarsa hiicre dongiisii kontrol noktalari
tarafindan durdurulur, sorunun giderilmesi icin gerekli proteinler toplanir ve hasar
giderilene kadar hiicre dongiisii durdurulmaktadir. Hasar giderilirse hiicre dongiisii kaldigi
yerden devam eder fakat sorun giderilmez ise hiicre gerekli apoptotik yolaklarinin aktif
hale gelmesiyle apoptoza yonlendirilmektedir (Sherr ve Bartek, 2017).
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Sekil 1.7. Hiicre dongiisii kontrol noktalari; siklin ve CDK’lar (Malumbres ve Barbacid, 2005)

Hiicre dongiisiinde asil boliinme sathast olan mitoz sathasina gecisi saglayan siklin B-
CDK1 kompleksi, kromozom ayrismasimnin dogru bir sekilde gerceklesip
gerceklesmedigini, metafazdan anafaza gecisi ve mikrotiiblil olusumunu kontrol
etmektedir. ‘ig ipligi® kontrol noktasi I§ iplikgiklerinin kromozomlara dogru bir sekilde
baglanip baglanmadigi kontrol eder ve eger bir hata yoksa anafaz safthasina gecis
saglanmaktadir (Hara vd., 2023; Kramer vd., 2023). Kromozomlarin ekvatoral diizlemde
dizilmesi ve mikrotiibiillerin kromozomlarin kinetokor bdlgesine baglanmasi mitozun
metafaz sathasinda gergeklesmektedir. Bu baglanma sonucu kromatitler mikrotiibiiller ve
kardes kromatitler arasinda bag zayiflayarak kromatitler zit kutuplara g¢ekilmektedir.
Kromatitler dogru bir sekilde ayrilmazsa kromozomlarda andploidi meydana gelmektedir.
Bu nedenden dolay ig ipligi kontrol noktasinin rolii, kromozom ayrigmasi gerceklesmeden
once biitlin mikrotiibiillerin kromozomlara baglanip baglanmadigi1 kontrol edilmektedir.
Miikrotiibiiller kromozomlara dogru bir sekilde baglanmazsa, CDK20 ve SAC proteinleri
kromozomlarin kinetokor bolgelerine yogunlasir ve kinetokorlar tarafindan tiretilen 19 ig
ipligi baglanma noktasia sahip SAC (spindle-assembly checkpoint) dogru mikrotiibiil-
kinetokor baglantisi olana dek CDK20 ve SAC proteinleri tarafindan aktif tutulmaktadir.
SAC sinyalinde, MAD2/MAD3 (mitotic arrest deficient), BUB3, CDK20, MAD1 ve
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Aurora kinaz B proteini gorev almaktadir (Bates vd., 2020; Depeursinge vd., 2010; Mariani
vd., 2012).

Hiicre dongiisiinde bu tiir hasarlar veya sorunlar meydana geldiginde durdurulmaz ise
hiicrenin kanserli hiicreye evrilmesine neden olur ve genomik kararsizlik meydana
gelmektedir. (Malumbres ve Barbacid, 2007). Kanser olusumunun temel nedenleri
arasinda hiicre dongiisiiniin kontroliinde rol oynayan proteinlerin islevlerini yerine
getirmemesi sonucunda hiicrelerin apoptoza gitmemesi vardir. Hiicre boliinmesi esnasinda
hiicrede olusan hasarlar giderilmez ve hiicre dongilisii durdurulamaz ise hiicre
tiimorlesebilmektedir. Hiicrede denge oldukga onemli bir faktordiir ve eger bu denge
saglanamaz ise hiicre kontrolsiiz ve denetimsiz bir sekilde cogalabilmektedir. Hiicre
dongiistinde olusan bozulmalar hiicrelerin tiimdrlesmesine neden oldugu bir¢ok arastirma
sonucunda ortaya ¢ikmistir. Bu nedenden dolay1 hiicre dongiisiiniin kontroliinden sorumlu
sistemler tiimoriin meydana gelmesinde direkt olarak neden olabilmektedir (Bahassi, 2007;
Cordon-Cardo, 2023).

1.5. Aurora Kinazlar

Aurora Kinazlar, hiicre dongiisiinde 6nemli rol oynayan ve hiicre dongiisiinii diizenleyen
kinaz aile iiyelerindendir. Serin/treonin kinaz aile tiyeleri olan Aurora kinazlar mitoz
sathasinda, kromozomlarin esit bir sekilde ayrilmasi, sentrozom biiyiimesi ve boliinmesi,
kromozom yogunlagmasi ve dizilmesi, ig ipliklerinin olusumu, Kinetokor-mikrotiibiil
baglanmalari, DNA fragmentlerinin kromozom halinde paketlenmesi, gibi pek ¢ok 6nemli
hiicresel siiregte rol oynamaktadir (Bolanos-Garcia, 2005; Carmena ve Earnshaw, 2003;
Kimura ve Okano, 2005). Aurora kinazlar, ilk olarak meyve sinegi olan Drosphila
melanogaster’de mutasyona ugrayan alleller sonucunda hatali ig ipligi olusumu {izerinde
arastirma yapilirken kesfedilmistir (Kollareddy vd., 2008). Aurora kinaz proteinleri
hiicrede islevlerini yerine getirmezse hiicre boliinmesinde ig ipligi olusumu esnasinda
eksiklige sebep olmaktadir. Aurora kinazlar; A, B ve C olmak iizere ii¢ ¢esittir ve birgok
kanser tiirtinde overeksprese edilirler (Anand vd., 2003; Kollareddy vd., 2008; Zhang,
2008). Aurora kinaz A, B ve C DNA’da farkli yerlerde bulunurlar ve birbirlerinden farkli
islevlere sahiplerdir. Aurora kinaz A, saglikli hiicrelerde, hiicre dongiisiinde G1’den S

sathasina geciste sentrozomlara lokalize olur ve sentrozomlarin islevlerinin kontrol
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edilmesinde ve mikrotiibiillerin olugsmasinda rol oynarlar (Andrews, 2005). Aurora A,
interfaz safhasi boyunca sentrozomlara lokalize olmakta ve sentrozomlarin belirli bir
olgunluga gelmesini saglayarak mitoz fazinin baslamasini saglamaktadir. Mitoz evresi
basladiktan sonra prometafaz asamasinda ¢ok fazla etkinlik gostermekte ve mitoz sonuna
kadar etkinligini devam ettirmektedir (Bayliss vd., 2003; Eyers ve Maller, 2003). Hakkinda
cok az sey bilinen Aurora kinaz C diger bir aurora kinaz aile iiyesidir. Mitoz bolinmede
kromozomlarin esit bir sekilde ayrilmasinda rol oynadigi ve esey hiicrelerinde ifade

edildigi bilinmektedir (Bejar vd., 2021; Quartuccio ve Schindler, 2015).

Aurora kinazlarin bazi kanser tiirlerinde asir1 eksprese edilmesi, Aurora kinazlarin kanser
tedavisinde 6nemli bir rol oynayabilecegini ve dolayisiyla Aurora kinaz inhibitorlerinin
gelistirilmesinin ve biyolojik aktivitelerinin ortaya ¢ikarilmasinin 6nemini gostermektedir
(Borah ve Reddy, 2021; Liang vd., 2012; Libertini vd., 2010).

Aurora kinazlar iki temel domaine sahiptirler;

-Amino terminalinde diizenleyici bolge (A-box)
-Karboksil terminalinde katalitik bolge (D-box)

Amino terminalinde diizenleyici bolge, karboksil terminalinde ise katalitik domaininde
aktivasyon bolgesi bulunmaktadir (Sekil 1.8). Aktivasyon ve diizenleyici bolgeden
meydana gelen Aurora kinazlar aktivasyon bolgesi tarafindan islevli hale gelmektedir.
Aktivasyon bolgesinde bulunan treonin aktif hale gelmesi sonucunda kinaz aktivitesi
meydana gelmektedir. Aurora kinaz A 403, Aurora kinaz B 344 ve Aurora kinaz C 306
aminoasitten meydana gelmektedir. Aurora kinazlarda mutasyonlar ve bu proteinlerin

yiiksek ekspresyonlart Aurora kinazlarin aktivasyon bolgesinde meydana gelmektedir
(Crane vd., 2023; J. Fu vd., 2007).
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Dlzenleyici bélge Katalitik bilge
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Sekil 1.8. Aurora kinaz proteinlerinin sematik gosterimi (J. Fu vd., 2007)

Aurora kinazlar sadece mitoz boliinmede degil bircok mitotik olmayan islevleri de yerine
getiren proteinlerdir. Aurora kinaz A ve B’nin homolog rekombinasyon (HRR:
“homologous recombination repair”’) ve homolog olmayan uglarin birlestirilmesi (NHEJ:
“non-homologous end-joining”) tamir yolaklarinda rol aldigi bilinmektedir (Conde vd.,
2017; Fell vd., 2016; Y. Wang, Sun, vd., 2014). Cesitli calismalar Aurora kinaz A ve
Aurora kinaz B’nin 6zellikle DNA hasar yanitinda bir¢ok 6nemli gérevi yerine getiren p53
proteini ile baglantili oldugunu gostermektedir (Ma ve Poon, 2020; Sasai vd., 2016).
Genomun koruyucusu olarak tanimlanan p53 proteini, hiicre dongiisiinde rol oynayan bir
timor siipressor ve transkripsiyon faktorii olarak 6nemli hiicresel rolleri icra etmektedir.
p53 hiicre dongiisiinde gérev alarak herhangi bir DNA hasar1 durumunda hiicre dongiisiinii
durdurarak DNA hasarmi tamir etmek icin gerekli proteinlerin hasarli bdlgede
toplanmasini saglamaktadir. Olusan DNA lezyonunun tamir edilmemesi durumunda ise
p53 proteini anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinlerin ekspresyonlari diizenleyerek
hiicreyi apoptoza yonlendirmektedir (Gundogdu ve Hergovich, 2022; Kulaberoglu ve
Hergovich, 2023).
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1.6. Aurora Kinaz B

Aurora kinaz B, AURKB geni tarafindan kodlanan Aurora kinaz aile iiyesidir. Aurora B, 9
ckzonlu, 1287 baz ¢ifti uzunlugunda, 344 aminoasit dizisinden meydana gelen 39
kilodantonluk protein kodlayan ve normal hiicrelerde mikrotiibiil baglantilarini kontrol
eden proteindir. Aurora B i¢ sentromer proteini (INCENP), survivin (BIRCS), borealin
(CDCAS8) ve diger non-enzimatik alt iinitelerin birlesmesiyle CPC kompleksi
(“chromosomal passenger complex”) olusmakta ve bunun sonucunda Aurora B fosforile
edilerek aktive olmaktadir. Aurora kinaz B bu komplekse CPC proteinleri ve INCENP
(“inner centromere protein”) ile etkilesimlerinin artmasiyla tutunabilmektedir (Gorbsky,
2004; Lens ve Medema, 2003; Zhang, 2008). Diger bir kontrol noktasi proteini olan MAD2
profaz safhasindan anafaz sathasina kadar kinetokorlarda lokalize olur, ig iplik¢igini
kontrol eder ve aktive eder. Aurora kinaz B ve MAD?2, diger konrol noktast proteinleri
(CENP-E, MAD1, BUB1, BUB3, BUBR1, MPS1) ile birlikte kompleks olusturarak
hiicrelerin, ig iplikgikleri ile kinetokor-mikrotiibiil baglantis1 hatasiz oluncaya kadar
anafaza gecisi engellerler. MAD2 proteini, CDC20/APC kompleksiyle dogrudan etkilesim
halinde oldugu i¢in uygun kinetokor-mikrotiibiil baglantis1 olmadiginda bu komplekse
baglanarak APC’yi inaktif hale getirir ve anafaza ge¢is bu sekilde engellenir (Sekil 1.9).
Kinetokor-mikrotiibiil baglantisi dogru bir sekilde olustugunda MAD?2 proteini,
CDC20/APC kompleksine baglanmayacag icin APC aktif hale gelir ve anafaza gegis
saglanir (Yu, 2002; Zich vd., 2012).

Aurora kinaz B proteinin temelini meydana getiren apoptoz inhibitorii olarak gorev alan
protein survivindir. Kanserin ne kadar ilerledigini 6grenmek igin biyobelirteg olarak
kullanilan survivin proteinin seviyesine bakilmaktadir. Survivin proteini ortamda olmazsa
kromozom ayrilmasinda hata olur ve dogru bir sekilde sitokinez olmamaktadir (J. Chen
vd., 2003). Sitokinezde 6nemli bir rol oynayan Aurora B, anafaz safhasinda sitokinez
esnasinda genetik materyalin yavru hiicrelere esit bir sekilde dagilmasini saglamaktadir
(Andrews, 2005; J. Fu vd., 2007).

