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OLAPARIB-PACLITAXEL KOMBINASYONUNUN
PARP1/2 INHIBITOR DIRENCLi MCF7 MEME KANSERIi
HUCRELERINDE APOPTOTIK BiYOGOSTERGELER UZERINE
ETKIiSi

OZET

Meme kanseri, yiiksek Olim oranlarindan dolay1 kadin sagligi onlindeki en biiyilik
tehditlerden biridir. Meme kanseri hiicre hatti(MCF-7) yapisinda meydana gelen bir
hasarin onarilmasi igin DNA tamir mekanizmasi ve bu mekanizmada etkin rol oynayan
PARP’lar(Poli ADP-riboz Polimeraz) biiyiik 6nem tagimaktadir. Kanserli bir hiicrenin
programlt 6lim yolagina(apoptoz) siiriikklenebilmesi i¢in s6z konusu tamirde gorevli
PARP’larm inhibisyonuna yani PARP Inhibitér(PARPI) ajanlarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu diisiince ile gelistirilen ve giivenilirligi FDA tarafindan onaylanan Olaparib, yaygin
kullanim alanima sahip bir PARP inhibitdriidiir. Ozellikle tiimér siipresér genler olarak
bilinen BRCA genlerinin mutasyonlu oldugu meme kanseri hiicrelerinde olaparibin
PARP’lar1 inhibisyonuyla tedavi noktasinda yeni fikirler gelistirmektedir. Ancak soz
konusu PARP inhibitorii kullanilirken hiicresel diizeylerde karsilasilan ila¢ direngleri
nedeniyle tedavide istenilen sonuglar elde edilememektedir. Bu ¢aligmada da PARPi olan
Olaparibe kars1 in-vitro sartlarda direng¢ kazandirilmis MCF-7/PIR hiicre hatt1 elde dilerek
deneyler yapildi. Gelisen direnci yikabilmek adma ayni anda farkli hiicresel
mekanizmalari hedefleyerek kanser hiicrelerini apoptoza yonlendirecek yeni tedavi
stratejilerini sunmak gerekmektedir. Bu noktada bir¢ok ¢alismada bireysel olarak etkisi
kanitlanmis olan kemoterapotik ajan Paklitaksel degerlendirilmektedir. Mekanizma
olarak paklitaksel, apoptozisi uyarmak icin bir takim sinyal molekiilleri ve gen
iirlinleri araciligiyla Bcl-2 ailesi iiyelerini fosforile eder ve sitotoksisiteyi saglamak i¢in
hiicre dongiisiinii G2/M fazinda durdurdugu bilinmektedir. Bu bilgiler 1g181nda, ¢oklu ilag
direncinin yasandigi meme kanseri tedavilerinde, DNA hasarini tetikleyen olaparib ile
hiicre dongiisii lizerinde etkili paklitakselin kombine edilmesiyle yeni bir terapotik
yaklagim degerlendirildi. Olaparib’e kars1 direncli MCF-7 hiicre hattinda ilk defa calisilan
bu kombinasyonun programli hiicre 6liimii apoptoz {lizerine olan etkisi arastirildi.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, MCF-7, diren¢, MCF-7/PIR, PARP, PARP
inhihibitorleri, olaparib, paklitaksel, kombinasyon tedavi.



EFFECT OF OLAPARIB-PACLITAXEL COMBINATION ON
APOPTOTIC BIOMARKERS IN PARP1/2 INHIBITOR-RESISTANT
MCF 7 BREAST CANCER CELLS

ABSTRACT

Breast cancer is one of the biggest threats to women's health due to its high death rate.
DNA repair mechanism and PARPs (Poly ADP-ribose Polymerase) that play an active
role in this mechanism are of great importance for repairing a damage in the structure of
breast cancer cell line (MCF-7). In order for a cancer cell to be dragged into the
programmed death pathway (apoptosis), inhibition of PARPSs involved in the said repair,
that is, PARP Inhibitor (PARPi) agents are needed. Developed with this in mind and
approved by the FDA, Olaparib is a widely used PARP inhibitor. Especially in breast
cancer cells where BRCA genes known as tumor suppressor genes are mutated, olaparib
develops new ideas at the point of treatment by inhibiting PARPs. However, due to drug
resistance encountered at cellular levels when using the said PARP inhibitor, desired
results cannot be obtained in the treatment. In this study, experiments were carried out by
obtaining MCF-7/PIR cell line, which was resistant to Olaparib, which is PARPI, under
in-vitro conditions. In order to break down the developing resistance, it is necessary to
present new treatment strategies that will direct cancer cells to apoptosis by targeting
different cellular mechanisms at the same time. At this point, Paclitaxel, a
chemotherapeutic agent whose individual effect has been proven in many studies, is
being evaluated. Paclitaxel as a mechanism, a number of signaling molecules and genes
to induce apoptosis. It phosphorylates Bcl-2 family members through its products and is
known to arrest the cell cycle in the G2/M phase to achieve cytotoxicity. In the light of
this information, a new therapeutic approach was evaluated by combining olaparib, which
triggers DNA damage, and paclitaxel, which is effective on the cell cycle, in the
treatment of breast cancer with multidrug resistance. The effect of this combination,
which was studied for the first time in an olaparib-resistant MCF-7 cell line, on
programmed cell death apoptosis was investigated.

Keywords: Breast cancer, MCF-7, resistance, MCF-7/PIR, PARP, PARP inhihibitors,
olaparib, paclitaxel, combination therapy.



1. GIRIS

1.1. Problemin Analizi (Teshis, Tanim, Onem)

Kanserin, goriilme sikliginda glinden giline artisin meydana gelmesi gerek Tiirkiye ve
gerekse diinya i¢in ¢ok ciddi saglik problemi olarak gbéze carpmaktadir. Yapilan
arastirmalarda kanser teshisi konulma hizindaki artisin bu sekilde devam etmesi halinde
2030’lu yillarda her yil i¢in 27 milyon yeni kanser vakasinin goriilebilecegi ve yilda
yaklasik 17 milyon kisinin de bu hastaliga bagli sebeplerden dolay1 hayatin1 kaybedecegi
tahmin edilmektedir (Tuncer 2009). Uluslararas1 Kanser Ajansit (GLOBOCAN)
tarafindan 2012 yilinda paylasilan verileri incelendiginde o yil igerisinde toplam olarak
14.1 milyon yeni kanser tanisinin konuldugunu ve kansere bagli 6liim sayisinin da 8.2
milyon kisi oldugu bildirilmistir (Sung et al. 2021). Saglik Bakanligi’nin 2017 verileri
incelendiginde iilkemizde kansere bagli Oliimlerin meydana gelen toplam O&liimler

arasinda %19,71 oranla 2. sirada oldugu bildirilmektedir (Basara et al. 2018).

Yilda ortalama 2.1 milyon kadin1 dogrudan ya da dolayl olarak etkileyen meme kanseri,
kadinlarda en ¢ok karsilasilan kanser ¢esidi oldugu bilinmektedir. Diinya Saglik Orgiitii
(World Health Organization [WHO], 2019) verilerine gore kadinlar arasinda toplam
oliimlerin %15’inin meme kanserinden kaynakli oldugu ve kansere bagli 6liimlerde de ilk
siray1 meme kanserinin aldigi bildirilmektedir (Delgado-Diaz et al. 2020). Kiiresel capta
tiim bolgelerde goriilen ve bununla beraber goriilme siklig1 da her gegen giin artan meme
kanseri vakalari, kirsal kesimlerle kiyasla gelismis toplumlarda daha ¢ok teshisi konulan

bir hastalik grubu olmaktadir (Kayar 2019).

Ulkemizde Saglik Bakanligmin verileri baz alindiginda sz konusu hastaligin gériilme
sikliginin kadinlar arasinda 100.000°de 43.8 oldugu goriilmektedir (Basara et al. 2018).
Yine GLOBOCAN verilerine gore bu kanser cesidindeki goriillme sikliginin %20

civarinda seyrettigi, meme kanserine bagli Olim oranmin ise %14 artti1



vurgulanmaktadir. Dolayisiyla kanser tanist konulan her dort kadindan birinin istatistiksel
olarak meme kanseri hastasi oldugu gériilmektedir. Ulkemizde meme kanseri tanisi
konulan kadinlarin ¢ogunlukla 25-49 yas araliginda oldugu bilinmektedir (Basara et al.
2018; Ferlay et al. 2015). Meme kanserinin kadinlar arasindaki goériilme sikligi ve
olimciil sonuglar1 degerlendirildiginde tedavi seklinin ya da seceneginin sosyal, fiziksel
ve psikolojik yonden kadin saghigi adina ¢ok biiyiik onem tasidigi bilinmektedir. Tam da
bu noktada erken tanm1 ve devaminda yapilacak tedavi onemli bir yere sahip olmaktadir.
Nitekim dogru zamanda konulan tan1 ve yapilacak tedavilerle kadin sagliginin yani sira

yasam kalitesinin de arttirilacag: diistiniilmektedir (Kayar 2019; Kilig et al. 2006).

1.2. Calismanin Amaci

Meme kanserine yonelik terapdtik yaklasimlar diinya genelinde her gegen giin artis
gostermesine ragmen tedavide bu gelismelere orantili olarak iyimser sonuglar maalesef
alinamamaktadir. Gelistirilen tedavi yontemleri erken evre meme kanseri vakalarinda
olumlu sonuglar verse de ileri evre hastalarda maalesef ayni miispet sonuglardan
bahsedilememektedir. Kemoterapi veya radyoterapi gibi gelismelerin 1s1ginda son
zamanlarda bu hastalik gurubundan kaynakli mortalite sayisinda diisiisler gdzlenmekte
ancak ileri evre hastalarda MCF7 hiicre hatti eksenli 6liim oranlar1 halen ¢ok yiiksek
diizeylerde seyretmektedir. MCF7 hiicre hatt1 kaynakli mortalite oranlarinin diistiriilmesi
adina gelistirilecek yeni tedavi stratejilerine ihtiya¢ duyuldugu asikardir. Var olan
terapotik yaklasimlar bir¢ok olumsuz durumu da beraberinde meydana getirebildikleri
icin tedavi konusunda yetersiz kalabilmektedirler. Tedavi noktasinda olumsuz durumlari
tetikleyen en onemli handikaplardan birisi de hiicresel diizeyde meydana gelen ve soz
konusu tedavilere karsi molekiiler diizeyde gelisen giiclii bir ila¢ direnci (MDR)’nin
gelisiyor olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu baglamda, DNA tamir yolaklarinda
tstlendigi rolle major bir aktor oldugu bilinen PARP enzim ailesinin tamir
mekanizmalarindaki rollerinin inhibisyonu amaglanarak gerceklestirilen tedavi stratejileri
her gecen giin daha da c¢ok artmaktadir. Bu stratejilerin gelistirilmesinde PARP
inhibitorlerinin 6nemi biiytiktiir. 2018 yilinda FDA tarafindan meme kanseri hastalarinda
kullanim1 onaylanan PARP kii¢iik molekiil inhibitorii “Olaparib” en yakin tarihli
ornegidir. PARP inhibitdrlerinin bireysel olarak etkileri agiklanmasina ragmen hiicresel

diizeylerde karsilasilan ila¢ direncleri nedeniyle tedavide istenilen sonuca ulasilamamasi



biliyiik bir problem olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Bu baglamda, PARP inhibitorii
olaparibe kars1 direng gelistirilmis meme kanseri hiicre hattinda, geleneksel kemoterapi
ajan1 paklitakselin, olaparib ile birlikte kullaniminin hiicre 6liimii {izerine etkilerinin

arastirilmasi amaglanmaktadir.

1.3. Kanser

Hem Tiirkiye hem de diinya icin tehdit olusturmaya devam eden kanser, goriilme
sikliginin yani sira ciddi oranda oliimlere neden olmasi, sakat birakmasi ve de isgiicii
kayiplarina sebebiyet vermesi yoniinden toplum sagligi oniindeki en biiyiik engellerden
biridir (Tuncer 2009). 21. yiizyilda yasam siiresiyle beraber kalitesi de artmakta ancak bu
iyi gelismelerin Oniindeki en biiyiik engellerden biri olan kanser, giin gectikge yliksek
mortalite oranlarna da neden olmaktadir. Bu oranlarin yiikselmesini tetikleyen
nedenlerin basinda diinya genelinde niifusun hizla artmasi, yaslanma, ekonomik
sartlardaki esitsizlik ve bunun beraberinde sagliksiz yasam modelleri sayilabilmektedir

(Ilgti ece giilser, 2015; Sa et al., 2019).

GLOBACAN, 2020 y1l1 igerisinde 10 milyon kisinin kanserden 6ldiigiinii, 19.3 milyon
kisiye de yeni kanser tanisinin konuldugunu bildirmistir. Yine ayni kurumun verilerine
gore her 5 kisiden 1’ine yasaminin bir doneminde kanser tanist konuldugu rapor
edilmistir. Diinya ¢apinda akciger kanserinden kaynakli meydana gelen dliimlerden sonra
meme kanserinden kaynakli 6liimlerin geldigi kaydedilmektedir(Sung et al. 2021). Artan
kanser potansiyelinden dolay1 diinya genelinde erkek niifusunun %20’si, kadin niifusunun
ise yaklasik %16°s1 hayat1 boyunca kansere yakalanmaktadir. Bu veriler 15181inda 2040’11
yillara kadar niifusun artmasi ve de yaslanmasiyla beraber kanserden kaynakli 6liimlerin
16 milyonu bulacagi, yeni kanser vakalarinin ise 29 milyon kisiyi gegecegi tahmin
edilmektedir. Yine ayni tahmin verilerinde kanserden kaynakli meydana gelen Sliimlerin
%75 nin az ve orta gelismis lilkelerde goriilecegi de tahmin edilmektedir (Ilgii ece giilser,

2015; Sa et al., 2019; Sung et al., 2021).

Hizla ¢ogalan kanserli hiicrelerin meydana getirdigi tiimoral olusum, ilk olarak lokal
cevrede sonrasinda ise lenf ve de kan yoluyla daha uzaktaki organlara yayilim (metastaz)

gergeklestirerek etkisini gostermektedir. Dolayisiyla da kontrolsiiz proliferasyon,



apoptozdan ka¢cma (Oliimsiizlik) ve de metastaz yapabilme gibi yetenekleri kazanan
kanserli bir hiicre, organizmanin sagligi i¢in artik en biiyiik tehdit haline gelmis
bulunmaktadir. Bu baglamda sahip oldugu yiiksek metastaz potansiyel ile meme kanseri,
kiiresel kanser yiikii icerisinde ¢ok Onemli bir yere sahip olmaktadir (Ilgii ece giilser,

2015; Sa et al., 2019; Fojo & Bates, 2013).

1.4. Meme Kanseri

Meme kanseri, genel kanser tanimina uymakla beraber kadinlarin siit kanali yapilarindan
koken aldig1 ve bazal membrandan ilerleyip bag dokusu kanallarina kadar uzanabildigi
belirtilmektedir (Ward et al. 2015). Ayrica, farkli klinik 6zellikleri barindirmakla beraber
morfolojik ve histopatolojik olarak da farkli 6zelliklere sahip heterojen bir hastalik olan
meme kanseri, yapilan tedavilere de farkli cevaplar vermektedir. Bu sebeplerden dolayi,
kadinlar arasinda morbidite ve mortalitenin en yiiksek oldugu kansere bagli hastaliklarin
basinda geldigi bilinmektedir. Kafkasyali 69 yasindaki bir kadinin epitel hiicrelerinden
izole edilmesiyle bilime kazandirilan meme kanseri hiicre hatti, daha sonra bu hiicre hatti
tizerinde calismalart ile bilinen Michigan Kanser Vakfi-7’nin (Michigan Cancer
Foundation-7) bir kisaltmasi olarak MCF-7 adimi almig bulunmaktadir (Sa et al., 2019).
Meme kanserinin gelisimde rol oynayan risk faktorleri arasinda 1rsi nedenler olabilecegi
gibi bunlardan bagimsiz bir sekilde ortaya ¢ikan ve kisinin aile dykiisiinde olmamasina
ragmen gen mutasyonlari sonucunda kanseri tetikleyen faktorlerin de var oldugu da
bilinmektedir. Son yarim ylizyildir cerrahi teknikler, kemoterapi, radyoterapi,
mamografik goriintiileme ve teshis/tedavi gibi alanlarda yasanan gelismelerin bir sonucu
olarak meme kanseri insidansinda gozlenen ciddi artislarin aksine mortalite oranlarinda
gozle gortilebilir derecede diistisler goriilememektedir (Kars Demirel et al. 2009; Selin
2017).

1.4.1. Meme Kanseri Epidemolojisi

Meme kanserine yakalanma oranlari diinya genelinde tiim bolgelerde yiikselmekle
beraber gelismis tlilkelerde bu oran daha yiiksek seviyelerde seyretmektedir. Ancak
gelismis olan {ilkelerde meme kanserine yakalanma oranlar1 yiiksek olmasia ragmen,
meme kanserine bagli 6liim oranlarinda ise ilk siray1 gelismekte olan iilkeler almaktadir

(Kayan 2019).



Ulkemizde meme kanseri insidans1 2009 yilinda 100.000°de 40.6 iken 2017 yili Saglik
Istatistikleri Yillig1’nin(SIY) paylastign verilerde bu oranin 43.8°e kadar yiikseldigi
goriilmektedir. Kadinlarda kanser tanis1 konulan hastalarin %24,7 meme kanseri hastasi
oldugu bilinmektedir. SIY’in paylastig1 verilerden hareketle Tiirkiye’de kanser hastasi
her 4 kadindan 1’i meme kanseri tanisi ile tedavi gormektedir (Basara et al. 2018). Yine
GLOBOCAN ‘nin meme kanserine yonelik yaptigi tahminlerle elde edilen sonuglar
arasinda meme kanseri insidansinda %20, meme kanserinden kaynakli Oliimlerde ise

%141tk bir artisin meydana geldigi goriilmektedir (Sung et al. 2021).

\ /
l‘ Odem ‘ | Lokal Akinti

/ Meme \
\_/ Kanseri v
g N N
/ \‘\ ,-/ Derinin !

’ Agri -‘ Dezenforme ;

Olmasi

Sekil 1.1. Meme kanserinde goriilen bazi belirti ve bulgular

Meme kanserinin gelismini indiikleyen risk faktorleri kisi tarafindan degistirilebilir
farktorler (yasam tarzi, davraniglar) ve degistirilemez faktorler (genetik) olarak
siniflandirilmaktadir (Sun et al. 2017).

1.4.2. Meme Kanserini Tetikleyen Risk Faktorleri

Yiiksek oranda risk olusturmasa da erkeklerde de meme kanserine yakalanma orani
yaklasik olarak %1 oldugu rapor edilmektedir. Kadinlar ise bu oran meme dokusunun
fazlalig1 ve Ostrojen hormonunun diizeysel degisimlerinden kaynakli olarak yaklasik 100

kat daha fazladir (Tazhibi and Feizi 2014).



Kadinlarda erken menars veya ge¢ menopoz donemlerinin goriilmesi meme kanseri
riskini artirmaktadir. Ayn1 zamanda ge¢ menopozda hormonal etkinin fazla olmasi ve

obezite gibi etmenler de meme kanseri insidansini etkilemektedir (Sun et al. 2017).

Ailede daha Onceden meme kanserine yakalanmis kisilerin olmasi, ailenin diger
fertlerinde bu hastaligin meydana gelme ihtimalini gii¢lendirmektedir. Aile icinde meme
kanserine yakalanmis kisilerin yakinlik durumu ile bu hastaligin ailenin diger fertlerinde

ortaya ¢ikma orani arasindaki iliski asagidaki tabloda gosterilmektedir (Kayar 2019).

Tablo 1. Yakilik derecesine gére meme kanserinde meydana gelen risk (Kayar 2019’dan uyarlanmistir)

Meme Kanseri Oykiilii
Yakinhk Derecesi Olusacak Risk Oram
Hasta
Birinci dereceden akraba Bir kisi 2 kat
(anne, kiz kardes,kiz cocugu) Iki kisi 3 kat

Meme kanserine yakalanma orani olarak beyaz tenli kadinlarin siyahi kadinlara kiyasla
%20 daha fazla risk tasidiklar bilinmektedir. Ancak buna karsilik, mortalite oranlarinda
ise siyah 1rkin daha fazla tehdit altinda oldugu bu durumunda da sosyoekonomik
durumlardan ve de yasam sekillerinden kaynaklandigi varsayilmaktadir(Selguk
2018).Meme dokusu yani parankim dokunun normalden fazla olmasi, yag dokusunun ise
normalin altinda kalmasi kadinlarda meme dokusunun yogunluguna isaret etti§inden
dolay1 riski yaklasik 4-5 kat arttirmaktadir (Ozmen 2008). Kadinlarda menopozun geg
olmasi1 kadar hi¢ dogum yapmamis olmak veya 35 yasindan sonra ¢ocuk sahibi olmak da
meme kanserine yakalanma riskini arttirmaktadir. Yine kadinlarda menopoz seyrinin 45
yasindan Once ger¢eklesmesi ve ya 45 yasindan Once cerrahi miidahalelerde
yumurtaliklarin alinmasi kadinlarda meme kanseri insidansini1 6nemli oranda azalttig1 da
rapor edilmektedir (Mcpherson, Steel, and Dixon 2000; Tazhibi and Feizi 2014). Yaslar1
13 - 19 arasinda degisen ve 2. Diinya savasi esnasinda yliksek doz radyasyona maruz
kalan genc¢ kizlarda meme kanserinin gergeklesme riskinin 2 kat daha fazla oldugu
yapilan bir arastirma ile tespit edilmistir. Yine ayni arastirmanin devaminda; viicuda
radyasyon verildikten sekiz yil sonra meme kanserinin goriilme ihtimalinin bagladig1, 25

yildan itibaren ise s0z konusu ihtimalin en iist seviyeye eristigi rapor edilmistir



(Mcpherson et al. 2000). Meme kanserine yakalanma ihtimalini etkileyen bir diger faktor
ise kadinlarin ¢ocuk sahibi olup-olmama durumundan kaynaklanmaktadir. Nitekim ¢ocuk
sahibi olma, geng yastaki hamilelikler gibi durumlar meme kanserine yakalanma riskini
diistirdiigii bilinmektedir. Bunun yaninda en az bir yil ¢ocuklarini emziren annelerin
meme kanserine yakalanma riskinin diistiigii de belirtilmektedir (Sun et al., 2017). Her
giin tliketilen alkolun meme kanseri insidansinda farkedilebilir diizeyde bir artisa
sebebiyet verdigi belirtilmektedir. Ozellikle, 30 yasindan &nce giinde igilen ¢ok az
miktardaki alkol bile s6z konusu hastaligin meydana gelme riskini ¢ok ciddi ol¢iide
arttirmaktadir. Ayni sekilde sigara kullanan kadinlarin, kullanmayanlara oranla meme
kanserine yakalanma riski yaklagik %12 daha fazla olmaktadir (Gaudet et al. 2013).
Kozmetik iiriinlerin ¢ogunda bulunan paraben bileseni, Ostrojenik etkisinden dolay1
kanserlesen dokunun yapisina katildigi bilinmektedir. Bu yiizden, s6z konusu iirlinlerin
alinmas1 veya kullanilmas1 durumunda dikkat edilmelidir (Heneweer et al. 2005).
Giinliik fiziksel aktivitelerin en 6nemli kisimlarindan biri olan egzersizler bagisiklik
sistemini olumlu etkilemesi, viicuttaki toplam yag kiitlesini diislirmesi, hiicre
proliferasyonunu indiikleyen hormonlar1 baskilamasi ve genel olarak 6strojen hormonunu
regiile etmesi gibi nedenlerden dolayr meme kanseri {izerinde dogrudan ya da dolayh
olarak bir etkiye sahip oldugu belirtilmektedir (Vera-Ramirez et al. 2013). Ayrica,
diizenli yapilan egzersizlerle, kiz ¢ocuklarinda meme kanserini tetikleyen faktorlerden
biri olan menarsin erken yaglarda goriilmesinin engellendigi ve bu sayede kadinlarin
meme kanseri insidansinin %20 diistiigii bilinmektedir. Ancak ideal egzersiz programlari
kisinin saglik, hormonal donem ve yas parametreleri goz oniinde bulundurularak uzman

fizyoterapistler esliginde belirlenmelidir (Harries and Salaniponi 2005).

Meme kanseri goriilen hastalarin yarisindan fazlasi 17. kromozom iizerinde bulunan
Breast Cancer-1 (BRCA-1) veya Breast Cancer-2 (BRCA-2) genlerinde meydana gelen
mutasyonlardan kaynaklandig1 kabul edilmektedir. Tomiir stipresor /susturucu role sahip
olan BRCA-1/2, anormal bir sekilde biiyiliyen hiicrelerin proliferasyonunu engellemede
rol almaktadir. S6z konusu genlerinde mutasyon olan kadinlarin mutasyon olmayanlara
oranla meme veya yumurtalik (over) kanserine yakalanma risklerinin ¢ok daha yiiksek
oldugu rapor edilmistir (Selguk 2018). Ayni zamanda, aile i¢inde bu genlerdeki mutasyon

varligindan kaynakli olarak meme kanserinin goriilme ihtimali %80°ne kadar



cikmaktadir. Bu genlerin gorevi tablo Tablo 2’de gosterilmektedir (Tazhibi and Feizi
2014).

Tablo 2. BRCA-1 ve BRCA-2’nin gérevi (Kayar 2019’dan uyarlanmistir)

- Ostrojenin reseptdr aktivitesini regiile eder,
BRCA-1 |- Meme dokusunda proliferasyonu indiikleyen 6strojenin regiilasyonunu ve

kontrolunu saglar.

BRCA-
1/2

- DNA kormatinlerinin sekillenmesinde ve DNA tamir mekanizmasinda rol alir.