Aurora kinaz B, profazdan metafaza, metafazdan anafaza ve sitokinez safhalarina kadar
biitiin kromozomal regiilasyonlarda rol oynayan bir proteindir (Bolanos-Garcia, 2005; Vas

ve Clarke, 2008). Aurora kinaz B’nin aktivitesi metafaz sathasindan mitozun son safhasina
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kadar ¢ok yiiksek seviyeye ulasmaktadir. Aurora kinaz B, metafazdan anafaza gecis
sirasinda sentromerlere lokalize olarak histon H3’i fosforile etmekte ve kromozomlarin
yogunlasmasinda rol oynamaktadir. Aurora B, anafaz sathasi basladiktan sonra ise genetik
materyalin yavru hiicrelere esit bir sekilde dagilimini saglamaktadir. Ote yandan, Aurora
B’nin asir1 ifadesi sonucunda meydana gelen kromozomal kararsizlik tiimér olusumuna
neden olmaktadir. Genel olarak Aurora B, mitoz esnasinda kinetokorlar ve ig mikrotiibiiller
arasinda ekleri diizenleyerek kromozomlarin mikrotiibiillere baglanmasini saglayan, yanlis
mikrotiibiil-kinetokor baglanmalarini engelleyen ve kromozomlarin esit sayida ayrilmasini
saglayan bir proteindir (Richie ve Golden, 2005; Ricke ve Van Deursen, 2011). Kanser
tedavisinde inhibitorlerle Aurora B’nin hedeflenmesi sonucunda hiicrelerin programli
hiicre 6liimiine yoneldigi veya hiicrelerin G2/M evresinde durdugu yapilan caligmalar
sonucunda kanitlanmistir. Bunlarin sonucunda Aurora B kanser tedavilerinde 6zgiin bir

tedavi hedefi haline gelmistir (Kitzen vd., 2010; Portella vd., 2011).

Son olarak yapilan ¢aligmalar Aurora kinaz B ile P53 proteini arasinda dolayli olarak bir
iliski oldugunu ortaya koymaktadir. Bir histon asetil transferaz engelleyici olan NIR (novel
INHAT repressor) transkripsiyon ortak baskilayict olarak islev gormektedir. Aurora B
NIR’a baglanarak p53 proteinin aktivitesini iki sekilde etkilemektedir. Ilk olarak, Aurora
B’nin asir1 ifade edilmesi sonucunda NIR aracili P53’iin aktivasyonu engellenmektedir.
Ikinci durumda ise, Aurora B nin eksikligi sonucunda ayn1 sekilde NIR aracili P53’¢ baglh
apoptoza, P21 ile BAX’1n yukar1 yonde diizenlenmesine ve hiicre biiyiimesinin durmasina

neden olmaktadir (Gully vd., 2023).
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Sekil 1.9. Aurora Kinaz B Aktivitesi (J. Fu vd., 2007)

1.7. Bl 831266

BI 831266 molekiilii, serin/treonin kinaz aile iiyesi olan Aurora B’yi hedefleyen kiigiik
molekiil inhibitordiir (Sekil 1.10). Gii¢lii bir inhibitdr olan bu molekiil yiiksek ¢oziiniirliige
sahiptir ve Aurora B inhibisyonu i¢in negatif kontrol gorevi gérmektedir. Bl 831266
molekiiliiniin yapisinda; 5-(triflorometil)pirimidin analogu (BI 811283) ile kompleks
haline getirilmis Aurora B/INCENP'min ortak kristal yapist mevcuttur. Bl 831266
molekiiliiniin kanser hiicrelerinde IC50 degeri 42 nM’dir. (Gollner vd., 2023).
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Sekil 1.10. Bl 831266 kimyasal formiilii (Gollner vd., 2023)

1.8. Sisplatin

Sisplatinum ya da cis-diamindikloroplatin isimleri de olan sisplatin 1978 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA, Food and Drug Administration) tarafindan
onaylanan ve bir¢ok kanser tiiriinde kullanilan kemoterapotik bir ilagtir (Ghosh, 2019;
Rybak vd., 2019). Sisplatin, DNA iizerinde bulunan piirin bazlari ile etkilesimde bulunarak
DNA hasar1 olugsmasina neden olmakta ve programli hiicre 6liimiine yol agan birkag sinyal
iletim yolunun aktiflesmesini saglamaktadir (Sekil 1.11). Sisplatin ile olusturulan
kombinasyon tedavilerin kanserli hiicreleri yok etmede daha etkili oldugu kanitlanmigtir
(Y. Ma vd., 2015; Polacchini vd., 2016; Wu vd., 2017).

Sisplatin akciger, meme, mesane, testis. germ hiicreli timdrler, lenfomalar ve sarkomalari
da kapsayan bircok insan kanser ¢esidi tedavisinde kullanilan kemoterapdtik bir ilagtir
(Alderden vd., 2006; Fouad vd., 2017). Sisplatin ilaci etki mekanizmasi, DNA tizerinde
bulunan piirin bazlarin1 c¢apraz baglar ve hiicrelerde DNA hasar1 meydana getirerek
caligmaktadir. DNA hasar tamir mekanizmalarina etki ederek hasarin giderilmesini
engeller ve apoptozu indiiklemektedir. Hastalar, sisplatin ilacina karsi direng, alerjik
reaksiyonlar, bobrek sorunlari, enfeksiyonlara kars1 bagisiklik direncinin zayiflamasi ve
kanama gibi birgok olumsuz yan etkiler gosterebilmektedir (Galluzzi vd., 2012). Sisplatin
ilacinin farkli dogal bilesenlerle veya diger kemoterapotik ilaglarla kombine edilmesi ilag
direncini ve toksisiteyi azalttigi diisinilmektedir. Sisplatin gibi platin temelli
kemoterapotik ilaglar kanser tedavilerinde monoterapi veya diger ilaclarla kombine

edilerek hastalara verilmektedir (Y. Ma vd., 2015; Polacchini vd., 2016).
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Sekil 1.11. Sisplatin kimyasal formiilii (Diaz vd., 2013)

Sisplatin, nefrotoksik, ototoksik ve ndrotoksiktir. Sisplatine bagli ototoksisite mekanizmasi
tam olarak ac¢iklanabilmis olmamakla beraber; progresif olarak dis tily hiicrelerini hasara
ugrattigi, antioksidan madde(glutatyon) ve enzimlerin sentezini azaltarak serbest oksijen
radikallerini artirdig1; oksidatif stresin artisinin koklea, stria vaskularis, spiral ligament ve
spiral ganglion hiicrelerde hasar ile ototoksisiteye sebep oldugu gozlenmistir (Wu vd.,
2017; M. Zhou vd., 2018). Sisplatin kaynakli ototoksisiteye, reaktif oksijen tiirlerinin
seviyelerindeki artiglara ek olarak inflamatuar molekiiller de eslik eder; tiimor nekroz
faktor alfa (TNFa), interlokin 1B (IL1B), ve interlokin 6 (IL6); ve niikleer faktor kappa B
(NFxB) . SP, kullanim1 ile kokleada 6zellikle stria vaskiilaris ve spiral ligamentte, NFxB
ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ekspresyonunu arttirir. NFxB aktivasyonu,
TNFa, IL1B, IL6 gibi proinflamatuar sitokin seviyelerini artirir (Eberle vd., 2011; Fouad
vd., 2017; Rashid vd., 2017). Sisplatin kaynakli ototoksisitenin, artan miktarlarda toksik
serbest radikallerden veya hiicre i¢i kalsiyum igeriginin azalmasina yol acan hiicre zari

degisikliklerinden kaynaklandigi diistiniilmektedir (Gentilin vd., 2019).
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2. KAYNAK OZETLERI

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tahminlerine gore 2020 yilinda yaklagik 19
milyon insana kanser teshisi konulmus ve 10 milyondan fazla insan kanser nedeniyle
yasamini yitirmistir (Sung vd., 2021). Her y1l artan kanser vakalar1 ve kansere bagli 6liim

oranlar1 kanser arastirmalarinin 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir.

Aurora kinaz B’nin ¢esitli kanser tiirlerinde (6zofagus kanseri, yumurtalik kanseri, tiroit
kanseri, 16semi vd.) asir1 ifade edildigi belirtilmektedir (Bolanos-Garcia, 2005). Bu
nedenle, ilgili kinazin kiigiik molekiil inhibitorlerle farmakolojik inhibisyonunun klinikte
kullanilmakta olan konvansiyonel tedavilerin sitotoksik kapasitesini arttirabilecegi
diistiniilmektedir. Aurora kinaz B’nin kiiciik molekiil inhibitorlerinin, basarili bir
kromozom ayrimi olmadan erken mitotik ¢ikisa neden oldugu ve devam eden inhibisyon

sonucunda hiicrelerin apoptoza ugradig rapor edilmektedir (Kitzen vd., 2010).

Daha 6nce yapilan ¢aligsmalar, Aurora B’nin kimyasal veya genetik inhibisyonunun kanser
hiicrelerini G2/M evresinde durdurdugunu veya programli hiicre 6liimiine neden oldugunu
gostermistir (Portella vd., 2011; Yeung vd., 2008). Bu durum Aurora B’yi kisisellestirilmis
kanser tedavi yaklasimlarinda potansiyel bir hedef haline getirmektedir. Aurora kinazlar
icin farkli kiiclik molekiil inhibitorler gelistirilmistir ve prekilinik arastirmalar1 basariyla
tamamlanan baz1 inhibitorlerin klinik testlerinin devam ettigi bildirilmektedir (Kitzen vd.,

2010; Yan vd., 2016).

Bu kiigiik inhibitorlerden bazilar1 barasetib, hesperadin ve danusertibtir. Bunlardan ilki
olan barasertib (AZD1152) Aurora B’nin klinik 6ncesi ve klinik ¢aligmalarinda gelistirilen
ve test edilen ilk inhibitoriidiir. Barasertib, Aurora kinaz B’yi segici olarak inhibe
etmektedir. Klinik ¢alismalarda malign tiimorleri ve kati tiimorleri olan hasta bireylerde
degerlendirilmistir. Barasertib hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve akut miyeloid 16semi
(AML) hiicre tiplerinde apoptozu arttirdigi gézlemlenmistir (Borah ve Reddy, 2021). Bu
inhibitér AML’ye sahip hasta bireylerde cesitli klinik testler yapilarak uygulanmistir.

Sadece 19 hastadan 3’iiniin tedaviye olumlu yanit vermesi sebebiyle daha fazla ek
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caligmanin yapilmasi kanaatine varilmis ve c¢alisma faz I’de durdurulmustur. Bagka bir
caligmada ise lenfomaya sahip hasta bireylerde barasertib ile uygulanan tedavide faz II’ye
kadar ¢alismalar devam etmistir. Fakat tedavi beklenenden diisiik yanitlar vermesi ve
uygulama agisindan zor olmasi gibi nedenlerden dolayr monoterapi i¢in uygun bulunmayip
faz II’de durdurulmustur (Bavetsias ve Linardopoulos, 2015; Borah ve Reddy, 2021; He
vd., 2019).

Hesperadin, serin 10 bolgesinden histon H3’iin fosforilasyonunu inhibe ederek kromozom
ayrismasina engel olan sitokinez kusurlarina sebep olmaktadir. In vitro ortamda yiiksek
oranda hiicreler canliliklarin1 kaybetmediginden dolayr klinikte giiglii bir ilag olup

olmayacag tartisilmaktadir (Alam vd., 2022; Yap vd., 2021).

Yuan ve arkadaslari, danusetib inhibitoriiniin etki mekanizmasini mide kanseri hiicre
hatlar1 tizerinde calisarak hiicre proliferasyonuna olan etkisini, hiicrelerin apoptoz ve
otofajiye yonelimini aragtirmiglardir. Caligsmalari sonucunda danusertib inhibitoriiniin
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini ve hiicrelerin apoptoza yoneldigini gostermislerdir
(Yuan vd., 2015).

Faz I calismalarinda kati tiimorlere sahip hastalarda danusertibin anti-tiimor aktivitesinin
yiiksek oranda oldugu ve tatmin edici sonuglarin alindig1 gosterilmistir. 37 hasta tizerinde
faz I klinik ¢alismalar1 yapilmistir ve sonuglar anti-tiimor etkisi gésteren danusertibin kabul
edilebilir toksisite gosterdigi ve faz II ¢alismalarinin devam ettigi bildirilmektedir (Borah
ve Reddy, 2021).

Danusertib, prostat kanserine sahip hasta bireylere uygulandiginda hasta bireylerde iyi bir
sekilde tolere edildigi ve monoterapi olarak minimal diizeyde etkinlik gosterdigi
bildirilmistir. Danusertib molekiilii Faz II ¢alismalarinda test edilmistir (Borah ve Reddy,
2021). Danusertibin faz II ¢alismalarinda bu denli olumlu sonuglar vermesi sebebiyle daha
kapsamli ¢aligmalar onerilmistir (Borah ve Reddy, 2021; Goldenson ve Crispino, 2015;
Yan vd., 2016).

Anti-kanser ilaglar1 timor hiicrelerinde yiiksek oranda aktivite gostererek tiimor hiicrelerini

oldiirmektedir. Fakat anti-kanser ilaglarinin dozu arttirildik¢a tiimor hiicrelerinin direng
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kazanma riski ve hizli ¢ogalan saglikli hiicrelere de etki etmesi gibi olumsuz sonuglar
ortaya ¢ikabilmektedir. Bu nedenlerden dolayi, konvansiyonel anti-kanser ilaglarin dogal
bilesikler veya kii¢iik molekiil inhibit6rlerle kombine edilerek uygulanmasi s6z konusu
olumsuz etkilerin en aza indirilmesi neticesinde uzun vadeli klinik bagar1 sunacagi
degerlendirilmektedir. Aurora kinaz inhibitorlerinin farkli kemoterapi ilaglarinin minimal
etkin dozlartyla kombinasyonu neticesinde gozlenen sitotoksisitenin sinerjistik oldugu

rapor edilmistir (Bavetsias ve Linardopoulos, 2015; Yeung vd., 2008).