Kalitsal materyalimiz, yasami boyunca siirekli endojen ve eksojen kaynakli bir takim
ajanlarin tehdidiyle kars1 karsiya kalmaktadir. DNA’nin yapisinda tek veya cift zincir
kiriklarina sebebiyet verebilme potansiyellerine sahip olan bu ajanlar, sonug itibariyle
DNA’y1 biyokimyasal ve morfolojik olarak ¢ok ciddi hasarlara zorlayabilmektedir.
Boylesi bir durumda DNA’da meydana gelen hasarlar, DNA tamir mekanizmalari
tarafindan onarilabilmektedir. S6z konusu tamir mekanizmalari saglikli bir sekilde
onarim fonksiyonlarini yerine getirebilmek i¢in bazi major aktorlere ihtiyag duymaktadir.
DNA tamir mekanizmasinda rol oynayan major aktorlerden biri de PARP (Poli ADP-
Riboz Polimeraz)’dir (Kayan 2019; Patel, Sarkaria, and Kaufmann 2011; Shi et al. 2014).

1.5. Poli ADP-Riboz Polimeraz (PARP)

IIk olarak Japonya’da birbirinden bagimsiz sekilde ¢alisan iki arastirmaci tarafindan
literatiire kazandirilan Poli ADP-Riboz Polimerazlar (PARP), kesfedildigi 1960’tan
giinimiize kadar molekiiler diizeyde ¢alisan bircok arastirmacinin dikkatini lizerine
¢cekmeyi basarmistir (Fojo and Bates 2013). Biinyesinde 18 farkli homologu barindiran ve
niikleusta konuslanan PARP’lar, DNA’nin herhangi bir hasara ugramasi durumunda yanit
olarak aktiflesen kompleks bir enzim ailesidir. PARP enzim ailesi, “Parilasyon” olarak da
bilinen poli ADP-riboz zincirlerini kovalent bir sekilde hedefteki molekiillere baglama
suretiyle hiicresel olaylara katilmaktadir(Gongiir 2010; Santiago-O’Farrill et al. 2020).
Yapilan arastirmalar 1s18inda PARP1, PARP2, PARP3, PARP4 (vPARP), PARP5a
(tankirazl) ve PARPS5b (tankiraz2) gibi 18 {iyesi tanimlanmis olmasina ragmen,

fonksiyonel olarak bu iiyelerden her birinin farkli islevlere yonelik rollerinin oldugu



gozlemlenmistir. PARP enzim ailesi iiyelerinin teker teker fonksiyonlarina yonelik
bilimsel arastirmalar devam etmektedir. Ancak, s6z konusu enzimlerin biyolojik islevleri
acisindan evrimsel siiregteki korunma oranlar1 6nem arz ettigi i¢in bilimsel calismalarin
biiyiik cogunlugu PARP1 ve PARP2 {izerinde yogunlagsmis bulunmaktadir (Gongiir 2010;
Gottipati, Vischioni, Schultz, Solomons, Helen E Bryant, et al. 2010; Tok and
KocyigitKaymakcioglu 2015).

1.5.1. PARP1

Diger PARP iiyeleri gibi niikleusta konumlanan PARP1 enzimi, 3 bolgeden meydana
gelmektedir. Sirasiyla N-terminal kisminda DNA baglama bdolgesi, otomodifikasyon
bolgesi ve son olarak da C-terminal kisminda bulunan katalitik bolgeden olusmaktadir
(GONGUR, 2010; Tok & Kocyigitkaymakcioglu, 2015).
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Sekil 1.2. PARP-1 proteinin yapis1t A) PARP enziminin yapisal bolgeleri, B) Kaspaz-3
yariklanma bolgesi C) Yariklanan kisa ve de uzun PARP fragmanlar1 (Gilingér 2010)

DNA baglayan bolge, 6zel olarak 2 ¢inko parmak bdolgesine sahip oldugundan dolay1
DNA cift zincir kiriklar1 (DSB) ile gii¢lii bir duyarlilikla kimyasal bag kurabilmektedir.
Birinci ¢inko parmak araciliiyla DSB tarafindan PARP1’in aktive olmasi
saglanmaktadir. Ikinci ¢inko parmak ise daha c¢ok tekli zincir kiriklar1 ile PARP1’in

aktive olmasinda gorev almaktadir. Bundan dolay1 da, ikinci ¢inko parmak DSB eksenli



PARP1 aktivasyonu i¢in zaruriyet olusturmamaktadir. DNA’da herhangi bir kirik
olmadig1 siirece PARP1 bazal olarak rutin enzim fonksiyonunu yerine getirmektedir
(Gongtir 2010; Johnson et al. 2013). Otomodifikasyon kismi ile PARP1, poli ADP’lere
ribozlarin baglandigi ana bolgeyi olusturmaktadir. Bu bolge kapsaminda BRCAI
motifinin varlig1 ayr1 bir 6nem kazanmaktadir. Ciinkiit BRCA1 gen bolgesi araciligiyla
PARPI, olast DNA hasar1 onariminda ve hiicre dongiisiiniin kontroliinde rol alan ¢ogu
protein iizerinde onemli etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Son domaini olusturan C-
terminal kismi1 ise NAD*’nin baglanmasinda, ADP-ribozil kompleksinin tasinmasinda ve
kimyasal dallanma tepkimelerinde gerekli olan yapilar1 kapsamaktadir. Ayrica PARP1’in
aktive olmasi, hiicresel diizeyde DNA hasarina yonelik olan ve s6z konusu hasara cevap
niteligine sahip zincir tepkimelerinin baglatilmasi i¢in de ayr1 bir 6nem kazanmaktadir.
PARPI bu zincir tepkimeleri esnasinda PARP2 ve PARP3 basta olmak {izere diger PARP
tiyeleriyle de yakin bir iliski icerisinde oldugu bilinmektedir (Gongiir 2010; Santiago-
O’Farrill et al. 2020).

1.5.2. PARP2

PARP2, N-terminal ucunda niikleusa yerlestirme sinyali (NLS: Nuclear Localization
Signal) ve DNA baglayan kisim (bazik 06zellik tasir) olmak tizere iki ana bdlgeyi
kapsamaktadir. Bunun haricinde PARP2, PARP1’de de oldugu gibi C-terminal ucunda
NAD" baglayici isleve sahip bir katalitik bolgeyi de barindirmaktadir. PARP enzim ailesi
iiyelerinin DNA tamir mekanizmalarinda tistlendikleri bu rolleri baz alinarak kanserli bir
bolgede ilgili PARP enziminin inhibisyonu hedef alinabilir ve s6z konusu kanserli hiicre
programli 6liim yolaklarina yonlendirilebilmektedir (Fojo and Bates 2013; Gongiir 2010;
Johnson et al. 2013).

1.6. PARP inhibitorleri

Genetik ve de ¢evreden kaynakli uyaranlar DNA yapisinda bir takim hasarlar meydana
getirebilmektedirler. Boyle bir durumdan kaynakli olup DNA yapisinda meydana gelen
hasarlar, DNA tamir mekanizmalar1 tarafindan onarilmaktadir. Genetik hazinenin
korunakli bir sekilde ve bir biitiinliik igerisinde sonraki nesillere saglikli olarak
aktarilmast i¢in bdylesi Onemli bir gorevi olan DNA tamir mekanizmasi, bu

fonksiyonunu saglikli hiicrelerde oldugu gibi kanserli hiicrelerde de yerine getirmeye
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calismaktadir (Shi et al., 2014; Bixel & Hays, 2015). Bu baglamda, kanserli bir hiicre de
DNA tamir mekanizmalarina ihtiya¢ duymaktadir. Cilinkii kanserli bir hiicre, DNA’sinda
meydana gelen bir hasar1 tamir mekanizmalariyla onararak apoptozdan kagma dolayisiyla
da olimsiizliigli kazanma gibi bir amaci bulunmaktadir. Esasen yeni gelistirilen terapotik
yaklagimlarin ¢gogunun temelinde bu mekanizma bilgisi yatmaktadir. Cilinkii Kanserli bir
hiicrenin s6z konusu tamir mekanizmalarinin inhibisyonunun saglanmasiyla, canl
organizma i¢in biiyiik tehdit olusturan kanser gibi kompleks bir hastalik gurubunun dogal
Olim yolaklarna siiriklenmesi olagan olacaktir. Bu diisiince ile gelistirilen PARP
inhibitorleri kanserli bir hiicrenin tedavisi igin yeni bir terapdtik yaklasim timidini
dogurmaktadir (Gupta et al., 2019; Cortesi et al., 2021). Bu terapotik yaklasimlarin
artmasi ile dogru orantili olarak PARP inhibitérlerine olan ilgiyi de beraberinde
artirmaktadir. Ciinkii DNA ¢ift zincir kiriklarindaki etkin roliiniin kesfedilmesinden once
sadece niikleer enzim oldugu bilinen PARP aile iiyelerinin, spesifik amaglara yonelik
inhibisyonlarinin saglanmasi hedeflenebilmekte ve bu sayede de kanser caligmalarinda
ciddi ilerlemeler meydana gelebilecegi diisiniilmektedir. Zira bu inhibisyon mantigi ile
DNA tamir mekanizmas1 manipiile edilebilecek ve DNA yapisinda olas1 bir hasarin
tetikleyicisi olan ajanlara karsi s6z konusu kanserli hiicrelerin duyarliliklart
artirilabilecektir. Bu baglamda PARP inhibitorlerinin kesfedilmesi kanserli bir hiicrenin
tedavisi noktasinda iimit vadeden bir gelisme olmaktadir. Meme ve over kanseri basta
olmak iizere ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisi i¢cin FDA tarafindan onay alan dort PARP
inhibitoriinden biri de “Olaparib”tir (Shi et al., 2014; Topgul et al., 2018; Santiago-
O’Farrill et al., 2020).

1.6.1. Olaparib

Olaparib, Amerikan Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan 2014 yilinda ileri yumurtalik
karsinomu olan kadinlarda tedavi amaglh onay alirken, 2018 yilinda ise metastatik meme
kanseri tedavilerinde kullanilmak i¢in onay almigtir (Arora et al. 2021). Normal sartlarda
BRCA1/2 mutasyonlarini tagiyan hastalar biiyiik bir risk altindadirlar. Esasen BRCA gen
ailesi homolog rekombinasyonla DNA onarim mekanizmasinda gorev yaptigindan dolay1
BRCA mutasyonlarinin oldugu hiicreler, DNA’nin diger onarim mekanizmalarina ihtiyag
duymaktadirlar. Bundan dolay1 s6z konusu hiicreler ile PARP inhibisyonuna kars1 olan

duyarhilik da artmaktadir (Giindogdu 2020). DNA tamir mekanizmasinin bir pargasi olan
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PARP enzimlerinin inhibisyonu DNA tamir repertuarinin akibeti agisindan ¢ok biiyiik
onem arz etmektedir. Ciinkii DNA tamir repertuarinin yetersiz kalmasiyla DNA c¢ift
zincir kiriklariin ortaya ¢ikmasi beraberinde hedef hiicreyi 6liim yolaklar1 olan apoptozis
veya nekrozise yonlendirebilmektedir. Oliim fonksiyonu sirasinda komsu hiicrelere olan
olasi zararlar1 (enflamasyon gibi) gz oniinde bulunduruldugunda, meydana gelecek 6lim
seklinin nekrozisten ziyade apoptozis olmasi istenilen bir sonu¢ olmaktadir. Bu
baglamda, tedaviye kars1 direng gosteren kanserli hiicrenin minimum zararla programli
0liim yolagina yonlendirmek igin sentetik letalite fikri 6n plana ¢ikmaktadir (Glindogdu

2020; Tok ve KocyigitkKaymakcioglu 2015; Zhao et al. 2018).

1.6.2. Sentetik Letalite

Iki veya ikiden fazla gende es zamanli olarak meydan gelen mutasyonlar sonucu hiicrenin
oliimiine zemin hazirlanmasi olarak da tanimlanan sentetik letalite, Calvin Bridges atl bir
bilim adami tarafindan ilk olarak Drosophila Melanogaster’deki farkli gen
kombinasyonlarinin 6liimciil sonuglara sebebiyet verdiginin kesfedilmesiyle literatiirlere

kazandirilmistir (Giiney Eskiler 2017).

R & &

Normal hiicreler Normal hiicreler Kanser hiicreleri

» - P \ - e
(;>< Gen B Gen A (:}( cplr Gen B

(Kanser mutasyon)

Hiicre canli kahr Hilcre canhi kahr HUCRE OLOUMU

Sekil 1.3. Sentetik Letalite. Normal bir hiicrede A veya B genlerinden birinin kaybolmasi kargisindaki diger
genin fonksiyonu ile telafi edilebilirken, iki genden birinin mutasyona ugramast diger genin ise ilag
inhibisyonu sonucu her iki gende de fonksiyon kaybmin olugsmasma dolayisiyla da tedaviye karsi
duyarliligina sebebiyet vermektedir (Giiney Eskiler 2017)

Normal sartlarda BER mekanizmasi ile DNA’nin tek zincir kiriklarina sebep olan
hasarlarin onarimi yapilmaktadir. Gelistirilen terapotik yaklagimlar dogrultusunda BER

tamir mekanizmasimin baskilanmasi saglanabilmektedir. BER mekanizmasinin PARP
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inhibitorleri tarafindan baskilanmasi beraberinde tek zincir kiriklarinin  tamir
edilememesini ve buna paralel olarak da replikasyon catalinin ¢okmesiyle birlikte ¢ift
zincir kiriklarinin meydana gelmesini de tetiklemektedir (Tok ve KocyigitKaymakcioglu
2015). Meydana gelen ¢ift zincir kiriklarinin onarimi ise BRCA1 ve BRCA2’nin de etkin
role sahip olduklarinin bilindigi homolog rekombinasyon (HR) ile yapilabilmektedir.
HR’deki etkin rollerinden dolayr BRCA1/2’nin mutasyona ugramasi DNA’da meydana
gelen ¢ift zincir kiriklarinin tamir edilememesine ve bunun sonuncunda da kanserli bir
hiicrenin 6liimiine zemin hazirlayacaktir. Verilen bu bilgiler 1s1¢inda, PARP inhibitorleri
ile BER ve HR’nin aym1 anda inhibe edilmesi kontrollii bir sentetik letaliteyi
saglayacaktir. Bu sayede de kanserli bir hiicrede PARP inhibitorlerine kars1 duyarlilik
gelistirilebilecektir (Giiney Eskiler 2017; Tok and KocyigitKaymakcioglu 2015).