Sisplatin kanser tedavilerinde siklikla kullanilan ilaglardan biridir (Ghosh, 2019).
Sisplatin, DNA {izerinde bulunan piirin bazlan ile etkilesimde bulunarak DNA hasari
olusmasina neden olmakta ve programli hiicre oliimiine yol agan birka¢ sinyal iletim
yolunun aktiflesmesini saglamaktadir. Sisplatin ile olusturulan kombinasyon tedavilerin
kanserli hiicreleri yok etmede daha etkili oldugu kanitlanmistir (Y. Ma vd., 2015;
Polacchini vd., 2016; Wu vd., 2017).

Aurora kinaz inhibit6rii olan PHA-680632 ve sisplatinin kombinasyon tedavisi sonucunda
noroblastom hiicrelerinde apoptosisin arttirdigi gosterilmistir (Polacchini vd., 2016).
Kanser tedavisinde inhibitorlerle Aurora B’nin hedeflenmesi sonucunda hiicrelerin
programli hiicre 6liimiine yoneldigi veya hiicrelerin G2/M evresinde durdugu yapilan
caligmalar sonucunda kanitlanmistir. Bunlarin sonucunda Aurora B kanser tedavilerinde

6zgiin bir tedavi hedefi haline gelmistir (Kitzen vd., 2010; Portella vd., 2011).

Aurora kinazlarin bazi kanser tiirlerinde asir1 eksprese edilmesi, Aurora kinazlarin kanser
tedavisinde dnemli bir rol oynayabilecegini ve dolayistyla Aurora kinaz inhibitdrlerinin
gelistirilmesinin ve biyolojik aktivitelerinin ortaya ¢ikarilmasinin énemini gostermektedir.
Kanser tedavisinde inhibitdrlerle Aurora kinaz inhibisyonu i¢in bir¢ok farkli inhibit6r
timor hiicrelerinin profilerasyonunu engellemek ve/veya hiicreleri konvansiyonel
sitotoksik ajanlara kars1 hassas hale getirmek amaciyla gelistirilmektedir (Borah ve Reddy,
2021; Liang vd., 2012; Libertini vd., 2010).

Danusertibin, yumurtalik kanser hiicre hatlarinda hiicre déngiisiinii durdurdugu, apoptozu

ve otofajiyi arttirdig1 gosterilmistir (Yan vd., 2016).
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Aurora kinazlar sadece mitoz boliinmede degil bir¢ok mitotik olmayan islevleri de yerine
getiren enzimlerdir. Aurora kinaz A ve B’nin homolog rekombinasyon (HRR:
“homologous recombination repair”’) ve homolog olmayan uglarin birlestirilmesi (NHEJ:
“non-homologous end-joining”) tamir yolaklarinda rol aldigi bilinmektedir (Conde vd.,
2017; Fell vd., 2016; Y. Wang, Sun, vd., 2014).

Cesitli ¢alismalar Aurora kinaz A ve Aurora kinaz B’nin 6zellikle DNA hasar yanitinda
birgok 6nemli gorevi yerine getiren p53 proteini ile baglantili oldugunu gostermektedir (H.
T. Ma ve Poon, 2020; Sasai vd., 2016). Genomun koruyucusu olarak tanimlanan p53
proteini, hiicre dongiisiinde rol oynayan bir timor siipressor ve transkripsiyon faktori
olarak dnemli hiicresel rolleri icra etmektedir. p53 hiicre dongiisiinde gorev alarak herhangi
bir DNA hasar1 durumunda hiicre dongiistinlii durdurarak DNA hasarini tamir etmek icin
gerekli proteinlerin hasarli bolgede toplanmasini saglamaktadir. Olusan DNA lezyonunun
tamir edilmemesi durumunda ise p53 proteini anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinlerin
ekspresyonlart diizenleyerek hiicreyi apoptoza yonlendirmektedir (Gundogdu, Hergovich,
ve Gomez, 2021; Kulaberoglu vd., 2021).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismalarda MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatt1 kullanildi. Tez ¢alismasi kapsaminda
tiim hiicre kiiltiirii calismalar1 Bingdl Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu
Kanser Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirildi. Kullanilan tiim kimyasal, sarf

malzemeler ve kitler ticari olarak satin alindi.

Calismalarda kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler sunlardir; CPARP (cell signaling,
95418S), Bcl-2 (401r-4229), Cas-3 (sc-271759), p53 (sc-126), sisplatin (kogak), Bl 831266
(Boehringer Ingelheim tarafindan temin edilmistir), DMEM (Sigma, D6429), 10% Fetal
Bovine Serum (FBS) (GIBCO, 10270106), Penisilin (64ug/mL)/Streotomisin (100ug/mL)
(GIBCO, 15140122), Dulbecco’s phosphate-buffered saline (dPBS) (GIBCO, 14190094),
Trypsin-EDTA (Biological Industries, 03050), Trypan Blue (Thermo Fisher, 15250061)
Aquaguard 1 (Biological Industries, 018671B); X-Ray film (18x24 cm) (Carestream
MXBE Film, 7710783), Tris (Fisher Chemical, BP153-1), NaCl (ROTH, 2618.1), Glycerol
(Sigma Aldrich, 15524), EDTA (Sigma, E5134), EGTA (Glenthomls, GE7249), Bradford
Soliisyonu  (Bio-Rad, 5000006EDU), Spektrofotometre Kiivetleri (Biosigma,
20P1006010), Sodyum dodesil siilfat (SDS) (MERCK KGaA, 8.17034.1000), pB-
mercaptoethanol (SIGMA LS, M3148), Bromophenolblue (MERCK, 536092),
Akrilamid/Bisakrilamid (CARLO ERBA, 480141), Amonyum Persiilfat (MERCK KGaA,
101201.0500), TEMED (Sigma, 110-18-9), Izopropanol (Riedel-de Haen, 24137), Yagsiz
Siit Tozu (SIGMA ALDLRICH, 70166), Metanol (MERCK KGaA, 1.06007.2500),
Tween-20 (Sigma, P1379), H202 (KarloErba, 7722841), Luminol (SIGMA ALDLRICH,
123072-5G), p-coumaric acid (Sigma, C9008-10G); CO2 incubator (ESCO, CCL170B8),
Otoklav (HIRAYAMA, HVE-50), Santrifiij (Weightlab Instruments, WN-CL6500), Hiicre
kiiltiirii flask: 75 cm? (NEST, 708003), Hiicre kiiltiirii kaplar1 60x18mm (LABSOLUTE,
7696771), Biyogiivenlik kabini (ESCO Class II), Mikropipet (ISO Lab), Mini ¢alkalayici
(ISO Lab, 61311001); Mikrosantrifiij tipleri (ISOLAB, S.078.03.002.500),
Spektrofotometre (Shanghai Metash, UV-5100), Western Blot aparatlar1 (BIO-RAD,
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041BR307525), Serolojik pipet (Lab Marker, 10082019),Sicak su banyosu (Thermomax,
201910103425), PVDF Transfer Membran 0.2 um, 26.5 cm x 3.75 m (Merck Milllipore,
IPVH00010). Tim reaktif ve Ornekler uygun sekilde hazirlandi ve uygun kosularda
sakland1 (Buzdolab1 2-8 °C / SEG, Derin Dondurucu -20 °C / Vestel, Derin Dondurucu -
86 °C / Nuaire Glacier NU-9668GC).

3.2. Yontem

3.2.1. Memeli Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Calismalarimizda gergeklestirdigimiz hiicre canliligi, SDS/Western blot, koloni sag-kalim,
3D tiimor formasyon ve wound-healing analizleri i¢in memeli hiicre kiiltiirii
arastirmalarinda basarili bir sekilde kullanilan MCF-7 kanser hiicre hatlar1 kullanildi.
Hiicreler %10 fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum; FBS), 64 pg/mL penisilin ve 100
pg/mL streptomisin ile desteklenen DMEM/F12 (Dulbecco Modified Eagle Medium)
besiyerinde %5 CO> igeren nemli 37°C’lik hiicre kiiltiir inkiibatoriinde gogaltildi. Tiim
hiicre kiiltlirti calismalar1t GCCP (Good Cell Culture Practice) aseptik standartlarina uygun
bir sekilde gergeklestirildi.

3.2.2. 2D Koloni Sag-Kalim Analizi (Anchorage-Dependent Colony Survival Assay)

Hiicre koloni formasyon deneyleri (Gomez vd., 2015; Gundogdu, Erdogan, vd., 2021)’ de
aciklandig1 gibi gerceklestirildi. Oncelikle pilot deneyler planlanarak sisplatin ve BI
831266 molekiillerinin ilgili hiicrelerdeki koloni sag-kalim IC50 degerleri belirlendi.
Kisaca, 1,5x10E3 hiicrenin 6-cm kiiltiir kaplarina ekimi yapildi. 24 saat sonra hiicrelerin
cesitli konsantrasyonlarda sisplatin veya Bl 831266 tedavisi baglatildi. Hiicreler 10-12 giin
boyunca %5 CO> igeren nemli 37°C’lik hiicre kiiltiir inkiibat6riinde koloni formasyonu igin
bekletildi ve her 3-4 giinde bir besiyeri ortami tazelenerek koloni olusumlart mikroskop
altinda incelendi. Her bir kolonin en az elli hiicreye ulagsmasi ve kolonilerin birbirlerine
temas etmemesi dikkate alinarak deney belirli bir siirede durduruldu. PBS (-Mg/-Ca) ile
yikanmasinin ardindan metanol-asetik asit (3:1) soliisyonu ile 5 dakika fikse edilen
hiicreler metanol igerisinde hazirlanan %0.5 kristal violet ile 15 dakika boyunca boyandi.

Sonrasinda kuyucuklar su ile dikkatlice yikandi ve koloniler mikroskop altinda sayildi. En
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az elli hiicre olusumu koloni olarak kabul edildi. Kontrol dahil olmak iizere her bir grup
icin en az 2 tekrar olacak ve birbirinden bagimsiz en az 3 deney gerceklestirildi ve sonuglar

istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.2.3. 3D Soft Agar Koloni Formasyon Analizi (Anchorage-independent Colony
Formation Assay)

Tedavi baskisi altinda bulunan kanser hiicrelerinin koloni olusturabilme kapasiteleri soft
agar analizi ile karsilastirild1 (Bettoun vd., 2016). Oncelikle alt tabaka agaroz hazirland;
ddH2O0 igerisinde hazirlanarak otoklav edilen %1,2 agaroz soliisyonu ile hiicre besiyeri
(DMEM, %20 FBS) 1:1 oraninda karistirilarak (agaroz son konsantrasyon %0,6) 42°C su
banyosunda 15 dakika siireyle bekletildi. Sonrasinda 6 kuyulu plakalarin her bir kuyusuna
1 mL agaroz-besiyeri karisimi eklendi ve plaka alt tabaka agarozun solidifiye olmast i¢in
kiiltiir kabininde 30 dakika bekletildi. Bu esnada hiicrelerin bulunacag: iist tabaka agaroz
hazirlandi; ddH20 igerisinde hazirlanarak otoklav edilen %0,7 agaroz soliisyonu ile
icerisinde 5x10E3 hiicre ve ilgili tedavi ajanlar1 bulunan hiicre besiyeri (DMEM, %20 FBS)
1:1 oraninda karistirilarak (agaroz son konsantrasyon %0.35) 37°C su banyosunda 15
dakika stireyle bekletildi. Daha sonra agaroz-hiicre-besiyeri karisimindan 1 mL alinarak
(2,5x10E3 hiicre) %0,6 agaroz bulunan alt tabakanin {izerine dikkatli bir sekilde aktarildi.
Hiicreler 7-21 giin boyunca %5 CO2 iceren nemli 37°C’lik hiicre kiiltiir inkiibatoriinde
bekletildi ve her 3-4 giinde bir hiicrelerin bulundugu ist tabaka agarozun iizerine tedavi
gjanlarinin bulundugu hiicre besiyeri eklendi. Deney sonunda koloni olusumlar1t mikroskop
altinda incelenecek ve olusan koloniler metanol igerisinde hazirlanan %0.005 kristal violet
ile 15 dakika boyunca boyandi. Plakalar taranarak kolonilerin miktar1 tayini Image-j
programi (National Institutes of Health, USA) kullanilarak gergeklestirildi. Kontrol dahil
olmak tizere her bir grup i¢in en az 2 tekrar olacak ve birbirinden bagimsiz en az 3 deney

gergeklestirildi ve sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi.
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3.2.4. Yara-Kapanma Analizi (Wound-Healing Assay)

Tedavi baskisi altinda bulunan kanser hiicrelerinin migrasyon kapasiteleri yara-kapanma
analizi ile karsilastirild1 (Jonkman vd., 2014). Hiicreler 6 kuyucuklu hiicre ekim plakalarina
1x10E6 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilerek tiim yiizeyin kaplanmasi saglandi. Ertesi
giin, plaka yiizeyi 1000 pL steril pipet ucu kullanilarak ¢izildi ve hiicre kalintilarini
gidermek amaciyla kuyucuklar PBS ile yikandi. Hiicreler %5 CO2 i¢eren nemli 37°C’lik
inkiibatorde inkiibe edildi. Olusturulan yaralarin 0., 6., 12. ve 24. saatlerdeki kapanma

oranlar1 fotograflar ¢ekilerek kontrol hiicreleriyle karsilastirildi.