BRCA Kaybi ve PARP inhibisyonu = Sentetik letalite

ﬁ Kemoterapik ajanlar, X<1sinlan

DNA Hasarn \
. ) ; : BRCA
Normal BRCA " { PARP ‘ kaybr + ‘
. hiicre ’ Kaybi cksikligz /J PARP ]
\ . \ N > R J
: — : -~ : : — e \ cksikligi |
{ BER /l HR _ BER l g BRR l HR _ BAR 1 R
Canl Canh Canh "Hiicre Olimi

Sekil 1.4. PARP inhibitdrlerinin uygulanmasi. BRCA1 ve BRCA2’nin mutasyona ugramasiyla ve de
homolog rekombinasyonun pasiflestirilmesi yoluyla meydana gelen sentetik letalite (Anders et al. 2010)

1.7. DNA Hasari ve Onarim Mekanizmalari

DNA, endojen ve eksojen faktorlerden kaynakli olarak gelebilecek tehditlere kars: siirekli
kendisini korumak egilimindedir. Aksi takdirde genetik hazinenin varlig1 ve de biitiinligi
tehlikeye girmektedir. Endojen faktorler; DNA’da kendiliginden olusan hatalar
olabilecegi gibi metabolizma tepkimelerinin yan iriinii (ROS vb.) olarak da meydana

gelmektedir. Disaridaki uyaranlardan kaynakli DNA’da meydana gelen hatalar ise
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eksojen faktorler kismina girmektedir. Eksojen faktorlere ultraviyole 1sinlar,
kometerapotik ilaclar ve iyonize radyasyon gibi drnekler verilebilmektedir. S6z konusu
iki hata durumundan kaynakli olarak her giin bir memeli genomunda yaklasik 10* sayisin1
gececek sekilde DNA hasar1 meydana geldigi soylenmektedir (Kurtoglu and Tekedereli
2015). DNA’da meydana gelen hasarlar1 kisaca tek baz degisimi (deaminasyon, vb), tek
ya da ¢ift zincirde meydana gelen kiriklar, ayni veyahut farkli DNA’nin zincirleri
arasinda meydana gelen capraz baglanmalar seklinde zetlenebilmektedir. Ozellikle de
onarimi basarili bir sekilde ger¢eklesmeyen ¢ift zincir kiriklari, basta kanser olmak iizere
cok ciddi sonuglara sebebiyet verebilmenin yan1 sira kromozomal diizeyde kayiplari bile
meydana getirebilmektedir. Bu sebeple de ¢ift zincir kiriklarmin tamiri hiicrenin hem
hayatin1 idame edebilmesi hem de genomik biitiinliiglin korunmas1 adina ¢ok daha biiyiik
Oonem arz etmektedir. Ayrica olusan hasarin tiirline ve yogunluguna bagl olarak; hiicre
dongiisii durdurulabilmekte, gen ifadesi degistirilebilmekte, apoptoz ya da DNA tamir
mekanizmasi aktiflesebilmekte, kanser tetiklenebilmekte veyahut yaslanma gibi siiregler
hizlanabilmektedir. Ozellikle kanser basta olmak iizere yiiksek mortalite oranina sahip
bircok genetik hastaligin susturulmasi veya meydana gelme hizlarinin yavaslamasi adina
DNA tamir mekanizmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. DNA tamir mekanizmasinda gorev
alan genler bu islevini ya sinyal iletimi ve onarimin diizenlemesi veya meydana gelen
hatal1 eslesme onarimi, baz ve niikleotid ekleme-¢ikarma onarimi yoluyla yerine getirir.
Genomik devamliligin saglanmasi i¢in tek ve ¢ift zincirde meydana gelen kiriklari tamir
etmek lizere 5 tane major DNA onarim mekanizmasiyla beraber yaklasik 150 tane de
genin bu siiregte etkin rol oynadigi belirtilmektedir. Bu yoniiyle de DNA tamiri gok
kompleks bir mekanizma oldugu bilinmektedir. S6z konusu genlerin gorev aldigit DNA
onarim mekanizmasini kisaca dogrudan onarim veya dolayli onarim olarak ikiye

ayrilabilmektedir (Kurtoglu ve Tekedereli 2015; Patel et al. 2011).

1.7.1. Dogrudan Onarim (Direkt Onarim / Hasarin Geri Dondiiriilmesi)
1.7.1.1. Fotoreaktivasyon

Kimi durumlarda enzimler kullanilarak tek adimli reaksiyonlarla DNA’da meydana gelen
hasarlar onarilmaktadir. Bu onarim mekanizmasinda o6zellikle fotoliyaz enzimleri
siklobiitan pirimidin dimerlerini (CPDs) ayirarak hasari onarmaktadir (Onur et al. 2009).

Fotoreaktivasyon onarim mekanizmasina ile bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve bazi
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omurgali canlilarda DNA hasarmin geri dondiiriilmesi miimkiin olabilmekte ancak
Okaryotik canlilarin ¢ogunda (insanlar dahil) boyle bir onarim sistemi olmadigi i¢in
fotoreaktivasyon evrensel bir onarim mekanizmasi sayilmamaktadir (Kurtoglu ve

Tekedereli 2015; Onur et al. 2009; Tok ve KocyigitKaymakcioglu 2015).

1.7.1.2. O6-MGMT Onarmm (O6 Metilguanin-DNA-Metiltransferaz Onarimi)

Biiyiik oranda mutajen bir oOzellik gosteren O-6-metilguanin, alkilleyici ajanlarin
(kloroetilasyon ajanlar1 vb.) ortamda bulunmasiyla meydana gelmektedir. O6 metilguanin
onariminda gorevli Metiltransferaz enzimi, DNA’daki yanlis metillenmis olan bazlarin
metil (CH3) gruplarimi kendi sistein rezidiillerine tasiyarak normal bir guanin bazinin
meydana gelmesini saglamaktadir. Bu sekilde kisaca deginilen onarim mekanizmasinda
gorevli enzimler, geri doOniislimsiiz yani baskilanmis olduklar icin islev dist
kalmaktadirlar. Bu onarim mekanizmasinda enzimin sayisi ve de 6zgiinliigii ¢cok 6nemli

bir yer tutmaktadir (Kurtoglu ve Tekedereli 2015; Onur et al. 2009).

1.7.1.3. Basit Tek Zincir Kiriklarimin Yapistirilmasi (Ligasyon) ile Onarim

DNA’da meydana gelen basit diizeyde zincir kiriklar1 X-ray ve peroksidler basta olmak
tizere baz1 ajanlardan kaynakli olabilmektedir. Bir zincirde meydana gelen nispeten basit
diizeydeki kiriklardan kaynakli hasarlar DNA ligaz enzimi ile onarilmaktadir. S6z konusu
enzim, onarim mekanizmasmm 3' OH (hodroksil) grubu ile 5' fosfat (POs*) gruplari
arasinda enerji harcayarak giiclii fosfodiester baglarimi kurarak gerceklestirmektedir

(Kurtoglu and Tekedereli 2015; Onur et al. 2009).

1.7.2. Rekombinasyonal Onarimi

Rekombinasyon gerceklestikten sonra aktif durumu gelen ve onarimda kalip olarak
kullanilacak tamamlayict ipligin olmadigi durumlarda aktiflesen bir onarim sistemidir.
DNA replikasyonu sirasinda Timin dimerlerinde bir lezyon goriildiiglinde DNA
polimeraz enzimi lezyonun oldugu bdlgeye giderek yeni sentezlenecek zincir boyunca
lezyonun oldugu lokalizasyonda bosluk birakarak ilerlemektedir. Bu onarimda gorev alan
RecA proteini ise rekombinasyonel bir degis tokus yontemiyle komplementer dizide

hasar gérmeyen bir segmenti alarak ilgili bosluga yerlestirmektedir. Bu olay sirasinda
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hasarsiz segmentin alindig1 zincirde meydana gelen bosluklar daha sonraki asamalarda
doldurulmakta ve bu onarim mekanizmasinin isleyisi bu sekilde devam etmektedir

(Debele, Ege, ve Dal 2006; Kurtoglu ve Tekedereli 2015; Onur et al. 2009).

1.7.3. SOS Onarimi

Bu onarim ile diger DNA onarim sistemlerinin yetersiz kaldig1 yiiksek orandaki DNA
hasarlarinin tamiri yapilabilmektedir. Bu yoniiyle, SOS onarim sistemi DNA i¢in adeta
bir acil cevap mekanizmasidir. Yiiksek DNA hasarlarina kars1 acil cevap olarak onarimda
kullanilacak enzimlerin sayisal yonden artmasini saglamaktadir. Mekanizma isleyis
olarak, DNA sentezi esnasinda DNA polimeraz enziminin hasarli lezyon {istiinden
atlamadan replikasyonun devam etmesini kolaylastirmaktadir. Ancak bu isleyis sirasinda
ciddi oranda hataya meyil s6z konusu oldugu i¢in replikasyonun giivenilirligi biiyiik risk
tagimaktadir (Debele et al. 2006; Giiney Eskiler 2017; Kurtoglu ve Tekedereli 2015; Onur
et al. 2009).

1.7.4. Dogrudan Olmayan (Dolayli) Onarim
1.7.4.1. Kesip-Cikarma (Eksizyon) Onarim

En 6nemli onarim mekanizmasi olarak bilinen eksizyon ile onarim tiim prokaryot ve
okaryot canlilarda bulunmaktadir. Bu onarim mekanizmasinda ana prensip, DNA’da
meydana gelen hasarli oligontikleotid kisimlarinin c¢ikartilarak yerine dogru bazlarin
doldurulmasi ve son olarak da olusmus ¢entigin ligasyon ile kapatilmasidir. Bu onarim
mekanizmas1 temel olarak 3 ana basamakta incelenmektedir. Ilk basamakta hasarli
bolgenin taninmast ve devaminda niikleaz enzimi tarafindan enzimatik olarak kesilip
cikarilmasi, ikinci basamakta, niikleaz enzimi ile kesilip ¢ikarilmasi sonucu olusan
bosluklarin DNA polimeraz enzimiyle doldurulmasi, son basamakta ise, DNA ligaz

enzimi ile meydana gelen centigin tamamen kapatilmasidir (Kurtoglu ve Tekedereli
2015; Onur et al. 2009).
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1.7.4.1.1. Baz Kesip-Cikarma Onarimi (BER = Base Exeision Repair)

Alkilasyon, deaminasyon ve replikasyon hatalar1 gibi sebeplerden kaynakli kiigiik DNA
modifikasyonlart BER (Base Exeision Repair [Baz Kesip-Cikarma Onarimi)] tamir
mekanizmasiyla onarilmaktadir. BER tamir mekanizmasinda DNA polimeraz, DNA
ligaz, DNA liyaz, AP endoniikleaz ve DNA glikozilaz gibi enzimlerin énemli bir yere
sahip olduklari bilinmektedir. Bu tamir mekanizmasi, kisa yamali BER (short-patch, SP-
BER) ve uzun yamali BER (long-patc, LP-BER) olmak {izere iki ana yolaktan
olusmaktadir. SP-BER yolaginda tek baz degisimleri seklinde tamir fonksiyonlar1 yerine
getirilirken LP-BER yolaginda ise sayisi 2-8 arasinda degisen niikleotidlerin kesilip
cikarilmasma dayali tamir fonksiyonlar1 goriilmektedir. Her iki yolakta da tamir
mekanizmasi, ya spesifik olarak hataya yonelik tek fonksiyonlu veya birden c¢ok
fonksiyonel kapasiteye sahip DNA glikozilazlar ile tamir siireci baglatilabilmektedir.
Insan hiicresinde tanimli en az 12 tane DNA glikozilaz enziminin oldugu bilinmektedir.
DNA glikozilazlar, s6z konusu tamir yolaginda abazik (AP) bir bolge olusturarak baz ve
seker arasinda kalan N-glikozidik baglarin hidrolizasyonunu katalizlemektedirler.
Buradaki AP bolgeler, DNA glikozilazlarin haricinde ayrica spontan olarak radyasyon ve
kimyasallar yoluyla da olusturulabilmektedirler. Bu tamir mekanizmasinda LP-BER
yolaginda APE1 endoniikleaz (APEX1) ile ya da SP-BER yolaginda ise glikozilaz ile
ilintili B-liyazlar tarafindan s6z konusu bolgede ¢entikler meydana getirilerek abazik (AP)
bolgeye komsu 3' hidroksil(OH) ucu olusturulmaktadir. Olusan bu bosluklar SP-BER ve
LP-BER alt yolaklarda gorevli DNA polimeraz enzimleri (pol B, & o ) ile
doldurulmaktadir. Son olarak SP-BER alt yolaginda ligasyon islemi XRCC1 ile Ligaz-I1l
enzim sistemleri tarafindan yapilirken, LP-BER alt yolaginda ise ayni islem Ligaz-I
enzimi ile gerceklestirilmektedir (Debele et al. 2006; Kurtoglu and Tekedereli 2015;
Onur et al. 2009).
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Sekil 1.5. Baz Eksizyon (Kesip-Cikarma) Onarimi (BER) (Kurtoglu ve Tekedereli 2015)

Dolayisiyla BER tamir mekanizmasi, yanlis sekilde eslesen veya eslesirken hasarl
oldugu anlasilan bazlarin ortamdan uzaklastirilmasinda aktif olan bir mekanizma oldugu

bilinmektedir (Debele et al. 2006; Onur et al. 2009).

1.7.4.1.2. Niikleotid Kesip-Cikarma Onarimi (NER = Nucleotide Exeision Repair)

Bu onarim mekanizmasi, birden fazla farkli hasar1 taniyabilme gibi bir avantaja sahip
oldugu icin mikoplazmadan memeli organizmalara kadar genis bir alanda
kullanilmaktadir. Ozellikle giinesten gelen UV 1simlari gibi karsinojenik etkilerden
kaynakli meydana gelen hasarlara karsi aktiflesen 6nemli bir savunma mekanizmasi
oldugu bilinmektedir (Kurtoglu ve Tekedereli 2015; Onur et al. 2009). NER tamir
mekanizmasinin isleyisi 6 ana basamakta incelenebilmektedir;
1. NER mekanizmasiyla ilk olarak hasarli bolge taninmasi.
2. Tanman hasarl bolgeye ilgili protein komplekslerinin gelip baglanmasi.
3. Insizyonun (lezyonun iki tarafindan da hasara ugramis zincirde kesilmelerin
yapilmast)
4. Degradasyon (hasarli oligoniikleotidlerin ortamdan uzaklastirilmasi)
5. Polimerizasyon ( hasarli oligoniikleotidlerin ortamdan uzaklastirilmasi sonucu
DNA sarmalinda olusan boslugun DNA polimeraz enzimi tarafindan

doldurulmast)



18

6. Ligasyon (DNA polimeraz tarafindan doldurulan bolgelerin yapistirilmasi (Debele
et al. 2006)

-~
-

DNA Damage Salis

Intact DNA

_N\ damage
recognition

Polx Pols
o

i v (O !

DNA synthesis  XRCC1 RPA

+ ligation Lig3 \
ST N T om .
3 Incisi 5" incision
ncision e ¢ 7 > /‘
, — RPA

Sekil 1.6. Niikleotid Kesip-Cikarma Onarimi (NER) (Kurtoglu ve Tekedereli 2015)
1.7.4.2. Yanhs Eslesme Onarimi1 (MMR; Mismatch Repair)

MMR onarimi ile DNA replikasyonu veya rekombinasyonu sirasinda ortaya ¢ikan ve ¢ift
zincirde normalin disinda boyutlara sebep olan, normal bazlarin yanlis eslesmeleriyle
meydana gelen DNA hasarlar diizeltilmektedir. DNA replikasyonunun dogru bir sekilde
yapilip yapilmadigin1 kontrol eden son onarim mekanizmasidir. MMR mekanizmasi,
replikasyondan sonra yanlis eslesmelerin ve DNA halkalarinin onarimini iistlenmektedir
(Onur et al. 2009). S6z konusu tamirde, heterodimer yapidaki MSH2-MSH3 ile MSH2-
MSH6 gibi farkli iki protein kompleksi gorev yapmaktadir. Burada bahsedilen MSH,
replikasyon esnasinda genomdaki tek zincir hatalarini tantyip onlar1 onarmak veya hasara
ugramis zincirlerin duplike olmasini engellemede gorevli protein kompleksleridir. Hasarli
zincirin taninmasi i¢in 6zellikle MSH2 proteini, hasarin durumuna ve siddetine MSH6
veya MSH3 proteinlerinden biriyle heterodimer bir yapt meydana getirmektedir. Bunun
yaninda, ATP bagimli bir mekanizma olan MMR onarimi i¢in insanlarda minimum 6 tane

farkl1 proteine ihtiya¢ duyuldugu bilinmektedir (Shi et al., 2014).
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1.7.4.3. Cift Zincir Kirik Onarimi

Cift zincir kiriklar1 (DSBS), genetik biitlinliiglin kaybiyla sonuglanabileceginden en yikici
etkilere sahip kromozomal kiriklardir. S6z konusu kiriklar, ekzojen kaynakli (iyonize
radyasyon, rodon bozunumu, genotoksik bilesen vb.) olabilecegi gibi endojen kaynakli
(ROS, V(D)J rekombinasyonu vb.) olarak da meydana gelebilmektedir. Onarilamayan
cift zincir kiriklari, kromozomlardaki kiriklarin biiylimesine dolayisiyla da hiicre
Olimiine sebebiyet verebilmektedir. Yanlis onarilma durumunda ise kromozomlarin
translokasyonu ya da kanser riski olusabilmektedir. insanlarda DBSs’nin tamiri 2 ana
mekanizma ile yapilabilmektedir. Bu mekanizmalar; homolog rekombinasyon (HR)ve
non-homolog u¢ birlestirme (NH-EJ). DBSs sirasinda tamirin hangi mekanizma ile
olacagi kullanilan spesifik bilesenlerinin konsantrasyon miktarlarina bagli oldugu

bilinmektedir (Debele et al. 2006; Kurtoglu and Tekedereli 2015).
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Sekil 1.7. Homolog rekombinasyon(HR) ve non-homolog ug birlestirme (NH-EJ) (Decottignies 2013)

1.7.4.3.1. Homolog Rekombinasyon (HR) ile Onarim

HR onarim mekanizmasin ile kalip olarak kardes kromatid kullanildig1 i¢in ¢ift zincirde

meydana gelen kiriklarin onarimi ¢ogunlukla hatasiz bir sekilde gerceklesmektedir. Bu
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yiizden yliksek giivenilirlik yiizdesine sahip olan bu onarim mekanizmasi, ¢ift zincirde
olusan hatalarin onariminda siklikla kullanildigi bilinmektedir. Kardes kromatitler baz
alindig1 i¢in hiicre dongiisiiniin S ve G2/M evrelerinde ger¢geklesen HR, onarimin yani sira
replikasyonda ¢atalin korunmasi, telomerlerin bakimi ve mayoz-I’de olusan kromozom
dagilimlarinin korunmasinda da etkin rol oynamaktadir. Homolog rekombinasyonda ilk
asama olarak MRN kompleksi ile zincir kiriklar1 taninmaktadir (lyama and Wilson 2013;
Slupphaug, Kavli, and Krokan 2003). Bir kirik sensorii olarak gorev yapmakta olan MRN
kompleksi Mrell, Rad51, Nbsl protein iigliisiinden meydana gelmektedir. Bu kompleks,
kaybin oldugu bolgedeki DNA’ya baglandiktan sonra 5'-3' yoniindeki kirikk DNA’y1 secip
kesmektedir. Bu islem ile hasar1 taniyan protein komplekslerinin ilgili bolgeye
cagrilmasini da tetiklemektedir. Aksi takdirde, HR regiilasyonunda aktif rol alan genlerin
mutasyona ugramalari, DNA ¢ift zincir kiriginda gérev yapan onarim mekanizmalarinin
islevlerini yerine getirememelerine sebebiyet vermektedir (Onur et al. 2009; Slupphaug et
al. 2003).

1.7.4.3.1.1. Homolog Rekombinasyon ile BRCA1/2 Iliskisi

Timor stipresor genler olarak bilinen BRCA1 ve BRCA2 genleri ayni zamanda
homolog rekombinasyonda da etkin rol almaktadirlar. Ozellikle BRCA1, DNA tamir
mekanizmasinin yaninda hiicre dongiisiiniin regiilasyonunda da rol aldigi bilinmektedir.
BRCA2 ise RADS5I1 proteiniyle olusturdugu kimyasal baglantiyla HR’nin
diizenlenmesinde gorev almaktadir. Bu genlerin mutasyona ugramalari, fonksiyonlarin
diizgiin olarak yerine getirememelerine sebebiyet vermektedir(Johnson et al. 2013).
Boyle bir durumda hiicreler, biiyiimede orantisizliklar yagsamakta ve bunun bir sonucu
olarak da bolinme icin gerekli talimatlari yerine getiremediklerinden kontrolsiiz
proliferasyon sonucu tiimor olusturmaktadirlar. Bu baglamda meme ve over kanserine
yakalanma yatkinliginin temelinde, BRCA1/2 genlerinde meydana gelen mutasyonlarin
rol oynadigi belirtilmektedir. Bu bilgiler gz oniine alindiginda, BRCA1/2 mutasyonu
geciren hiicrelerde HR temelli DNA tamir mekanizmalarinin manipiilasyonu
hedeflenerek yeni terapdtik stratejileri gelistirilmektedir(Jaspers et al. 2013; Ordonez
2014).
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1.7.4.3.2. Serbest Uclarin Homolog Olmayan Uglarin Baglanmasi ile Onarim (NH-
EJ: Non-Homolous End Joining)

Bu onarim mekanizmasi, hiicre dongiisiiniin haricinde boliinen veya bdoliinmeyen
hiicrelerde de goriilmektedir. Hiicre dongiisiiniin G: fazinda daha aktif oldugu
bilinmektedir. Bu onarim mekanizmasi ¢ift zincirde meydana gelen kirik uglarinin
modifikasyonunu saglayarak birbirine baglamaktadir. NH-EJ onarim mekanizmasiyla
hasara ugramamis (saglam) DNA kalibina gereksinim duyulmadigi i¢in hataya meyil s6z
konusu olabilmektedir. Dolayistyla niikleotid kayb1 ihtimali yiliksek bir durumdur (lyama
and Wilson 2013). NH-EJ ile ilk etapta, DNA hasar1 belirlenmektedir.  Hasar
belirlendikten sonra hatali bolgeye uzak ve de yakin uglarindan baglanan ve ilgili bolgeyi
koruyan Ku70/Ku80 heterodimerik protein kompleksi goreve ¢agrilmaktadir. Bu
kompleks, DNA-PKcs (DNA bagiml protein pargalayici katalitik alt birim) ile birlesip
DNA-PK holoenziminin olusumunu saglamaktadir. DNA-PK holoenzimi ise protein
parcgalayict fonksiyonunu yerine getirmektedir. Meydana gelen bu kompleksler DNA
uglarini hizalayip stabilize olmasini saglamaktadir. Son asamada ise XRCC4/DNA ligaz
IV kompleksi ile DNA uglarmin ligasyonu gerceklesmektedir (Jeppesen, Bohr, and
Stevnsner 2011; Slupphaug et al. 2003).

1.8. Programl hiicre 6liimii: Apoptozis
1.8.1. Apoptozis

Apo (ayr1) + ptozis (diisen) kelimelerinin bir araya getirilmesiyle meydana gelen
apoptozis, ilk olarak Avusturyali bir patolog (J.F. Ker) tarafindan literatiire kazandirilmis
dogal bir 6liim programidir. Kisaca hiicrenin kendini yok etme/6ldiirme eylemi olarak
tanimlanan bu 6lim programi, hiicresel diizeyde omiir boyu siiren bir dizi iglemler
silsilesidir (Kose 2019). Daha radikal tanimu itibariyle bu 6liim yolagi, programl sekilde
isleyen bir siire¢ olarak kabul goren, hiicresel diizeyde biyolojik fonksiyonu sona ermis
veya kompleks organizmada artik ihtiyag olmaktan ¢ikmis hiicrelerin ortamdan
ayiklanmasi i¢in gerg¢eklesen bir intihar eylemi olarak da agiklanabilmektedir. Kompleks
organizmalar i¢in hiicre sayisindaki dengenin korunmasi adina hayati bir 6nem tasiyan bu

olim programi, hiicredeki growft (biliytime) faktorlerinin yani sira hiicrenin kalsiyum
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(Ca") konsantrasyonundaki artisindan da tetiklenebilmektedir (Andrew G Renehan,
Catherine Booth 2019; Eda Kdse 2019).

1.8.2. Morfolojik Olarak Apoptozis

Gelismis organizmalarda islevselligini yitirdigi i¢in artik ihtiya¢ olmaktan ¢ikmis
hiicrelerin canli organizma adina minimum zararla ortamdan uzaklastirilmasi apoptozis
ile miimkiin olmaktadir. Bu 6liim mekanizmasi émiir boyu devam eden bir siire¢ oldugu
bilinmektedir (Ciftci 2017). Apoptoz sirasinda ilk olarak hiicre 6liim sinyalini alir. Oliim
sinyali alindiktan sonra hiicrede kromatinler sikisir ve hiicre yavas yavas parcalanmaya
dogru siiriiklenir. Son asamada ise fagositoz gerceklesir ve apoptotik slire¢ tamamlanir

(Coskun ve Ozgiir 2011).