3.2.5. SDS—Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) ve Western Blot Analizleri

Hiicrelerdeki proteinlerinin ekspresyon diizeylerinin gosterilebilmesi igin total protein
icerikleri oziitlenerek, hedef proteinlerin ifade diizeyleri Western blot teknigi ile tespit
edildi (Erdogan vd., 2019; Gomez vd., 2015). Hiicrelerin ekildigi kiiltiir kuyucuklari
oncelikle soguk PBS (137 mM NaCl, 8 mM Na2HPO4, 2.7 mM KCI, 1.4 mM KH2PO4;
pH 7.4) tamponuyla iki kez yikandi. Proteinlerin piirifikasyonu igin i¢erisinde 20 mM Tris-
HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, NP-40 0.5%, (v/v), 1 mM EDTA, 0.5 mM PMSF, 1 mM
DTT, proteaz inhibitoér koktail (complete EDTA-free) bulunan standart lizis tamponu
kullanildi. Tripsin yardimui ile toplanan hiicreler, PBS tampon ile siispanse edildikten sonra
oda sicakliginda 1100 RPM’de 5 dakika siiresince santrifiij edildi ve siipernatant kismi
aspirator yardimiyla uzaklastirildi. Elde edilen pelet yeterli miktarda (0.5x10E6 hiicre igin
100 pL) lizis tamponu ile yeniden siispanse edildi ve siispansiyon esnasinda 1 mL’lik
enjektorler kullanilarak etkin bir homojenizasyon ve protein eldesi saglandi. Ornekler 60-
120 dakika buz tizerinde bekletildikten sonra 4°C’de 15000 RPM’de ve 10 dakika boyunca
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant yeni bir mikro-santrifiij tiipiine aktarildi. Bradford
metodu kullanilarak 6rneklerdeki protein konsantrasyonlari karsilastirildi.  Protein
ornekleri uygun konsantrasyonlarda SDS-PAGE jel ile ayrildi. Daha sonra, PVDF
(poliviniliden floriir) membranina transfer edildi ve transfer sonrasi bloklama tamponunda
(TBS-T igerisinde hazirlanan %5°lik BSA) inkiibe edildi. Bloklamanin ardindan
membranlarin gece boyunca ilgili primer antikoru (%5’°lik BSA igerisinde dilute edilmis)
ile 4°C’de inkiibasyonu saglandi. Membranlar TBS-T (0.3 M NaCl, 0.1 M Tris-base, 0.5%
Tween; pH 7.4) kullanilarak yikand1 (3x10 dakika) ve sonra HRP ile isaretli ilgili sekonder
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antikor (%5’lik BSA igerisinde dilute edilmis) ile 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.
Membranlar TBS-T kullanilarak tekrar yikandi (3x10 dakika). Goriintiileme igin
kemiliiminesans yontemine dayanan ECL kiti kullanildi. Kemiliiminesans goriintii, X-ray
goriintiileme sisteminin kullanilmasiyla filme aktarilarak elde edildi. Son olarak, bant
yogunluklarinin dansitometrik analizi Image-j programi (National Institutes of Health,

USA) kullanilarak gergeklestirildi.

3.2.6. istatistiksel Analiz

Aksi belirtilmedikge tiim galismalar en az li¢ tekrarl olarak gergeklestirildi ve standart
sapma degerleri hesaplandi. Grafikler ve istatiksel analizler GraphPad Prism (GraphPad
Software, USA) programi kullanilarak elde edildi. Caligmalar sonucunda elde edilen
bulgular t-testi ve One-Way Anova testi ile degerlendirildi ve (means + SEM) p-degeri
0.05 (*), 0.01 (**), 0.001 (***) veya 0.0001 (****)’den kiigiik neticeler anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Aurora kinaz B inhibitorii BI 831266 molekiiliiniin MCF-7 meme kanseri

iizerindeki anti-proliferatif etkisi on ¢alismalarla belirlenmesi.

MCEF-7 hiicreleri artan dozlarda BI 831266 molekiilii ile (0-1-10-100 nM), 72 saat boyunca
tedavi edildi. 72 saat gectikten sonra tedavi sonlandirildi ve hiicre proliferasyonu igin
hiicreler 5 giin boyunca inkiibe edildi. 5. giiniin sonunda hiicreler artan dozlara bagli olarak

anti-proliferatif etki gostermistir (Sekil 4.1).

A B
Bl 831266 MCE7
1007 — —
£
[
8
-
s
Z e
1
| o 1 T T T
| 0 1 10 100
i‘ nM B1.831266
|

10 nM 100 nM

Sekil 4.1. (A) 1x10E4 MCF-7 meme kanseri hiicresi 6-cm hiicre kiiltiirii plakasina ekildikten 24 saat sonra
artan dozlarda Bl 831266 (1 — 10 — 100 nM) ile 72 saat siireyle tedavi edildi. Sonrasinda hiicreler 2 defa PBS
(-Mg/-Ca) ile yikandi ve taze besiyeri eklenerek 5 giin siireyle %5 CO2 igeren nemli 37°C’lik hiicre kiiltiir
inkiibatoriinde inkiibe edildi. Daha sonra, PBS (-Mg/-Ca) ile yikanmasinin ardindan metanol-asetik asit (3:1)
soliisyonu ile 5 dakika fikse edilen hiicreler metanol igerisinde hazirlanan %0.5 kristal violet ile 15 dakika
boyunca boyandi. Son olarak, kuyucuklar su ile dikkatlice yikandi ve petri kuyular1 gece boyunca oda
sicakliginda kurutuldu ve akabinde taranarak hiicre yogunlugu Image-J programiyla analiz edildi. (B) Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda olusan koloni yiizdelerini gésteren grafik
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4.2. MCF-7 Hiicrelerinde Bl 831266 Molekiiliiniin ve Sisplatinin 1C50 Sitotoksik Doz

Degerinin Koloni Sag-Kalim Analiziyle Belirlenmesi.

Bl 831266 molekiilii; kontrol grubu, 1-5-10-50-100 nM olarak 6 grup olusturularak
uygulandi. Hiicre ekiminden 24 saat sonra belirlenen dozlar uygulanarak MCF-7 hiicreleri
24 saat boyunca tedavi edildi. 24 saat sonra tedavi sonlandirildi ve hiicreler 14 giin boyunca
inkiibe edildi. 14. giiniin sonunda hiicreler boyandi ve deney sonlandirildi. 24 saatlik Bl
831266 molekiilii ile tedavi edilen hiicrelerin artan dozlara bagli koloni sayisinin azaldigi
buna bagh olarak BI 831266 molekiiliiniin koloni yapma kapasitesini engelledigi
goriilmiistiir ve koloni sag-kalim analizi IC50 degerinin 7.67 nM oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.2). Sisplatin; kontrol grubu, 0,5-1-2-3-4-5 ug/mL grup olusturularak uygulandi.
Hiicre ekiminden 24 saat sonra belirlenen dozlar uygulanarak MCF-7 hiicreleri 1 saat
boyunca sisplatin ile tedavi edildi. 24 saat sonra tedavi sonlandirildi ve hiicreler 14 giin
boyunca inkiibe edildi. 14. giiniin sonunda hiicreler boyandi ve deney sonlandirildi. 1
saatlik sisplatin ile tedavi edilen hiicrelerin artan dozlara bagli sisplatinin hiicreler tizerinde
koloni yapma kapasitesini engelledigi goriilmiistiir ve koloni sagkalim analizi IC50 degeri

2.89 ug/mL oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.2. Aurora B inhibitdrii BI 831266 molekiiliiniin segilen farkli doz degerleri 3 bagimsiz tekrar
uygulanarak koloni sag kalim analizi ile sitotoksik etkisine bakildi. (A) 1,5x10E3 MCF-7 meme kanseri
hiicresi 6 cm hiicre kiiltiirii plakasina ekildikten 24 saat sonra artan dozlarda BI 831266 (0, 1, 5, 10, 50 ve
100 nM) ile 24 saat siireyle tedavi edildi. Sonrasinda hiicreler 2 defa PBS (-Mg/-Ca) ile yikand1 ve taze
besiyeri eklenerek 14 giin siireyle %5 CO2 igeren nemli 37°C’lik hiicre kiiltiir inkiibatoriinde inkiibe edildi.
Daha sonra, PBS (-Mg/-Ca) ile yikanmasinin ardindan metanol-asetik asit (3:1) sollisyonu ile 5 dakika fikse
edilen hiicreler metanol icerisinde hazirlanan %0.5 kristal violet ile 15 dakika boyunca boyandi. Son olarak,
plakalar su ile dikkatlice yikandi ve hiicre kiiltiirii plakalari gece boyunca oda sicakliginda kurutuldu ve
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akabinde taranarak hiicre yogunlugu Image-J programiyla analiz edildi. (B) Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
olusan koloni yiizdelerini gosteren grafik. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.3. Sisplatinin segilen farkli doz degerleri 3 bagimsiz tekrar uygulanarak koloni sag kalim analizi ile
sitotoksik etkisine bakildi. (A) 1,5x10E3 MCF-7 meme kanseri hiicresi 6 cm hiicre kiiltiirii plakasina
ekildikten 24 saat sonra artan dozlarda (0, 0,5, 1, 2, 3, 4 ve 5 pg/mL) sisplatin ile 1 saat siireyle tedavi edildi.
Sonrasinda hiicreler 2 defa PBS (-Mg/-Ca) ile yikandi ve taze besiyeri eklenerek 14 giin siireyle %5 CO2
iceren nemli 37°C’lik hiicre kiiltiir inkiibatoriinde inkiibe edildi. Daha sonra, PBS (-Mg/-Ca) ile yikanmasinin
ardindan metanol-asetik asit (3:1) soliisyonu ile 5 dakika fikse edilen hiicreler metanol igerisinde hazirlanan
%0.5 kristal violet ile 15 dakika boyunca boyandi. Son olarak, plakalar su ile dikkatlice yikandi ve hiicre
kiiltiirii plakalar1 gece boyunca oda sicakliginda kurutuldu ve akabinde taranarak hiicre yogunlugu Image-J
programiyla analiz edildi. (B) Kontrol grubu ile kiyaslandiginda olusan koloni yiizdelerini gdsteren grafik.

*p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile
kiyaslandiginda
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4.3. Bl 831266 Molekiiliiniin ve Sisplatin Kombinasyon Tedavisinin MCF-7

Hiicrelerinde Koloni Sag-Kalimina Olan Etkisinin Belirlenmesi.

23.saatte
24 Saat sisplatin

TEDAVi ) Bl 831266 s SISPLATIN

Sekil 4.4. Kombinasyon dozlarimin uygulanma saatleri. 24 saat Bl 831266, 1 saat sisplatin

MCF-7 hiicreleri ekildikten 24 saat sonra BI 831266 molekiilii (7,5 nM) sabit tutularak
hiicreler artan dozlarda (0-0,5-1-2 ug/mL) sisplatin ile kombine edilerek tedavi edildi.
Kombinasyon tedavi siireci 24 saat BI 831266 molekiilii, 1 saat ise sisplatin olarak
uygulandi. Tedavi siiresi 24 saat olan ABI+sisplatin kombinasyon tedavisinde hiicreler ilk
olarak 23 saat Bl 831266 ile tedavi edildi daha sonra hiicrelere 23. saatte artan dozlarda
sisplatin eklendi ve 24. saatte ise tedavi sonlandirildi (Sekil 4.5). BI 831266 molekiiliiniin
sabit tutulup sisplatin dozlarinin arttirildigi kombinasyon tedavide, birlikte sinerjistik bir
etki gosterip hiicreler lizerinde koloni sag-kalimini mono tedavilere kiyasla daha fazla
inhibe ettigi gosterilmistir (Sekil 4.5). Sisplatin (1,5 pg/mL) sabit tutulup Bl 831266
molekdiliiniin artan dozlarda (0-1-5-10 nM) uygulanmasi ABI+sisplatinin birlikte
kombinasyonlar1 ayni sekilde sinerjistik etki gosterdi ve koloni yapma kapasitesini mono

tedavilere kiyasla daha fazla inhibe ettigi goriilmistiir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. BI 831266 molekiilii ve sisplatin dozlarinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkiye
bakildiktan sonra BI 831266 molekiilii ve sisplatin kombinasyon dozlari, BI 831266 molekiilii i¢in 7.5 nM,
sisplatin i¢in ise 1.5 pg/mL olarak belirlendi. (A) Sisplatin gruplari; kontrol (7,5 nM Bl 831266), 0.5, 1, 2
pg/mL sisplatin+7.5 nM BI 831266 seklinde tedavi uygulandi. 1,5x10E3 MCF-7 meme kanseri hiicresi 6 cm
hiicre kiiltiirii plakasina ekildikten 24 saat sonra hiicreler 6ncelikle 7.5 nM BI 831266 ile tedavi edildi. 23.
saatte ise artan dozlarda 0.5, 1, 2 ug/mL sisplatin ile 1 saat tedavi edildi. Toplam 24 saatlik tedaviden sonra
tedavi sonlandirild1 her bir hiicre kiiltiirii plakasina taze besiyeri eklenerek hiicreler 14 giin siireyle %5 CO2
iceren nemli 37°C’lik hiicre kiiltiir inkiibatoriinde inkiibe edildi. Daha sonra, PBS (-Mg/-Ca) ile yikanmasinin
ardindan metanol-asetik asit (3:1) soliisyonu ile 5 dakika fikse edilen hiicreler metanol igerisinde hazirlanan
%0.5 kristal violet ile 15 dakika boyunca boyandi. Son olarak, plakalar su ile dikkatlice yikandi ve hiicre
kdiltiirii plakalar1 gece boyunca oda sicakliginda kurutuldu ve akabinde taranarak hiicre yogunlugu Image-J
programiyla analiz edildi. (B) Kontrol grubu ile kiyaslandiginda olusan koloni yiizdelerini gdsteren grafik.
*p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile
kiyaslandiginda
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Sekil 4.6. BI 831266 gruplart; kontrol grubu (1.5 pg/mLsisplatin), 1, 5, 10 nM BI 831266 molekiilii+1.5
pg/mL sisplatin olarak belirlendi. (A) 1,5x10E3 MCF-7 meme kanseri hiicresi 6 cm hiicre kiiltiirii plakasina
ekildikten 24 saat sonra hiicreler artan dozlarda 1, 5, 10 nM BI 831266 molekiilii ile 24 saat tedavi edildi. 23.
saatte ise 1.5 pg/mL sisplatin ile tedavi edildi. Toplam 24 saatlik tedaviden sonra tedavi sonlandirildi her bir
hiicre kiiltiir{i plakasina taze besiyeri eklenerek hiicreler 14 giin siireyle %5 CO2 igeren nemli 37°C’lik hiicre
kiiltiir inkiibatoriinde inkiibe edildi. Daha sonra, PBS (-Mg/-Ca) ile yikanmasinin ardindan metanol-asetik
asit (3:1) soliisyonu ile 5 dakika fikse edilen hiicreler metanol i¢erisinde hazirlanan %0.5 kristal violet ile 15
dakika boyunca boyandi. Son olarak, plakalar su ile dikkatlice yikandi ve hiicre kiiltiirii plakalar1 gece
boyunca oda sicakliginda kurutuldu ve akabinde taranarak hiicre yogunlugu Image-J programiyla analiz
edildi. (B) Kontrol grubu ile kiyaslandiginda olusan koloni yiizdelerini gosteren grafik. *p<0,05; kontrol ile
kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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4.4. Sisplatin ve Bl 831266 Kombinasyon Tedavisinin Kanser 3D Koloni Olusumuna

Olan Etkisinin Belirlenmesi (Soft-Agar Tiimér Formasyon Analizi).

3D koloni olusturma ¢alismasi i¢in gruplar; kontrol, 0,5 ug/mL sisplatin, 7,5 nM Bl 831266
molekiilii ve kombinasyon (0,5 pg/mL sisplatin +7,5 nM Bl 831266) olarak belirlendi.
Hiicre ekiminden 24 saat sonra belirlenen dozlarda ve her 3 giinde bir tedavi yenilenerek
MCF-7 hiicreleri tedavi edildi. 21. giiniin sonunda deney sonlandirildi. Sadece sisplatin ve
Bl 831266 ile tedavi edilen hiicrelerde tiimorler biiyiimiisken kombinasyon grubunda Bl
831266 ve sisplatinin sinerjistik etki gosterek tiimor boyutlarinin kontrole ve mono

tedavilere kiyasla ¢ok kiiciik kaldig1 goriilmiistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Soft agar deneyi i¢in oncelikle %1 LMP+ddH,O agar hazirland1 ve mikrodalgada eritildi. Agar
eritildikten sonra su altinda 1liyana kadar bekletildi ve 6nceden 37°C’ye ayarlanmis su banyosuna alind1. %20
FBS iceren DMEM hazirland1 ve su banyosunda bekletildi. Alt katman i¢in; 1:1 oraninda agar+%20 FBS’li
DMEM Kkarigtirildi ve her bir well’e 1 ml agar+%20 FBS’li DMEM koyuldu ve +4°C’de 30 dk bekletildi. O
esnada MCF-7 hiicre sayimi yapildi, her bir well’e 6 bin hiicre olacak sekilde hesaplama yapildi. Ust katman
icin ise; 2:1 oraninda hiicre slispansiyonu+agar hazirlandi. Her well’e 2 ml eklendi ve +4°C’de 30 dk
bekletildi ve ardindan inkiibatore alindi. Gruplar; kontrol, 0.5 pg/mL sisplatin, 7,5 nM BI 831266 molekiilii
ve kombinasyon (0.5 pg/mL sisplatin+ 7,5 nM Bl 831266) olarak belirlendi. 24 saat sonra MCF-7 hiicrelerine
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0.5 pg/mL sisplatin, 7,5 nM BI 831266 molekiilii ve 0.5 png/mL+7,5 nM dozlarinda tedavi uygulandi. Tedavi
her 3-4 giinde bir yenilendi. 21 giin siiresince hiicrelerin tiimoér olusumu mikroskopta incelendi ve 21 giin
sonunda olusan timorlerin fotografi gekildi. Fotograflama isleminden sonra tiimoérlerin boyama islemi
gergeklestirildi. Boyama islemi i¢in; eski medium ¢ekildi ve % 0,005°lik kristal viyole tartild1 %10 etil alkol
iceren soliisyon ile karistirildi. Her bir well’e 750 pl boyama soliisyonu eklendi ve 30 dakika beklendi.
Ardindan boya uzaklastirilip 1 ml dH20 ile 3X30 dakika yikama yapildi. Boyama igleminden sonra her bir
grubun fotografi ¢ekildi ve deney sonlandirild:

4.5. Sisplatin ve Bl 831266 Kombinasyon Tedavisinin Kanser Hiicre Migrasyonuna

Olan Etkisinin Belirlenmesi (In Vitro Hiicre Migrasyon Analizi).

MCEF-7 hiicrelerinde migrasyonun incelenmesi i¢in gruplar; kontrol, 0,5 pg/mL sisplatin,
7,5 nM BI 831266 molekiilii ve kombinasyon (0,5 pg/mL sisplatin +7,5 nM Bl 831266)
olarak belirlendi. 24 saatlik toplam mono ve kombinasyon tedaviden sonra hiicreler 0-6-
12-24 saatlerde mikroskop altinda goriintillendi. Mono tedavilerde yara agiklig
azalmigken, Kombinasyon grubundaki yara agikligit mono tedavilerdeki yara agikligina
kiyasla 0 ve 24.saatleri arasinda az bir fark oldugu ve kombinasyon tedavinin hiicreler

tizerinde migrasyonu inhibe ettigi goriilmistiir (Sekil 4.8)
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Sekil 4.8. MCF-7 hiicrelelerinde migrasyon wound healing yontemi ile analiz edildi. (A) Gruplar; kontrol
(0), sisplatin 0,5 ug/mL, BI 831266 molekiilii 7,5 nM ve kombinasyon (0,5 pg/mL +7,5 nM) olarak belirlendi.
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
kalintilarim gidermek i¢in kuyucuklar 2 defa PBS (-Mg/-Ca) ile yikandi1. Taze besiyeri eklendi ve hiicreler
belirlenen dozlarda tedavi 24 saat edildi ve %5 CO2 igeren nemli 37°C’lik inkiibatdrde inkiibe edildi. Yapilan
wound healing deney plani ile hiicreler 0. saat, 6. saat, 12. saat ve 24. saatlerde mikroskop altinda
goriintiilendi. (B) Her grup kendi arasinda 0. saat degerleri kullanilarak normalize edildi. Normalizasyon
yapilan yara acikhigr yiizdesi grafigi. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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4.6. Sisplatin ve Bl 831266 Kombinasyon Tedavisinin Kanser Hiicrelerinde Hiicre

Déngiisii ve Apoptotik Protein Ekspresyonlar1 Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi
(SDS-PAGE ve Western blot analizleri).

Mono ve kombinasyon tedavilerin hiicrelerde bulunan apoptozla iliskili proteinler iizerinde
etkisine bakildi. ilk olarak cPARP proteinin ekspresyon seviyesine bakildi. Kontrole
kiyasla mono tedavilerde az miktarda artmigsken, kombinasyon tedavilerinde kontrole ve
mono tedavilere kiyasla anlamli bir sekilde artmistir (Sekil 4.9). Timor baskilayici protein
olan p53 seviyesine bakildiginda ise kontrole kiyasla mono ve kombinasyon tedavilerde
anlamli bir artis gézlemlenmedi (Sekil 4.10). Diger bir protein olan anti-apoptotik BCL-2
proteininde kontrole kiyasla mono ve kombinasyon tedavilerde ifade diizeyinde anlamli bir
azalma goriilmiistiir (Sekil 4.11). Son protein olan pro-kaspaz 3 proteinin mono ve 6zellikle
kombinasyon tedavilerinde kontrole kiyasla protein sevilerinde anlamli bir azalis
gorilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.9. Logaritmik biiyiime egrisine sahip MCF-7 meme kanser hiicrelerinin tripsinizasyon igleminden
sonra sayimi gergeklestirildi. 1x10E6 MCF-7 hiicresi DMEM igerisinde siispanse edilerek 6-cm petri
kaplarina ekildi. Gruplar; kontrol, sisplatin 20 ug/mL, Bl 831266 10 nM, 50 nM, sisplatin 20 pg/mL+ BI
831266 10 nM, sisplatin 20 pg/mL+ Bl 831266 50 olarak belirlendi. Hiicreler 24 saat sonra belirlenen
dozlarda tedavi edildi. Hiicreler 24 saatlik tedavinin ardindan toplanarak protein lizat1 olugturuldu ve Western
blot islemi gergeklestirilerek cPARP miktari tayin edildi. (A) cCPARP bant goriintiisii (B) Elde edilen Western
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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 4.10. Logaritmik biiyiime egrisine sahip MCF-7 meme kanser hiicrelerinin tripsinizasyon isleminden
sonra sayimi gergeklestirildi. 1x10E6 MCF-7 hiicresi DMEM igerisinde siispanse edilerek 6-cm petri
kaplarma ekildi. Gruplar; kontrol, sisplatin 20 pg/mL, Bl 831266 10 nM, 50 nM, sisplatin 20 pg/mL+ Bl
831266 10 nM, sisplatin 20 pg/mL+ BI 831266 50 olarak belirlendi. Hiicreler 24 saat sonra belirlenen
dozlarda tedavi edildi. Hiicreler 24 saatlik tedavinin ardindan toplanarak protein lizati olusturuldu ve Western
blot islemi gergeklestirilerek p53 miktari tayin edildi
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Sekil 4.11. Logaritmik biiyiime egrisine sahip MCF-7 meme kanser hiicrelerinin tripsinizasyon isleminden
sonra sayimi gergeklestirildi. 1x10E6 MCF-7 hiicresi DMEM igerisinde siispanse edilerek 6-cm petri
kaplarma ekildi. Gruplar; kontrol, sisplatin 20 pg/mL, Bl 831266 10 nM, 50 nM, sisplatin 20 pg/mL+ Bl
831266 10 nM, sisplatin 20 pg/mL+ BI 831266 50 olarak belirlendi. Hiicreler 24 saat sonra belirlenen
dozlarda tedavi edildi. Hiicreler 24 saatlik tedavinin ardindan toplanarak protein lizati olusturuldu ve Western
blot islemi gergeklestirilerek BCL-2 miktar1 tayin edildi. (A) BCL-2 bant gortntiisii (B) Elde edilen Western
blot sonuglarmin 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 4.12. Logaritmik biiyiime egrisine sahip MCF-7 meme kanser hiicrelerinin tripsinizasyon isleminden
sonra sayim gergeklestirildi. 1x10E6 MCF-7 hiicresi DMEM igerisinde siispanse edilerek 6-cm petri
kaplarma ekildi. Gruplar; kontrol, sisplatin 20 pg/mL, Bl 831266 10 nM, 50 nM, sisplatin 20 pg/mL+ Bl
831266 10 nM, sisplatin 20 pg/mL+ BI 831266 50 olarak belirlendi. Hiicreler 24 saat sonra belirlenen
dozlarda tedavi edildi. Hiicreler 24 saatlik tedavinin ardindan toplanarak protein lizat1 olusturuldu ve Western
blot islemi gergeklestirilerek proCas-3 miktar1 tayin edildi. (A) proCas-3 bant goriintiisii (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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Uluslararas1 Kanser Aragtirma Ajansi (IARC) tarafindan yayimlanan raporda 2020 yilinda
yaklagik 19 milyon insana kanser teshisi konuldugu ve 10 milyondan fazla insan kanser
nedeniyle yasamini yitirdigi tahmin edilmektedir (Sung vd., 2021). Yapilan arastirmalar,
klinikte daha basarili anti-kanser tedavi imkanlarinin sunulmasinda klinik 6ncesi kanser
aragtirmalarinin 6nemini ortaya ¢ikmaktadir. Hiicre biiyiimesi, boliinmesi, farklilasmasi ve
programli hiicre 6liimiinde rol oynayan genlerin ¢esitli genotoksik saldirilar neticesinde
mutasyona ugramasiyla saglikli hiicreler neoplastik transformasyona ugramakta ve
kontrolsiiz bir sekilde boliinme yetenegi kazanmaktadirlar (Weinberg, 2007). Klinikte
uygulanmakta olan konvansiyonel anti-kanser tedavilerde basarili sonuglar saglasa da, hali
hazirda var olan (de novo) ve/veya zamanla kazanilan ilag direnci ve s6z konusu tedaviler
neticesinde ortaya c¢ikan ciddi yan etkiler uzun vadeli klinik basariyr smirlamaktadir
(O’Connor, 2015; Tsimberidou vd., 2020; Wake vd., 2019). Son yillarda gergeklestirilen
cok sayida arastirma, kanserojenik hiicrelerin genetik, epigenetik, transkripteomik ve
proteomik profillerinin hastalarin standart ve/veya yeni nesil anti-kanser ajanlara
(monoklonal antikorlar, antikor-ilag konjugatlari, kiigiik molekiil inhibitorler vd.) kars
yanitlarinda Onemli bir prediktif biyolojik gosterge ya da farmakolojik bir hedef
olabilecegini gostermistir (Chambliss ve Chan, 2016; Relling ve Evans, 2015; Wake vd.,
2019; Witzmann ve Grant, 2003). Hiicre dongiisiiniin sentez evresinde ger¢eklesen genetik
replikasyon ve mitoz evresinde gerceklesen kromozomal segregasyon siireglerinin
basariyla tamamlanmasi hiicre biyolojisi agisindan Snemlidir. S6z konusu molekiiler
stireclerin isleyigine katki sunan ¢ok sayida proteinin 6zellikle neoplastik transformasyon
stirecindeki rollerinin arastirilmasi1 hedefe 6zel tedavi yaklasimlari agisindan 6nem arz