1.8.3. Apoptozisi Nekroz Gibi Diger Oliim Yolaklarindan Ayiran Farklar

Hiicresel diizeyde goriilen baglica 6liim mekanizmalarinin apoptozis veya nekrozis
oldugu bilinmektedir. Apoptozdan farkli olarak hasar yoluyla meydana gelmesi nekrozu
ayr1 bir yere koymaktadir. Nekrozis ayrica 1s1 diizensizligi, ortamin oksijensizligi gibi
kimyasal ve fiziksel faktorlerden de kaynakli meydana gelebilmektedir. Cevresel
faktorlerin haricinde enerjide yasanan ani kayiplar nekrozis adma hiicre zarinda
gecirgenligi onemli Olclide degistirmektedir. Bundan kaynakli olarak hiicrede sigsmeler
goriilebilmekte devaminda ise hiicre zarinda patlamalar meydana gelebilmektedir
(Tsujimoto 2008). Oysa apoptozda fonksiyonelligini kaybetmis yasli, hasarli vb.
durumdaki hiicreler programli bir sekilde oliime siiriiklenmektedir. Bundan sebeple,
apoptozda diger 6lim yolaklarinin aksine o6liim sirasinda diger hiicrelerle olan temas
kaybolmaktadir. Diger hiicrelerle temasin kaybolmasindaki en biiyiik etken 6liim sinyali
alan s6z konusu hiicrenin biizliserek hacmini yariya kadar indirmesi olarak bilinmektedir.
Hacimsel olarak yariya inen bir hiicrede plazma membrani sekilsel degisikliklere

ugramaktadir (Coskun ve Ozgiir 2011).

Apoptoz mekanizmasi gerceklestigi yolak sayisi agisindan intrensek ve ekstrensek olmak

tizere iki ana yolakta meydan gelmektedir. Bu mekanizma; p53, sitokrom-c, kaspazlar,
spesifik iyonlar (Ca* gibi), pro-apoptotikler (Bax, vb.), anti-apoptotikler (Bcl-2, vb.) gibi
bir ¢ok faktor tarafindan regiile edilmektedir (Dingel and Kul 2016).
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1.8.4. Ekstrensek Yolak (Hiicre Disindan Kaynakh Oliim Reseptorleri Yolag)

Gelismekte olan organizmalarda ihtiyag olmaktan c¢ikmis hiicrelerin yok edilmesi,
bagisiklik mekanizmasinin indiiklenmesi ya da uyarilan bagisiklik sistemi aracilifiyla
timoriin elemine edilmesi gibi durumlarda goriilmektedir. Hiicre digindan gelen ve 6liim
sinyallerini tagiyan reseptorler araciligiyla meydana gelen apoptozun bu yolaginda, TNF
(Tiimér Nekroz Faktor) ailesi iiyeleri aktif rol oynamaktadir (Coskun ve Ozgiir 2011). 80
aminoasitlik alt liyelerden olusan TNF reseptor ailesi, 6liim sinyallerinin transferinde
aktif olarak gorev almaktadir. Oliim reseptdrlerine Fas, TNFR ve DR5 yapilarmin
baglanmasiyla trimerik bir yap1t meydana gelmektedir. Trimerik yapidaki ilgili reseptor,
pro-kaspaz ve adaptor roliindeki molekiille birleserek DISC olarak bilinen 6liim sinyal
kompleksini olusturmaktadir. DISC kompleksi, pro-kaspaz 8’in aktiflesmesine zemin
hazirlamaktadir. Aktif pro-kaspaz 8 dogrudan ya da dolayli yollardan kaspaz-3’iin de
aktivasyonunu saglamaktadir.  Aktif hale gelen kaspaz-3, DNA fragmantasyonuna
sebebiyet vermektedir (Andrew G Renehan, Catherine Booth 2019; Tsujimoto 2008).

intrinsik Apoptotik Yolak Ekstrinsik Apoptotik Yolak
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Sekil 1.8. Apoptozis yolaklar1 (Ichim & Tait, 2016)
1.8.5. intrensek Yolak(Mitokondri Aracil yol)

Bu yolak, reseptor sinyal transferinden farkli olarak mitokondri aracili uyaranlar

tarafindan indiiklenmektedir. Hiicre i¢indeki sinyal iletim mekanizmalarinin da
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yardimryla ilgili hiicre 6liime yonlendirilmektedir. Intrensek yolagin dogrudan
uyarilmasini saglayan faktorlerin (toksik maddeler, vb) haricinde dolayli olarak apoptozu
indiikleyen (sitokinler vb.) faktorlerin oldugu da bilinmektedir. Apoptozu dogrudan
uyaran faktorlere pozitif sinyaller, dolayli uyaran faktorlere ise negatif sinyaller
denilmektedir (Ichim and Tait 2016). Bu yolak ayrica apoptozu indiikleyen pro-
apoptotikler ve apoptozu baskilayan anti-apoptotikler tarafindan regiile edilmektedir.
Ornegin; pro-apoptotik proteinlerin énemli bir iiyesi olan Bax, 6liim sinyallerinin hiicre
icine alinmasiyla sitoplazmadan ayrilarak mitokondrinin dis zarina tutunmaktadir. Bax
burada mitokondri permeabilitesini dogrudan regiile edebildiginden dolay1 mitokondriyal
yolagin aktiflesmesini saglayabilmektedir (Agca 2019). Diger taraftan anti-apoptotik bir
protein olan TIGAR ise, glikoliz evresinin negatif bir diizenleyicisi olarak hiicredeki ROS
miktarmin diisiiriilmesinde rol almaktadir. Boylece kanserli bir hiicrenin programli 6liim
yolaklarma siiriiklenmesine engel oldugu bilinmektedir (Poyya et al. 2021). Dolayisiyla
verilen Orneklerden de anlasildigi gibi, pro ve anti-apoptotik proteinlerin varligi ve
ekspresyonlarinin dengesi, hiicrenin kaderi agisindan ¢ok Onemli bir yere sahip
olmaktadir. Intrensek yolakta, dogrudan ya da dolayli olarak 6liim sinyallerinin
alinmasiyla mitokondriyal dis zar gegirgenligi artmakta ve devaminda da mitokondriden
sitoplazmaya sitokrom-c salinimi gergeklesmektedir. Sitoplazmaya ulasan sitokrom-c
burada Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1) ile kompleks olusturmaktadir.
Apaf-1 ve inaktif durumdaki kaspaz-9’un etkilesimi sonucu apoptozom kompleksi
meydana gelmektedir. Apoptozom kompleksinin aktivasyonuyla pro-kaspaz-9
aktifleserek kaspaz-9’u olusturmaktadir. Daha sonra kaspaz-9 da kaspaz-3’iin
aktivasyonunu saglayarak apoptozun indiiklenmesini gerceklestirmektedir (Coskun ve

Ozgiir 2011; Giiltekin, Karaoglu, ve Kiiciikates 2008; Tsujimoto 2008).
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1.10. Coklu la¢ Direnci (MDR; Multi Drug Resistance)

Hiicresel diizeyde gelisen ila¢ direncleri, primer ve sekonder (kazandirilmis ilag direnci)
olarak ikiye ayrilmaktadir. Hi¢ bir ajan uygulanmadan ve hiicrede kendiliginden gelisen
diren¢ primer ilag direnci olarak adlandirilmaktadir. Kazanilmis direng ise herhangi bir
ilagl tedavi sonrasinda meydana gelen veya sonradan spontane bir sekilde kazanilan
diren¢ olarak tanimlanmaktadir. Dolayisiyla, herhangi bir ajanin belirli bir siire
uygulanmast sonucunda ilgili ajana karsi hiicrelerin yap1 ya da etki mekanizmalar ile
gosterdigi dirence ¢oklu ilag direnci (MDR; Multi Drug Resistance) denilmektedir
(Huang et al. 2016). Kanser hiicrelerinde ise MDR’nin gelisimi, bagimsiz ya da bagiml
bir sekilde birlikte c¢alisan molekiiler mekanizmalarla gerceklesmektedir. Bu
mekanizmalara, uygulanan anti-kanser ajanlarinin hiicre disina atilmasinda gorevli
proteinlerin fazla ekspresyonu, DNA tamir mekanizmalarinin aktiflesmesi, apoptoz sinyal
yolaklarinin regiilasyonu, hiicredeki hipoksi ve pH degerleri gibi parametreler 6rnek
verilebilmektedir. Ayrica, MDR gelisiminde p53 geninde goriilen mutasyonlar, Bcl-2
geninin asirt ekspresyonu ve bunun devaminda apoptozun baskilanmasi da o6rnek
verilebilir (Demirel 2009; Selin 2017). Son yillarda kanserli hiicrelerde DNA tamir
repertuarinin manipiilasyonuna yonelik yapilan ¢alismalar ve bu ¢alismalarda kullanilan

PARP inhibitor ajanlarina duyulan ilgi artmaktadir. Ancak, kullanilan PARPi ajanlarina
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kars1 da hiicresel diizeyde bir MDR gelisimi s6z konusu oldugu i¢in, PARPi’lere duyulan
bu ilginin beraberinde tedavide istenmeyen sonuglar noktasinda bazi handikaplar1 da
meydana getirdigi goriilmektedir. Onemli bir PARPi ajam olarak metastatik meme
kanseri tedavilerinde kullanilmak i¢in FDA tarafindan onay alan olaparib de kendisine

kars1 gelisen direngten nasibini almistir (Kakde et al. 2011; Xin et al. 2016).

1.10.1. Olaparib Direnci

Yapilan c¢aligmalarda olaparibe karst hiicresel diizeyde gelisen direngte farkl
mekanizmalarin etkili oldugu rapor edilmistir(Jaspers et al. 2013). Bu mekanizmalardan
bir tanesinin ila¢ akis pompasit roliiyle taninan ve uygulanan ilaglarin hiicre igi
konsantrasyonlarinin azalmasina sebebiyet veren P-glikoprotein (P-gp) oldugu
bilinmektedir. Nitekim, uygulanan ilaglar hiicreye girdikten sonra P-gp ile baglanarak bir
kompleks olusturdugu ve P-gp’nin de ATP enerjisini harcayarak olusan bu kompleksin
hiicre disina atilmasinda etkin rol oynadigi bilinmektedir. Bu sekilde gelisen P-gp kdkenli
MDR’nin asilmasi i¢in uygulanacak anti-kanser ilaglarla entegre bir sekilde P-gp
inhibitorleri de hiicreye verilerek yeni bir tedavi stratejisi gelistirilebilmektedir (Gajan et
al. 2021; Xin et al. 2016). Meme kanseri vakalarinin %40-50’sinde asir1 eksprese oldugu
bilinen P-gp’nin ekspresyonunun baskilanmast MDR’nin agilmasinda 6nemli bir yer
tutmaktadir. Olaparibe kars1 direncin gelismesinde etkili olan bir diger Onemli
mekanizma ise BRCA1 ve BRCA2 genlerinin ekspresyon diizeylerinin diisiik olmasindan
kaynaklandigi bildirilmektedir (Jaspers et al. 2013). Ciinkii tomiir supresor ozellikleriyle
bilinen BRCA1/2 genlerinin mutasyonlu oldugu hiicrelerde PARP inhibisyonuna olan
duyarlik ¢ok daha yiiksek oldugu i¢in bu duyarliliktan faydalanilarak kanserli bir
hiicrenin hiicre siklusu durdurulabilmekte ve apoptoz uyarilabilmektedir. Ayrica,
53BP1’in (p53 baglayic1 protein 1) ekspresyon seviyesinin kaybiyla HR yolaginin
yeniden aktivasyonu da olaparibe karsit MDR gelisiminde etkili oldugu belirtilen bir diger
diren¢ mekanizmasidir (Ordonez, 2014; Cortesi et al., 2021; Santiago-O’Farrill et al.,
2020).

1.11. Paklitaksel

Paklitaksel, yar1 sentetik ve taksan grubundan bir ilag olup pasifik porsuk diye de bilinen

Taxus brevifolia agacindan elde edilmistir. Meme, over, prostat ve mide gibi kanser
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tirlerinde siklikla kullanilan ve genis etki alanina sahip olan antineoplastik ajanlardan
biridir (Barbuti and Chen 2015; Masarogullar1 2010).

Sekil 1.10. Paklitakselin kimyasal formu (Masarogullar1 2010)

Paklitaksel anti-mikrotiibiil 6zelligini barindiran bir ajan oldugu ve bu sebepten dolay1
hiicre dongiisiiniin M fazi {izerinde dogrudan bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir.
Bunun yaninda DNA ve RNA’nin yani sira protein sentezinin inhibisyonunda da rol
oynamaktadir. Bazi caligmalar gostermektedir ki s6z konusu kemoterapétik ajan,
apoptozisi uyarmak i¢in bir takim sinyal molekiilleri ve gen {iriinleri vasitasiyla Bel-2
ailesi tiyelerini fosforile ettigi ve sitotoksisiteyi saglamak igin hiicre dongiistinii G2/M
fazinda durdurdugu rapor edilmistir (Masarogullar1 2010; Saunders et al. 1997; Topgul et
al. 2018). Spesifik olarak, anti-apoptotik proteinlerin (Bcl-2 gibi) ekspresyonunu diistirtip
pro-apoptotik proteinlerin ise (Bax gibi) gen ifadelerini arttirdigi ve béylece apoptozun
uyarilmasinda rol oynadigi belirtilmektedir. Nitekim yapilan c¢aligmalarda da
paklitakselin, Bcl-2 ailesinin iiyelerini fosforile etme suretiyle apoptozis indiiklenmesinde
aktif rol oynadigi kanitlanmistir (Ruvolo et al. 2001). Paklitaksel, metastatik meme
kanseri vakalarinda cok fazla Faz-1l ve Faz-III calismalarinda tekli ya da kombine
tedavilerinde, etkisi ispatlanmis kemotarapotik bir ajan oldugu bildirilmistir
(Masarogullari, 2010).



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

PARP inhibitor olan olaparib Selleckchem (Houston, ABD); kemoterapétik ajan olan
paklitaksel ise Medchem Express (Monmouth Junction, ABD); DMSO (Dimetil
Siilfoksit) Bioshop Canada’dan, DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) ve FBS
(Fetal Bovine Serum) Gibco’dan; penisilin/streptomisin, fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
(PBS) Lonza (Basel, Isvigre) firmasindan temin edildi. Tripan mavisi, tris HCI, tripsin-
EDTA, TEMED (tetrametilendiamin), Commasi Bluemavi boyasi, sodyum asit (NaN3),
luminol, yagsiz siit tozu, ponceau S, fosforik asit (H3PO4), p-kumarik asit,
fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF), benzamidin, hekzan, kloroform, metanol, etanol,
gliserin, gliserol, sodyum dodesil siilfat, bovin serum albiimin (BSA) Sigma Aldrich
firmasindan; hidrojen peroksit (H202), sodyum hidroksit (NaOH), glisin, Tween-20,
bromfenol mavisi, PB-merkaptoetanol, EDTA (etilendiamintetraasetik asit), Merck
firmasindan temin edildi. Hiicre proliferasyon kiti I (MTT) Roche firmasindan temin
edildi. Kitlerle yapilan analizler, iireticilerin protokollerine gore gerceklestirildi. Primer
antikorlardan Bcl-2 (sc-7382, 1:1000-1:5000), GAPDH (#sc-365062, 1:1000-1:5000) ve
TIGAR (#sc-377065, 1:1000-1:5000) Santa Cruz’dan, Bax (#ab-7977, 1:1000-1:5000)
ise Abcam Biotechnology firmasindan satin alinmigtir. Anti-rabbit(#bs-0295G-HRP) ve
anti-mouse(#bs-0295G) antikorlar Bioss firmasindan temin edilmistir. Olaparib ve
paklitaksel stok ¢ozeltileri DMSO iginde hazirlandi ve -80°C dereceye kaldirildu.



2.2. Yontem
2.2.1. Hiicre Kiiltiirii
2.2.1.1. Hiicre Hatlarinin Temini

Meme kanseri hiicre hattt MCF-7, ATCC’den (American Type Culture Collection) satin
alindi. Hiicre kiiltiirii sartlar1 altinda, siirekli seleksiyon metoduyla in vitro olarak
Olaparibe karsi diren¢ kazandirilmis MCF7 hiicre hatti [MCF-7/ PARP Inhibitor
Resistance (PIR)]

2.2.1.2. Hiicre Hatlarinin Cogaltilmasi

-80°C’de bulunan hiicre hatlar1, 37 °C’deki su banyosunda ¢ozdiiriildii ve 25cm?’lik
flasklara ekildi. Her bir flaska 10ml DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s minimal
essential medium) eklendi. Flasklara ekim islemi tamamlanan hiicre hatlar1 37 °C

sicaklik, nem ve %5 CO2 ortaminda inkiibe edildi.

2.2.1.3. Hiicre Hatlarinin Pasajlanmasi

MCF-7 ve MCF-7/PIR hiicrelerinin ¢ogaltildig1 flasklardaki konfiilens %80-90’na
ulastiginda, flasklardaki besiyeri uzaklastirildi. Daha sonra 6lii hiicrelerin uzaklastirilmasi
icin flasklar fosfat tampon soliisyonu(PBS) ile yikandi. Ardindan ylizeye yapisan
hiicrelerin kaldirilmas: i¢in flasklara 1X Tripsin/EDTA (%0.25 trypsin/ 1mM EDTA)
soliisyonu birakildi. Devaminda flasklar 37 °C sicaklik, %5 COz ve nemli inkiibatorde 3-5
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra tripsinin hiicrelere zarar vermesini énlemek
amaciyla flasklara eklenilen tripsin miktarmin 2 kati kadar besiyeri eklendi. Daha sonra
falkon tiiplindeki hiicre 6rnekleri 1200 rpm’de ve 5 dakika boyunca santrifiij edildi.
Ardindan tiiplerdeki siipernatant kismi uzaklastirildi. Pellet kisminda kalan hiicre
yogunluguna uygun miktarda hiicreler besiyeri ile siispanse edildi. Falkondaki her bir
hiicre hattindan 150 pl alinarak flasklara birakildi. Flasklar 10 ml besiyeri ile

tamamlanarak 37 °C sicaklik, %5 CO2 ve nem iceren ortamda inkiibe edildi.
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2.2.1.4. Hiicre Sayimi

Santrifiijjdan sonra siipernatant uzaklastirildi. Falkonda kalan hiicre pelleti iizerine 3ml
besiyeri eklendi ve pipetaj yapildi. Ardindan 100ul hiicre soliisyonundan 100ul de tripan
blue boyasindan alinarak 1,5’luk ependorf tlipii eklendi ve 6rnek iyice pipetaj yapildi.
Hazirlanan ependorftaki soliisyondan thoma lamia 10ul birakildi. Mikroskop altinda
thoma lamindaki kareli alanin i¢inde kalan hiicreler sayildi. Sonucun giivenilirligi i¢in
sayim islemi tekrarlandi. Tiim sayimlarin ortalamasi alinarak toplam hiicre sayisi, toplam
hiicre sayim formiilii ile hesaplandi. 1 ml’de hiicre hesabi {lizerinden 3 ml’deki toplam

hiicre sayis1 belirlendi.

2.2.1.5. Hiicrelerin Hatlarinin Stoklanmasi

Tripsin ile kaldirilan ve ardindan santrifiij edilen hiicrelerin thoma lami ile sayimlari
yapildi. Sayim isleminden sonra her bir hiicre hatti i¢cin ayr1 ayri1 cryo tiipleri
etiketlendirildi ve etiketlendirilen cryo tiiplere sirasiyla 900ul hiicre besiyerinden 100ul
de DMSO eklendi. Hazirlanan cryo tiipler - 80°C’ye kaldirildi.

2.2.2. Direncli Hiicre Hattinin(MCF-7/PIR) Elde Edilmesi

MCF-7 hiicre hattina siirekli seleksiyon metoduyla Olaparib uygulanmasiyla olaparib’e
kars1 direngli MCF-7/PIR hiicreleri elde edildi. MCF-7 hiicrelerinde olaparib’in ICsp
degeri (5.8 uM) belirlendi. ICso degerine gore siirekli seleksiyon metoduyla hiicrelere
uygulandi. Boylece olaparibe karsi direng mekanizmasini kazanmig direngli MCF-7/PIR

hiicre hatt1 elde edildi.

2.2.3. WST-1 (Water Soluble Tetrazolium-1) Analizi

Burada calisma prensibi olarak, hizli bir proliferasyon gegiren hiicrelerin artan
dehidrojenaz enzim aktivitesi ile renksiz bir tuz olan tetrazoliumu kullanarak renkli bir
ara Urin olan formazona (mor) doniisimiinii saglamak ve meydana gelen renk
degisimlerini ELISA veya spektrofotometre ile absorbanslarini dlgmeye dayali bir test
teknigidir. WST-1 ise, radyoaktif bir 6zellige sahip olmadig: i¢in spektrofotometre ile

hiicrelerin proliferasyon ve canlilik miktarinin belirlenmesi amaciyla kullanilan bir
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reaktiftir (Tokur ve Aksoy 2017). Hiicreler DMEM besi yerlerinde %5 CO2, 37°C
sicaklik ve nem igeren inkiibatorde ¢ogaltildi. Daha sonra 96’11 hiicre kiiltiir kaplarindaki
her kuyucuga ekilecek hiicre miktar1 optimize edildi. Olaparib ve paklitakselin MCF-7 ve
MCF-7/PIR hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkilerinin 6l¢iilmesi i¢in WST-1"1n kit
protokoliine uygun hiicre ekimleri yapildi. Bu dogrultuda her iki hiicre hattindan da her
kuyucuga 3x10° hiicre gelecek sekilde 96’11 kiiltiir kabina ekim yapildi. Ardindan gece
boyunca inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin yilizeye yapigsmasi saglandi. 24 saatin
ardindan hiicre hatlarina belirlenen konsantrasyonlarda olaparib (1, 2.5, 5, 10, 100uM) ve
paklitaksel (0.01, 0.2, 0.5, 1, 5nM) ilag¢ tedavileri yapildi. 48 saat siirecek tedavi igin
ornekler tekrar inkiibatorde bekletildi. Tedavi siiresi dolduktan sonra kit protokoliine gore
kuyucuklara 10ul WST-1 ilave edildi. 3 saat inkiibasyonun ardindan 490nm’de ELISA

cihazi ile 6l¢tim alinda.

Yo Canlilik llagli Kuyucuklarin Absorbans Ortalamast % 100
oL ANt = Pozitif Kontrol Kuyucuklarimin Absorbans Ortalamast

2.2.4. Koloni Sag-Kahm (Klonojenik) Analizi

Koloni sag-kalim yontemi, sSitotoksik ajanlarin uygulanmasiyla hiicrelerin koloni
meydana getirme potansiyeli lizerindeki etkilerini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilmaktadir
(Rafehi et al. 2011). MCF-7 ve MCF-7/PIR hiicrelerinin proliferasyon hizlari goz
oniinde bulundurularak 6’l1 hiicre kiiltiir kaplarina ve her kuyuya 750 hiicre gelecek
sekilde ekimleri yapildi. Ekim yapildiktan sonra 24 saat boyunca %5 CO2 inkiibatorde 37
°C’de hiicreler inkiibe edildi. Ardindan 2.5, 5, 10uM AZD2281 ve 1, 10, 100nM
Paklitaksel ile tedaviler yapildi. Daha sonra 6rnekler 48 saat siire ile tekrar inkiibe edildi.
48 saatin sonunda tedavi sonlandirildi ve kuyucuklara temiz medium birakildi. 10-14 giin
boyunca hiicreler inkiibasyona birakilarak koloni olusum siirecleri ve hizlar1 takip edildi.
Kolonilerde beklenilen biiyiikliikler elde edilinceye kadar siire¢ boyunca 2-3 giinde bir
hiicrelerin besiyerleri tazelendi. Koloni yogunluklar1 beklenilen seviyeye geldikten sonra
deneyi sonlandirmak i¢in kuyucuklardaki medium oda sicakliginda aspire edildi.
Ardindan her kuyucuga 2 ml asetik asit ve metanol ¢ozeltisi (3:1) ilave edildi. 10 dk’lik
bir beklemeden sonra kuyucuklardaki sivi kisim aspire edildi. Daha sonra her kuyucuga 3

ml kristal viyole (100:0,5) birakildiktan sonra 15 dk beklendi. 15 dk’lik bir beklemenin
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ardindan 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplar1 dikkatli bir sekilde yikanarak boyanin da
aspirasyonu saglandi. Yikama isleminden sonra hiicre kiiltiir kaplar1 oda sicakliginda
gece boyunca kurumasi i¢in bekletildi. 6’I1 hiicre kiiltiir kaplar1 bilgisayar ortaminda
taratilip kayit altina alindi. Son olarak kuyucuklardaki 50 ve daha fazla hiicrelerin
olusturdugu koloniler sayilarak kolonilerin yer kaplama, hayatta kalma gibi fraksiyonlari

degerlendirildi.

2.2.5. Wound Healing (Yara lyilesmesi) Deneyi

Yara iyilesmesi deneyi ile hiicre polarizasyonunun yani sira degisken kiiltiir sartlarinda
hiicrelerin proliferasyon ve go¢ etme (migrasyon) hizlarinin analiz edilmesi
amaglanmaktadir. Bu yontem ile ekilen hiicreler tek katmanli olarak istenilen konfulense
ulastiktan sonra yara alani olusturulmakta ve olusturulan yara alani agikliginin zamana
baglh olarak kapanmasi mikroskop yardimiyla goriintilenmektedir. Buradaki yara
alaninin kapanma siiresi; kullanilan hiicre hattina, hiicrenin i¢inde bulundugu kiiltiir
kosullarina ve yara alaninin genisligine gore degiskenlik gostermektedir (Liang et al.

2007).