etmektedir (Bahassi, 2007).

Aurora kinazlar mitoz evresinde; kromozomlarin esit bir sekilde ayrilmasi, sentrozom
biliylimesi ve bdliinmesi, kromozom yogunlasmasi ve dizilmesi, kinetokor- mikrotiibiil
baglanmalar1 gibi pek ¢ok onemli hiicresel siiregte rol oynamaktadirlar (Bolanos-Garcia,
2005; Kimura ve Okano, 2005; Zhang, 2008). Bunlardan Aurora kinaz B, profazdan
metafaza, metafazdan anafaza ve sitokinez safhalarina kadar biitiin kromozomal
regiilasyonlarda rol oynayan bir proteindir. Aurora kinaz B’nin aktivitesi metafaz
sathasindan mitozun son sathasina kadar ¢ok yiiksek seviyeye ulagmaktadir. Aurora kinaz
B, metafazdan anafaza gecis sirasinda sentromerlere lokalize olarak histon H3’ii fosforile

etmekte ve kromozomlarin yogunlagmasinda rol oynamaktadir. Aurora B, anafaz safhasi
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basladiktan sonra ise genetik materyalin yavru hiicrelere esit bir sekilde dagilimini
saglamaktadir (Y. Ma vd., 2015; Vas ve Clarke, 2008). Ote yandan, Aurora B’ nin asir1
ifadesi sonucunda meydana gelen kromozomal kararsizligin tiimoér olusumuna neden
oldugu bildirilmistir. Aurora kinaz B’nin 6zofagus, yumurtalik ve tiroit gibi ¢esitli kanser
tirlerinde asir1 ifade edildigi belirtilmektedir. Bu nedenle, ilgili kinazin kiigiik molekiil
inhibitorlerle farmakolojik inhibisyonunun klinikte kullanilmakta olan konvansiyonel
tedavilerin sitotoksik kapasitesini arttirabilecegi diisiiniilmektedir. Aurora kinaz B’nin
kii¢iik molekiil inhibitorlerinin, basarili bir kromozom ayrimi olmadan erken mitotik ¢ikisa
neden oldugu ve devam eden inhibisyon sonucunda hiicrelerin apoptosise ugradigi rapor

edilmektedir (Ahmed vd., 2021).

Bu tez calismasinda, yeni gelistirilmis olan Aurora B kinaz inhibitérii BI 831266
molekiiliniin klinikte yaygin bir sekilde kullanilan sisplatin sitotoksisitesi lizerine olan
sinerjistik potansiyeli arastirilmistir. Insan meme kanseri hiicre hatt1 (MCF-7) kullanarak
gerceklestirdigimiz in vitro sitotoksisite analizleriyle (hiicre canlilik, koloni sag-kalim,
timor formasyon ve yara-kapanma analizleri) Bl 831266 ve sisplatin kombinasyonunun
anti- neoplastik kapasitesi arastirilmigtir. Ayrica, apoptozisde rol oynayan cesitli
belirteglerin post-translasyonel ekspresyon profilleri western blot teknigiyle incelenerek
s0z konusu kombinasyon tedavinin, kanser hiicreleri tizerindeki etkisi arastirilmistir. Sonug
olarak, hiicre biyolojisi acisindan énemli rolleri bulunan molekiiler bir hedefin kimyasal
inhibisyonunun konvansiyonel anti-kanser tedavilerin sitotoksisitesini arttirma potansiyeli

ortaya ¢ikarilmistir.

Aurora kinaz B inhibitorii BI 831266 ile ilk defa gergeklestirilen in vitro sitotoksisite
analizlerinde elde ettigimiz sonuglarda, Aurora kinaz B inhibitorii BI 831266 tedavisinin
konvansiyonel anti-kanser tedavi ajanlarmin sitotoksik kapasitesini arttirabilecegi

belirlendi.

Memeli hiicre kiiltiirli uygulamalar1 kapsaminda gerceklestirilen in vitro hiicre canlilig1 ve
sitotoksisite deneyleri, ¢esitli kimyasal maddelerin sitotoksisite analizleri ve etkin ilag
taramasi i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu tahlillerin uygulanmasina son yillarda
artan bir ilgi olmustur. Halihazirda bu analizler, ila¢ gelistirme sirasinda hem bilesik

toksisitesini hem de tiimor hiicresi biiylimesi inhibisyonunu degerlendirmek i¢in onkolojik
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arastirmalarda da kullanilmaktadir (Ishiyama, M; Tominaga, H; Shiga, M; Sasamoto, K;
Ohkura, Y; Ueno, 1996) . Klonojenik sag-kalim, tek bir hiicrenin bir koloniye (en az elli
hiicre) doniisme yetenegine dayanan bir in vitro hiicre sagkalim analizidir. Bu tahlil, esas
olarak popiilasyondaki her bir hiicreyi "siirsiz" boliinmeye tabi tutma yetenegi acisindan
test eder. Klonojenik sag-kalim, iyonize radyasyonla tedaviden sonra hiicresel toksisiteyi
belirlemek i¢in tercih edilen bir yontemdir, ancak diger sitotoksik ajanlarin etkinligini
belirlemek i¢in de yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Franken vd., 2006). Hiicre
proliferasyon analizinden en 6nemli farki, tedavi edilen kanser hiicrelerinin yalnizca bir
kisminin koloni olusturma kapasitesini korumasidir. Aurora kinaz B inhibisyonunun,
kromozomal segregasyonu engelleyerek erken mitotik ¢ikisa neden oldugu ve sonug olarak
hiicreleri apoptosise siiriikkledigi gosterilmistir (Kitzen vd., 2010). Ayni1 sekilde onceki
arastirmalarda, Aurora kinaz B inhibisyonunun kanser hiicrelerini G2/M hiicre dongiisii
kontrol noktasinda durdurdugunu ve muhtemelen bu nedenle apoptosise neden oldugunu
gosterilmistir (Portellavd., 2011; Yeung vd., 2008). Calismamiz kapsaminda, Aurora kinaz
B inhibitorii BI 831266 molekiilii ile gergeklestirilen 6n ¢caligmalarda, 72 saatlik 10 nM BI
831266 tedavisinin MCF-7 meme kanseri hiicre proliferasyonunu O6nemli oranda
baskilandig1 belirlendi (Sekil 4.1). Bu ¢alisma neticesinde dizayn edilen koloni sagkalim
tahlillerinde, MCF-7 meme kanseri hiicreleri 24 saat siireyle artan dozlarda (0 —1—-5—-10
— 50 — 100 nM) BI 831266 molekiilii ile tedavi edildi ve Aurora kinaz B aktivitesi
engellenen MCF-7 kanser hiicrelerinin koloni olusturma kapasitesi kontrol hiicreleriyle
mukayese edildi. 1 nM BI 831266 tedavisinin ilgili kanser hiicrelerinin koloni olusturma
kapasitesi tizerine dnemli bir etkisinin olmadig1 ve istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlense de 5 nM BI 831266 tedavisi neticesinde kanser hiicrelerinin 6nemli bir kisminin
(%94) koloni olusturma kapasitesini korudugu belirlendi (Sekil 4.2). Ote yandan, 10 nM
Bl 831266 tedavisinin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin klonojenik kapasitesini ciddi
manada baskiladigi ve hiicrelerin yalnizca yaklasik %20’sinin koloni yapabildigi belirlendi
(Sekil 4.2). Benzer sekilde, 50 nM ve 100 nM BI 831266 tedavilerinin de meme kanseri
koloni olugturma kapasitesini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde baskiladig1 belirlendi
(Sekil 4.2). Sonug olarak, Aurora kinaz B inhibit6rii BI 831266 molekiiliiniin MCF-7 meme
kanseri hiicrelerindeki koloni sag-kalim analizi IC50 degerinin 7.67 nM oldugu tespit
edildi (The Quest Graph™ IC50 Calculator, (Sebaugh, 2011)). Bu nedenle, asagida bahsi
gecen kombinasyon deneylerinde BI 831266 sabit tedavi degeri 7.5 nM olarak uygulandi.
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Sisplatin (CDDP) [(SP-4-2)-diamindikloridoplatin(II)], testis, yumurtalik, bas ve boyun,
mesane, akciger, rahim agzi kanseri ve melanom gibi ¢esitli solid kanserlerin tedavisi i¢in
yaygin olarak kullanilan anti-kanser ilaglardan biridir. Sisplatin, ¢esitli hiicresel sistemleri
kullanarak anti-kanser etki gosterdigi tahmin edilmektedir, ancak en kabul edilebilir etki
mekanizmasi, DNA iizerindeki piirin bazlar1 ile etkileserek DNA lezyonlariin olugsmasini
ve ardindan apoptosise yol acan cesitli sinyal iletim yollarinin aktivasyonunu igerir.
Bununla birlikte, sisplatin tedavisi neticesinde olusan ciddi yan etkiler ve zamanla gelisen
ila¢ direnci, sisplatinin uygulamasini ve klinik etkililigini sinirlayan faktorlerdir. Sisplatin
direncinden kanser hiicrelerinde ilag birikiminin azalmasi, ilacin glutatyon ve
metallotiyoninlerle reaksiyona girerek in aktive olmasi ve DNA lezyonlarinin daha hizli
onarilmasi sorumludur. Son yillarda gergeklestirilen arastirmalarda, sisplatin yan etkilerini
ve direncini en aza indirmek igin kombinasyon tedavileri test edilmis ve sisplatin
kombinasyon tedavilerinin anti-kanser kapasitesinin daha etkili oldugu kanitlanmigtir
(Dasari ve Bernard Tchounwou, 2014; Ghosh, 2019). Calismamiz dogrultusunda
gergeklestirdigimiz in vitro analizlerde, Aurora kinaz B inhibisyonunun sisplatin
sitotoksisitesi {izerine olan etkisini arastirildi. Kombinasyon deneylerinden 6nce, sisplatin
tedavisinin elimizdeki MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin koloni olusturma kapasitesi
lizerine olan etkisi belirlendi. Tlgili kanser hiicreleri 1 saat siireyle artan dozlarda (0 — 0.5 —
1-2-3-4-5 pg/mL) sisplatin tedavisine maruz birakildi ve takip eden siire boyunca
hiicrelerin koloni sag-kalim aktivitesi incelendi. Beklenildigi gibi (Y. Sun vd., 2011), artan
sisplatin miktariyla birlikte koloni olusumunun azaldig1 ve ozellikle 2 pg/mL sisplatin
tedavisiyle birlikte anlamli bir sekilde baskilandigi tespit edildi (Sekil 4.3). Sonug olarak,
sisplatin molekiiliiniin MCF-7 meme kanseri hiicrelerindeki koloni sag-kalim analizi IC50
degerinin 2.89 pg/mL oldugu belirlendi (The Quest Graph™ IC50 Calculator, (Sebaugh,
2011)). Asagida bahsi gegen kombinasyon deneylerinde, giiglii bir genotoksik kapasiteye
sahip olan sisplatin molekiiliiniin IC25 degeri sabit tutuldu ve artan dozlarda BI 831266
molekiilii kullanilan kombinasyon tedaviler uygulandi (yaklasik sisplatin IC25 1.5 pg/mL).
Kiigiik molekiil inhibitoér ve kemoterap6tik ajanlarin in vitro kombinasyon etkinliklerini
test eden cesitli raporlarda en az 16 saatlik kimyasal inhibisyonun ardindan kemoterapdtik
stresin uygulanmasinin daha sinerjik bir etki gosterdigi dikkate alinarak (Y. Zhao vd.,
2006), kombinasyon deneylerimizde, 24 saatlik Aurora kinaz B inhibisyonun neticesinde
sisplatin tedavisi uygulandi. Kombinasyon analizleri i¢in 2 farkli strateji uygulandi. Birinci

strateji kombinasyon deneylerinde, ilgili MCF-7 meme kanseri hiicrelerine 24 saat siireyle
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7.5 nM BI 831266 tedavisi uygulandi. Ertesi giin hiicreler, BI 831266 tedavisine ilave
olarak 1 saat siireyle 23.saatte artan dozlarda (0 — 0.5 — 1 — 2 ug/mL) sisplatin tedavisine
maruz birakildi ve devam eden siire boyunca hiicrelerin klonojenik sagkalim kapasiteleri
karsilagtirildi. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de
gerceklestirilen analizlerdeki kontrol grubu hiicreleriyle kiyaslandiginda, 7.5 nM BI
831266 monoterapi tedavisinin uygulandigi grupta koloni sag-kalimin yaklasik %50
oraninda azaldig1 gozlendi (Sekil 4.5). 7.5 nM Bl 831266 monoterapi uygulanan grupla
kiyaslandiginda, 7.5 nM BI 831266 ve 0.5 ug/mL sisplatin kombinasyonunun meme
kanseri hiicrelerinin koloni sag-kalimimi yaklasik %47’ ye distirdiigii tespit edildi (Sekil
4.5). Tedavi edilmeyen kontrol grubuyla kiyaslandiginda 0.5 pg/mL sisplatin bireysel
tedavisinin meme kanseri hiicrelerinin koloni sag-kaliminin yaklagik %97 oldugu dikkate
alindiginda (Sekil 4.3), elde edilen sonuglarin Aurora kinaz B inhibisyonunun sisplatin
tedavisinin sitotoksik potansiyelini istatiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdigt
degerlendirildi. Benzer sekilde, kontrol hiicreleriyle kiyaslandiginda, 1 ve 2 pg/mL
sisplatin tekli tedavilerinin koloni olugturma kapasitesine sirasiyla yaklasik %93 ve %75’e
digiirdiigt (Sekil 4.3), 7.5 nM BI 831266 kombinasyonunun ise bu oranlari sirastyla %9
ve %7’ye diistirdiigi belirlendi (Sekil 4.5). Sonug olarak elde edilen veriler, MCF-7 meme
kanseri  hiicrelerinde  bireysel sisplatin  tedavisinin  koloni  sagkalim  IC50
konsantrasyonunun 2.89 pg/mL oldugunu, Aurora kinaz B kombinasyonunun bu orani 0.8

pg/mL’a distirdiigiinii gosterdi (The Quest Graph™ IC50 Calculator, (Sebaugh, 2011)).

Ikinci strateji kombinasyon deneylerinde, ilgili MCF-7 meme kanseri hiicrelerine 24 saat
stireyle artan dozlarda (0 — 1 — 5 — 10 nM) Bl 831266 tedavisi uygulandi. Ertesi giin
hiicreler, BI 831266 tedavisine ilave olarak 23.saate 1 saat siireyle 1.5 pg/mL sisplatin
tedavisine maruz birakildi ve devam eden siire boyunca hiicrelerin koloni sag-kalim
kapasiteleri mukayese edildi. Sekil 4.2. incelendiginde, tedavi uygulanmayan kontrol
hiicreleriyle kiyaslandiginda, 1 ve 5 nM BI 831266 tedavilerinin MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinin koloni sag-kalim kapasitesini sirasiyla yaklasik %98 ve %94’e diisiirdiigi,
diger taraftan, 1.5 pg/mL sisplatin kombinasyonunun bu oranlar1 sirastyla yaklasik %74 ve
%36’ya distirdiigii gozlendi (Sekil 4.6). Benzer sekilde, 1.5 ng/mL sisplatin ve 10 nM Bl
831266 tedavisi uygulanan kanser hiicrelerinin koloni sag-kalim kapasitesinin de anlaml
oranda azaldig1 gozlendi (Sekil 4.6). Netice itibariyle elde edilen bulgular, MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde bireysel BI 831266 tedavisinin koloni sag-kalim IC50
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konsantrasyonunun 7.67 ug/mL oldugunu, sisplatin kombinasyonunun bu orani 1.96
pug/mL’a disiirdiigiinii gosterdi (The Quest Graph™ IC50 Calculator, (Sebaugh, 2011)).

Yiizey-bagimsiz (anchorage-independent) biiyiime, kanser hiicrelerinin kat1 bir yiizeyden
bagimsiz olarak biiyiiyebilme yetenegidir ve kanserojenik transformasyon siirecinin ayirt
edici ozelligidir. 3D soft agar tiimor olusum analizi (3D soft agar tumour formation assay),
s0z konusu neoplastik yetenegin in vitro olarak karakterizasyonu i¢in kullanilan bir
yontemdir ve hiicrelerde habis transformasyonun tayini i¢in sik kullanilan testlerden biri
olarak kabul edilir (Borowicz vd., 2014). Yukarida bahsi gegen 2D koloni sag-kalim
analizleri, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde Aurora kinaz B aktivitesinin BI 831266
molekiilii vasitasiyla engellenmesinin sisplatinin sitotoksik etkisini yogunlastirdigi
gosterdi. Gergeklestirdigimiz 3D soft agar analizleriyle s6z konusu sisplatin ve Bl 831266
kombinasyonunun MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin 3D tiimdr formasyonu iizerine olan
etkisi arastirildi. Su ana kadar yapilan ¢ok sayida arastirmada (Garcia-Flores vd., 2019;
Kannan vd., 2010), MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin 3D soft agar analizi i¢in model bir
hiicre hatt1 oldugu gosterilmistir. Ilgili deneysel prosediirler dikkatle uygulanarak
gerceklestirilen analizlerde, agar icerisine ekimi gerceklestirilen MCF-7 kanser hiicreleri
21-28 giin siireyle ilagh (0.5 pg/mL sisplatin ve/veya 7.5 nM Bl 831266) veya ilagsiz
besiyeriyle inkiibe edildi. (Sekil 4.7)’de gosterilen sonuglar incelendiginde, kontrol,
sisplatin bireysel veya Bl 831266 bireysel tedavi gruplarinda olusan timéor kolonileriyle
karsilastirildiginda, sisplatin ve Bl 831266 kombinasyon tedavisinin uygulandigi
hiicrelerin 3D klonojenik tiimoér formasyonunun 6nemli oranda baskilandigi dikkat
cekmektedir. Sonug olarak elde edilen veriler, kiigiik molekiil Aurora kinaz B inhibitorii
Bl 831266’in klinikte kanser hastalarinin tedavisi i¢in yaygin bir sekilde kullanilmakta olan
sisplatin molekiiliiniin anti-kanser potansiyelini yogunlastirdigin1 ve dolayisiyla timor

formasyonunu daha etkili bir sekilde baskiladig1 gostermistir.

In vitro yara iyilestirme deneyi (wound-healing/scratch assay), hiicre go¢iiniin (migrasyon)
in vitro sart altinda arastirilmasi i¢in yaygin bir sekilde kullanilan kolay uygulanabilir
tekniklerden biridir. Bu yontem ile in vivo yara iyilesmesi sirasinda gerceklesen hiicre
gociliniin taklit edilmesi saglanarak farkli hiicresel kontekstler karsisinda migrasyonun
tahlil edilmesi amaglanir (Rodriguez vd., 2005; X. Wang vd., 2019). MCF-7 meme kanseri

hiicrelerinin, in vitro yara iyilestirme analizi i¢in model bir hiicre hatt1 oldugu farklh
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arastirmalarda gosterilmistir (Kannan vd., 2010; M. Xie vd., 2015; Y. Xie vd., 2017). Yara
olusumu gergeklestirildikten sonra ilagh (0.5 pg/mL sisplatin ve/veya 7.5 nM Bl 831266)
veya ilagsiz besiyeriyle inkiibe edilen hiicrelerdeki yara kapanma kinetiginin
karsilagtirilmasi icin yara olusturulduktan 0 — 6 — 12 — 24 saat sonra ters 151k mikroskobu
kullanilarak kuyucuklarin resimleri g¢ekildi (Sekil 4.8). Kontrol, sisplatin bireysel, Bl
831266 bireysel ve sisplatin+Bl 831266 kombinasyon gruplarinda olusturulan yaralarin 24
saat sonraki (24h) iyilesme potansiyeli ilk olusturulan yara agikligiyla (Oh) mukayese
edildiginde, diger gruplara kiyasla kombinasyon tedavisinin MCF-7 meme kanseri hiicre
migrasyonu lizerine anlamli ve etkili bir engelleyici etkisinin oldugu tespit edildi (Sekil
4.8). 24 saatlik tedavi neticesinde, kontrol grubunda olusturulan yaranin yaklasik %71 nin,
sisplatin bireysel tedavi grubunda olusturulan yaranin yaklasik %52’sinin ve BI 831266
tedavi grubunda olusturulan yaranin yaklasik %62’sinin iyilestigi, Ote yandan,
kombinasyon tedavi grubunda ise olusturulan yaranin sadece yaklagsik %20’sinin iyilestigi
belirlendi (Sekil 4.8). Sonug¢ olarak elde ettigimiz bulgular, sisplatin ve Bl 831266
kombinasyon tedavisinin MCF-7 meme kanseri hiicre migrasyonunu 6nemli 6lgiide

engelledigini ortaya ¢ikarmistir.

Su ana kadar elde ettigimiz veriler, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde Aurora kinaz B
inhibitorii BI 831266 molekiiliiniin sisplatin tedavisinin sitotoksik etkisini anlamli bir
sekilde arttirdigin1 gosterdi. Sisplatin ve Bl 831266 kombinasyon tedavisine maruz kalan
hiicrelerdeki programli hiicre 6liim siirecinin (apoptosis) takibi i¢in gerceklestirilen
Western blot analizlerinde cesitli biyolojik gostergelerin ekspresyon diizeyleri
karsilagtirildi. 113-kDa’lik niikleer bir enzim olan poli(ADP-riboz) polimeraz 1 (PARP1),
DNA lezyonlarina baglanarak aktive edilen ve PARP1'in kendisi de dahil olmak {izere
niikleer akseptor proteinlerin poli(ADP-ribosil)asyonunu (PARilasyon) katalize ederek
DNA onarim mekanizmasint DNA lezyonlarina yonlendiren bir niikleer proteindir.
PARP1, kaspaz bagimli apoptosisde aktif kaspaz 3 ve 7'nin bir substratidir. Tlgili kaspazlar
tarafindan kesilen PARP1 aktivitesini kaybeder ve bdylece DNA onarmmini baskilar.
Kaspase-bagimli bir sekilde gerceklesen PARP1 kesimi (PARP1 cleavage), DNA baglama
alaninin yakininda bir niikleer lokalizasyon sinyali i¢inde meydana gelir ve 24-kDa ve 89-
kDa fragmanlarinin olusumuyla sonuglanir. Dolayisiyla 89-kDa’lik kesilmis PARP
(cleaved PARP, cPARP) olusumu apoptosis siirecinin bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir (Chaitanya vd., 2010; Gobeil vd., 2001; Mashimo vd., 2021). Farkli dozlarda
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sisplatin ve Bl 831266 molekiilleriyle tedaviye maruz kalan kanser hiicrelerindeki cPARP
aktivasyonu dikkate alindiginda, sisplatin ve Bl 831266 kombinasyonunun MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde apoptosisi aktif hale getirmek suretiyle giiclii sitotoksik etki gosterdigi
tespit edildi. 1 saatlik akut sisplatin tedavisi neticesinde cPARP olusumunun bir miktar
arttigi ancak 24 saatlik BI 831266 tedavileriyle kiyaslandiginda yeterince artis
gozlenmedigi belirlendi (Sekil 4.9). Bu durumun, uygulanan sisplatin tedavi siiresinin kisa
(akut) olmasindan kaynaklanabilecegi degerlendirildi, nitekim, Jiang ve arkadaslarinin
2017 yilinda yayimladiklari raporda (Jiang vd., 2017), MCF-7 meme kanseri hiicrelerine
48 saatlik0—2—4—6—8— 10 ug/mL sisplatin tedavisi uygulanmis ve cPARP ekspresyonu
aragtirllmistir. Elde edilen sonuglar, cPARP ekspresyonunun doza bagimli bir sekilde
arttigini, 6zellikle 8 ve 10 pg/mL sisplatin tedavisi neticesinde cCPARP olusumunun 6nemli
ve anlamli bir sekilde arttigini gdstermistir (Jiang vd., 2017). Sonug olarak, yukarida bahsi
gecen 2D klonojenik sagkalim ve 3D klonojenik tiimor formasyon tahlillerinden elde
edilen bulgulara paralel olarak, Bl 831266 Aurora kinaz B inhibitoriiniin sisplatinin
sitotoksisitesini onemli 6l¢iide arttirdigini Western blot analiziyle gosterildi. pS3 tiimor
baskilayic1 (siipressor) protein, farkli hiicresel yolaklarda rol oynayan ¢ok sayida genin
ekspresyonunu kontrol ederek farkli biyolojik kontekstlere miinhasir biyokimyasal ve
molekiiler yanitlarin diizenlenmesini saglayan Onemli bir transkripsiyon faktoriidir
(Gundogdu, Hergovich, ve Gomez, 2021; Kulaberoglu vd., 2016). p53'in islevi,
genotoksik strese yanitta 6zel bir 6neme sahiptir; Oyle ki gesitli hiicresel stres yanit
yolaklarin1 biitiinlestiren ve apoptotik aktivasyon, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi,
yaslanma ve diger fizyolojik stiregler arasindaki karar1 yoneten merkezi bir koordinasyonu
olusturur (Speidel, 2010, 2015). DNA hasarini takiben hiicre 6liimiiniin normal bir sekilde
indiiklenmesi i¢in p53 proteini gerekli olmakla birlikte, p53'ten bagimsiz mekanizmalar
vasitasiyla da apoptotik bir yanit etkinlestirebilir (McNamee ve Brodsky, 2009).
Gergeklestirdigimiz Western blot analizlerinde, tedavi uygulanmayan kontrol hiicreleriyle
kiyaslandiginda, sisplatin ve/veya Bl 831266 ile tedavi edilen hiicrelerde p53 ekspresyonun
artti1, ayrica sisplatin tedavisine kiyasla BI 831266 tedavisinin daha fazla p53
ekspresyonuna neden oldugu belirlendi ancak p53 ekspresyonu baglaminda bireysel ve
kombinasyon tedavileri arasinda anlamli ve 6nemli bir farkin olusmadig gozlendi (Sekil
4.10). Apoptotik siirecin p53°den bagimsiz bir sekilde aktive olan kaspazlar vasitasiyla
gerceklesebilecegi (Marchini vd., 1999) ve apoptosis neticesinde PARP1 molekiiliiniin
kaspazlar tarafindan kesildigi (Chaitanya vd., 2010; Gobeil vd., 2001; Mashimo vd., 2021)
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dikkate alindiginda, elde ettigimiz sonuglar bireysel tedavilere kiyasla sisplatin ve Bl
831266 kombinasyonunun ¢ogunlukla p53°den bagimsiz bir sekilde apoptosise neden
olabilecegini gostermektedir. B hiicreli lenfoma 2 (B-cell lymphoma 2; BCL-2) protein
ailesi, endojen kaynakli apoptosis yolagini1 diizenleyen ve yapisal formlarina gore ii¢ alt
aileye (anti-apoptotik proteinler, pro-apoptotik proteinler ve hiicre dliimiinii diizenleyen
aract proteinler) ayrilan 20'den fazla tiyeden olugmaktadir. BCL-2 gibi anti-apoptotik
proteinler (BCL-XL, BCL-W, MCL-1 ve A1/BFL-1), dort tandem BCL-2 homoloji (BH)
alanina sahiptir ve bu proteinler hiicrenin hayatta kalmasini desteklemektedir. BAX basta
olmak iizere ¢esitli pro-apoptotik efektor proteinler (BAK, BIM, PUMA, BAD ve NOXA)
ise, farkli sekillerde olusan stres durumlarinda mitokondriyal dis zar gegirgenligini
arttirmak suretiyle mitokondriden sitokrom C'nin salinmasi saglar ve bdylece apoptosisi
tesvik ederler. Ozetle, anti-apoptotik ve pro-apoptotik BCL-2 protein ailesi arasindaki
etkilesim, hiicrelerin apoptotik durumunu diizenlemektedir (Kale vd., 2018). Farkli
dozlarda sisplatin ve/veya Bl 831266 tedavisine maruz birakilan hiicrelerdeki anti-
apoptotik BCL-2 ekspresyonu incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla sisplatin ile tedavi
edilen hiicrelerdeki BCL-2 ekspresyonun kismen azaldigi, 6te yandan, BI 831266
tedavisinin bireysel veya sisplatin kombinasyonunun BCL-2 ekspresyonunu anlamli ve
etkin bir sekilde baskiladig belirlendi (Sekil 4.11). Benzer sekilde, farkl hiicresel sartlar
neticesinde aktive olan apoptosis sinyal yolagmin 6nemli bir {iyesi olan kaspaz-3’iin
aktivasyonunun Bl 831266 tedavisinin bireysel veya sisplatin ile kombine bir sekilde
uygulandigr hiicrelerde arttigi ve dolayisiyla s6z konusu hiicrelerde prokaspaz-3 protein
miktarinda 6nemli bir azalmanin gergeklestigi ortaya ¢ikarildi (Sekil 4.12). Sonug olarak,
Aurora kinaz B inhibisyonunun sisplatin sitotoksisitesini arttirdigt ve MCF-7 meme

kanseri hiicrelerini apoptosise siiriikkledigi belirlendi.

Halihazirda devam eden cesitli klinik ¢alismalar, Aurora kinaz inhibitorlerinin kanser
tedavisindeki potansiyelini degerlendirmektedir. Aurora kinazlar1 (Aurora A/B/C), mitoz
ve sitokinez siireglerini diizenledikleri i¢in hiicre dongiisii kontroliinde 6nemli roller
oynayan yliksek diizeyde korunmus serin/treonin kinazlardan olusan bir protein ailesi
olusturmaktadir. Yapilan arastirmalar, Aurora kinaz A ve B'nin her ikisi de kanserle
iligkilendirmistir. Aurora kinaz A, sentrozom olgunlagsmasini, iki kutuplu 1§ ipligi
diizenegini ve kromozom segregasyonunu koordine ederken, Aurora kinaz B ise,

kromozom yogunlagmasini, spindle kontrol noktasini ve sitokinezi diizenlemektedir.
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Aromataz inhibitdrleri, dstrojen reseptdr a (ER)-pozitif meme kanseri tedavisinde siklikla
kullanilmasina ragmen hastalar zamanla bu inhibitorlere karsi diren¢ kazanmaktadir.
Aromataz inhibitorlerine direngli meme kanseri hiicrelerinde potansiyel yeni tedavi
hedeflerini belirlemeyi amaglayan bir arastirmada, parental MCF-7 meme kanseri hiicreleri
ve aromataz inhibitorleri eksemestan veya letrozole karsi direng olusturulmus dort farkli
MCEF-7 hiicre dizisi, fonksiyonel bir kinaz inhibitorii taramasi i¢in kullanilmigtir (Hole vd.,
2015). Bu arastirmada, aromataz inhibit6rlerine direngli hiicre hatlarinin sartli biiytime
inhibisyonu i¢in ¢ok sayida farkli kimyasal bilesik test edilmis ve se¢ilen hedeflerin, hiicre
biliylime, hiicre dongiisii faz dagilim, protein ekspresyon ve subselliiler lokalizasyon
analizleriyle teyidi gerceklestirilmistir. Sonug¢ olarak, Aurora kinaz inhibisyonunun
aromataz inhibitor tedavisine direngli MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde etkili oldugu ve
s6z konusu inhibisyonun aromataz inhibitorlerinin sitotoksisitesini arttirabilecegini
gosterilmistir (Hole vd., 2015). Tanaka ve arkadaslarinin 2021 yilinda yayimladiklari bir
aragtirmada ise, Aurora kinaz B inhibisyonunun, BIM ve PUMA-aracilt apoptosisi
arttirmak suretiyle akciger kanseri hiicrelerindeki EGFR inhibitor direncini engelledigi
gosterilmistir (Tanaka vd., 2021). EGFR-mutant akciger kanserinde EGFR inhibitorlerinin
klinik basarisi, ne yazik ki kazanilmis direncin nihai gelisimi ile kisitlanmaktadir.
Kombinasyon tedavileri vasitasiyla apoptosisi artirmanin kanser hiicrelerini yok
edebilecegini ve ilaca toleransh direngli klonlarin ortaya ¢ikigini azaltabilecegini varsayan
Tanaka vd. gergeklestirdikleri kimyasal bilesik taramasinda Aurora B kinaz
inhibitdrlerinin, EGFR inhibitorii osimertinibin sitotoksisitesini arttirdigini ve apoptotik

aktivasyonun daha gii¢lii bir sekilde gergeklestigini gostermislerdir (Tanaka vd., 2021).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Aurora kinaz B’nin mitotik siiregteki 6nemli islevleri dikkate alindiginda, Aurora kinaz
B’nin amplifikasyonu veya asir1 ekspresyonu gibi regiilasyonlarinin kanser hiicrelerine
proliferatif bir avantaj saglayabilecegi degerlendirilmektedir. Aurora kinaz B’nin ¢esitli
tiimorlerde asir1 eksprese edildigi ve tiimor gelisimine ve ilerlemesine katkida bulundugu
cok sayida farkli aragtirmada gosterilmistir. Kronik miyeloid 16semi (KML) ve ALL ile
iliskili bir protein tirozin kinaz olan Bcr-Abl onkoproteinin Akt sinyal yolagi araciligiyla
Aurora kinaz A ve B ifadesini indiikledigini bildirmistir (Yang vd., 2014). DNA cift zincir
kiriklarinin homolog rekombinasyon mekanizmasiyla onarilmasi dahil olmak iizere ¢ok
sayida hiicresel sinyal yolaginda rol oynadigi tahmin edilen BRCA1 ve/veya BRCA2
proteinlerinin inaktivasyonu, tiimor gelisimini indiiklemektedir. Wang ve arkadaglarinin
gerceklestirdikleri ¢alismada, BRCA1/2 ve Aurora kinaz B arasinda, timor hiicrelerinin
tetraploidisini ve timor proliferasyonunu karsilikli olarak kontrol ettikleri bir etkilesim
oldugu gosterilmistir (Y. Wang, Wang, vd., 2014). Oyle ki, Aurora kinaz B islevsizliginin
hiicre proliferasyonunda ve sitokinezde bir azalmaya yol ac¢tigi, buna karsilik
BRCA1/BRCA?2 islevsizliginin ise anormal sitokinez ile sonuglandigl ve sonug olarak
timoriin ilerlemesini tesvik ettigi bildirilmistir (Y. Wang, Wang, vd., 2014). Aurora
kinazlarin diizensiz ifadesi ile neoplastik transformasyon arasinda iliski, Aurora kinazlarin
giderek daha fazla potansiyel bir ila¢ hedefi olarak goriilmesini saglamistir. Aurora
kinazlar, birkac preklinik hiicre hattinda ve hayvan modellerinde basarili bir sekilde inhibe
edilmistir. Bu amagla, Aurora kinazlar1 hedef alan ¢esitli inhibitorler gelistirilmistir ve bu
kii¢iik molekiil inhibitorler klinik deneylerin farkli asamalarinda test edilmektedir. Aurora
kinaz B’yi hedef alma olasilig1 son birkag¢ y1lda ivme kazanmigtir. Hesperadin ve Barasertib
ATP-kompetetif Aurora kinaz B inhibitorleridir. Aurora kinaz A gore Aurora kinaz B i¢in
1000 kat daha fazla secicilik gosteren Barasertib, yillar boyunca ¢esitli tiimorlerde
kapsaml1 bir sekilde test edilmistir ve dolayisiyla Aurora kinaz B inhibisyonu i¢in 6nde
gelen bir terapotik molekiil olarak tanimlanmaktadir. SP-96, GSK1070916, Danusertib,
AT9283, AMG900 ve CYC116 basta olmak iizere cok sayida farkli Aurora kinaz inhibitorii
gelistirilmistir (Borah ve Reddy, 2021). Tedaviye bagli ila¢ direnci ve sonug olarak ortaya

cikan tiimOr progresyonu, c¢esitli kanserlerde kotli prognozun ana nedenlerinden biridir.
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Direngli timorler, genellikle belirli onkogenlerde veya tiimor baskilayicilarda mutasyonlar
gelistirmekte veya belirli genler anormal derecede yiiksek seviyelerde ifade edilmektedir.
Aurora kinaz B ekspresyonu, vemurafenib'e direngli melanom, temozolomide direngli
glioblastoma ve epidermal biiylime faktorii reseptorii tirozin kinaz inhibitoriine direngli
NSCLC dahil olmak iizere farkli malignitelerde tedaviyle iliskili ila¢ direnciyle
iligskilendirilmistir (Borah ve Reddy, 2021). Sonug olarak, BI 831266 molekiilii araciligiyla
Aurora kinaz B inhibisyonunun klinikte yaygin bir sekilde kullanilan kemoterapi ajani
sisplatin ile kombinasyonunun test edildigi tez ¢alismamizda elde edilen bulgular, Bl
831266 molekiiliiniin sisplatinin sitotoksik kapasitesini arttirabilecegini gosterdi.
Gelecekte farkli hiicre hatlariyla yapilacak preklinik ¢alismalar ve deney hayvanlariyla
gerceklestirilecek in vivo arastirmalarla BI 831266 ve Sisplatin arasindaki sinerjik iligskinin
teyit edilmesi, klinikteki hastalara daha basarili tedavi imkanlarinin sunulmasini

saglayabilecektir.
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