Ik olarak, 24 kuyulu kiiltiir kabinda her kuyucuga 5x10* hiicre gelecek sekilde MCF-
7/PIR hiicre hattinin ekimi yapildi. Ekim yapildiktan sonra hiicreler istenilen konfulense
ulagsmalari i¢in iki giin inkiibe edildi. Ardindan farkli dozlarda olaparib 0.2, 0.5, 1, 5,
10uM), paklitaksel (1, 2, 4, 6, 8nM) daha sonra da olaparibin iki dozu (5, 10uM) ile
paklitakselin tiim dozlar1 kombine edilerek tedaviler yapildi. Yapilan tedavilerle es
zamanl olarak kuyucuklardaki zemin steril ve ince bir pipet ucu yardimiyla dikkatli bir
sekilde kuyunun capr boyunca c¢izildi. Burada migrasyon ve proliferasyon testi i¢in
cizilen zeminin diizgiin ve tek yone olmasina dikkat edildi. Tedavi ve ¢izim islemlerinin
hemen devaminda hiicrelerin ilk (0. saat) goriintiileri daha sonra ise sirasiyla 6, 24, 48, 72

ve 96. saat goriintiileri inverted mikroskop ile ¢ekildi.
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2.2.6. Akridin Oranj — Etidyum Bromiir Boyama Deneyi

Akridin oranj - etidyum bromiir boyama deneyi ile ilgili hiicrenin apoptotik siireci
hakkinda bilgi elde edilebilmektedir. Deneyde kullanilan akridin oranj boyasi, vital bir
boya oldugu i¢in canli hiicrelerin DNA’sina baglanarak yesil renk vermektedir. Non-vital
bir boya olan etidyum bromiir ise 0lii veya nekrotik hiicrelerin g¢eperlerine baglanip
kirmizi renginde goriilebilmektedir. Ayni zamanda deneyde hiicrelerin morfolojik
degisimleri ve yesil-kirmiz1 arasindaki renk diyagramlari analiz edilerek hiicrelerin erken
veya gec apoptotik siiregleri hakkinda yorum yapilabilmektedir (Shakeri et al. 2019).
Yeteri yogunluga sahip olan MCF-7 ve MCF-7/PIR hiicre hatlar1 ekim i¢in toplandu.
Hiicre hatlarmin proliferasyon hizlar1 géz 6niinde bulundurularak 6’11 hiicre kiiltiir
kaplarinda her kuyucuga 1x10° sayida hiicre gelecek sekilde ekim yapildi. Ekim
yapildiktan sonra 24 saat boyunca %5 CO2 inkiibatoriinde 37 °C’de hiicreler inkiibe
edildi. Ardindan, farkli dozlarda olaparib (0.2, 0.5, 1, 5, 10uM) ile hem MCF -7 hem de
MCF-7/PIR hiicre hattinin tedavisi yapildi. Aym sekilde ve yine ayni doz
kombinasyonlariyla MCF -7 ve MCF-7/PIR hiicre hatlar1 Paklitaksel ile (0.2, 0.5, 1, 5,
10nM) de tedavi edildi. iki hiicre hattinda da farkli dozlarda Olaparib ve Paklitaksel ile
ayr1 ayn tedaviler yapildiktan sonra, bir baska 6’11 hiicre kiiltiir kabinda s6z konusu
ilaglarm  kombinasyonlar1  (1nM-Pak+10uM-Olp,  2nM-Pak+10uM-Olp, 4nM-
Pak+10uM-Olp, 6nM-Pak+10uM-Olp, 8nM-Pak+10uM-Olp) ile diren¢ kazandirilmis
olan MCF-7/PIR hiicre hatt1 tedavi edildi. Daha sonra 48 saat siire ile ornekler tekrar
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan deneyin sonu¢ alma asamasi i¢in hiicreler kiiltiir
kaplarindaki kuyucuklardan dikkatli bir sekilde toplanarak etiketlendirilen ependorf
tiiplerine transfer edildi. Daha sonra, 4°C sicaklikta, 2500 rpm’de ve 10 dk. siire ile
ornekler santrifiij edildi. Santrifiijden sonra ependroflardaki siipernatant kisim dikkatli bir
sekilde aspire edildi. Devaminda ependorflara sirasiyla 50ul PBS birakildi. Ardindan,
akridin oranj ve etidyum bromiir (1:1) boyalar1 hazirlandi. Daha sonra, dozlara gore
etiketlendirilen lamlarin iizerine sirastyla 30ul ependorflardaki hiicre 6rneginden ve 10ul
de hazirlanan boyadan birakildi. Devaminda, lamlarin iizerindeki 6rnekler tagsmayacak
sekilde lamellerle kapatildi ve boyanin canli veya 6lii hiicrelere niifus edebilmesi igin
ornekler 10 dk karanlik bir ortamda inkiibe edildi. Beklemenin ardindan goriintii almak
icin Ornekler sirasiyla floresan-inverted mikroskop altina alindi ve sonuglar

degerlendirilmek iizere kayit edildi.
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2.2.7. Western Blot Yontemi

Western blot ile poliakrilamid jelde kosturulan protein Grneklerinin destek membrana
aktarilmast ve buradaki Orneklerin immiinolojik yOntemlerle belirlenmesi esasina

dayanmaktadir (Ustuner 2010).

2.2.7.1 Protein izolasyonu

MCF-7/PIR hiicre hattina 48 saat boyunca 1nM Paklitaksel, 10uM Olaparib ve ikisinin
kombinasyonu (1nM Paklitaksel + 10uM Olaparib) tedavi dozlar1 uygulandi. Protein
izolasyonu igin 6 cm’lik hiicre kiiltiir kaplarina 3x10° sayida olacak sekilde ekilen
hiicrelerin tedavi inkiibasyon siiresinin ardindan kiiltiir kaplarindaki besi ortamlar1 aspire
edildi. Daha sonra 6 cm’lik hiicre kiiltiir kabinin her biri 1 ml soguk ile PBS yikandiktan
sonra hiicreler kaziyic1 yardimiyla dikkatli bir sekilde toplandi. Toplanan hiicreler 1,5
ml’lik ependorf tiiplerine birakilip etiketlendirildi. Etiketlenen 6rnekler devaminda 4°C
sicaklikta, 6600 rpm’de ve 10 dk boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
ependorflardaki Orneklerin pellet kismi alindi ve Proteaz inhibitorleri (Leopeptin,
Benzamidin, DDT, PMSF) ile liziz buffer (1:1000) hazirlandi. Ardindan hazirlanan liziz
bufferdan pellet kismi alinan ependorflardaki drneklerin tizerine 250uL birakildi ve daha
sonra hiicrede protein disinda geriye kalan yapilarin pargalanmasi i¢in enjektor
yardimiyla pipetaj yapildi. Pipetaji yapilan ornekler buz dolu kiivetin icinde 50 dk
bekletildikten sonra ikinci bir pipetaj daha yapild1 ve ornekler 10 dk boyunca tekrar
buzun iginde bekletildi. Daha sonra orneklere 4°C sicaklikta, 14000 rpm’de ve 10 dk siire
ile ikinci bir santrifiij daha yapildi. Santrifiijiin ardindan 6rneklerin siipernatant kisimlari
almarak etiketlendirilen yeni ependorf tiiplerine alindi. Tiim islemler buz dolu kiivetin
iizerinde yapildi. Bu iglemlere paralel olarak Commesie blue (4:1) boyas1 hazirlandi ve
spektrofotometre tiiplerine 1’er ml birakildi. Daha sonra spektrofotometre tiiplerine
orneklerden 5’er uLL birakildi ve spektrofotometrede dlgiimler alindi. Spektrofotometrede
alman protein konsantrasyon degerlerine gore oOrneklerden jele yiikleme miktarlar
hesaplandi. Daha sonra ependorf tiiplerinde olan 6rnekler Laemli Sample Buffer (4:1) ile
tamamlanarak proteinlerin primer hallerini elde etmek icin 96°C’de ve 5dk siire ile
denatiirasyonlar1 saglandi. Thermomixerde denatiirasyonlari tamamlanan ornekler 2-3

dakika oda sicakliginda sogutulduktan sonraki islem i¢in +4°C’ye kaldirildi.
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2.2.7.2. Jel Hazirlama

Kaset hazirland1 ve yerlestirildi. Saf su kullanilarak kasette sizint1 olup olmadigi kontrol
edildi. 50°’lik falkon tiipiinde separating jel bilesenleri (H20, %30 akrilamid mix,1.5M
Tris, %10 SDS,%10APS, TEMED) hazirlandi. Separating jel kasete dokiildiikten sonra
jelin st kismi propanol ile tamamlandi. Oda sicakliginda jelin donmasi beklendi.
Propanol ile separating jelin seviyesi sabitlenip donmasi gergeklestikten sonra Jelde
orneklerin yilikleme yerinin tayin edilmesi i¢in dikkatli bir sekilde tarak yerlestirildi. Daha
sonra stacking jel (H20, %30 akrilamid mix,1.5M Tris, %10 SDS,%10APS, TEMED)
hazirland1 ve kasetin geri kalan kismi stacking jel ile dolduruldu. Jelin polimerlesmesi

icin beklendi.

2.2.7.3. Ornekleri Yiikleme

Spektrofotometrede proteinlerin alinan konsantrasyon degerlerine gére orneklerden jele
yiiklenecek miktarlar hesaplandi. Daha sonra Mini-PROTEAN® cihazi ile yiiklemeye
gore uygun biyiiklikte hazirlanmig SDS-PAGE (%12-15)(Sodyum Dodesil Siilfat
Poliakrilamit Jel Elektroforezi) jel kaseti (Bio-Rad, ABD) elektroforez tankina konuldu.
Elektroforez tanki taze hazirlanan 1X Running buffer ile uygun seviyeye kadar dolduktan
sonra dikkatli bir sekilde jeldeki tarak c¢ikarildi. Kuyucuklarin diizgin ve kirli
olmadigindan emin olduktan sonra sample buffer, marker ve Orneklerin sirasiyla
yiiklemeleri hesaplanan Olglim degerlerine gore yapildi. Yiikleme isleminden sonra
elektroforez cihazi gii¢ kaynagina baglandi ve 6rnekler 20mA’de yaklasik 2 saat siire ile
yuriitiildii. Protein 6rneklerinin molekiiler agirliklarina bagli olarak bantlarin agilmasi igin

markerlar jelin altindan akmaya yakin elektroforez durduruldu.

2.2.7.4. Transfer islemi

Elektroforez asamas1 tamamlandiktan sonra transfer islemi 1slak sekilde yapilacagi icin
kurutma ve filtre kagidi 1X transfer buffer ile membran ise menatol ile islatildi.
Elektroforez islemi bitince tanktan cikarilan kaset acgildi ve kasetteki jel dikkatli bir
sekilde cikarildi. Elde edilen jel, siinger/filtre kagidi/jel/membran/filtre kagidi/siinger
seklinde hazirlanan sandvi¢ kasetine yerlestirildi. Hazirlanan sandvi¢ da elektroforez

tankina kutuplaria dikkat edilerek yerlestirildi. Sandvi¢ hazirlanirken membran ile jel
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arasinda hava kabarciginin kalmamasma 6zen gosterildi. Transfer isleminin saglig
acisindan elektroforez tankinin icerisine hacme gore 1-2 buz poseti birakildi. Ardindan
+4°C’de bekletilen soguk 1X transfer buffer dikkatli bir sekilde elektroforez tankinin
igerisine sandvici kaplayacak sekilde dokiildii. Protein 6rneklerinin 220mA’de 2 saat siire
ile yiiritilerek jelden poliviniliden difloriir (PVDF) membranina dogru transferi
gerceklestirildi. Transfer tamamlandiktan sonra islemin basarisin1 kontrol etmek igin
transferde elde edilen membran Ponceau S soliisyonu ile yaklasik 10 dakika muamele
edildi. Proteinlerin(bant) goriintiileri membranda elde edildikten sonra membran ilk 6nce
distile su ile devaminda ise %0.1’lik hazirlanan Tween 20’li 1X TBS-T (+ 900 pl dH20
+ 100 puL TBS + 2ml Tween 20) tamponuyla yikandi ve bloklama islemine hazir hale
getirildi.

2.2.7.5. Bloklama islemi

Transfer sonrasi elde edilen membran (50 mM Tris, 150 mM NaCl,% 0.5 Tween-20, pH
7.5) iginde hazirlanan% 5 yagsiz siit ile 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

Ardindan membran 5dk/5kez TBS-T tamponu ile yikandi.

2.2.7.6. Primer (Birincil) Antikor ile Inkiibasyon islemi

Hazirlanan membran, bloklama ¢o6zeltisi i¢inde farkli oranlarda diliie edilmis ve HR,
MDR gibi yolaklarla iliskili anti-mouse TIGAR (#sc-377065, 1:1000), anti-mouse
GAPDH (#sc-365062, 1:1000), anti-rabbit Bax (#ab-7977, 1:1000) ve anti-mouse Bcl-2
(#sc-7382, 1:1000) ile +4°C’de ¢alkalayic1 (25rpm) bir zemin {izerinde bir gece siire
boyunca primer antikorda inkiibe edildi. Ertesi giin alinan membran 5dk/5kez TBS-T ile
yikandi.

2.2.7.7. Sekonder (ikincil) Antikor ile inkiibasyon Islemi

Birincil antikor ile inkiibe edildikten sonra membran, yine bloklama ¢ozeltisi igerisinde
farkli oranlarda diliie edilmis Anti-Rabbit 1gG (#bs-0995G, HRP, 1:5000) ve Anti-Mouse
IgG (#bs-0295G, HRP, 1:5000) sekonder antikorda 1 saat siire ile oda sicakliginda inkiibe

edildi. Siirenin sonunda alinan membran 5dk/5kez TBS-T ile yikandi.
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2.2.7.8.Goriintilleme

Isaretlenmis olan proteinlerin goriintiilenip analizlenmesi amaciyla membran, oran olarak
1:1 seklinde hazirlanan A-B soliisyonu (kemiliiminesan soliisyonlari) ile yaklasik 2
dakika boyunca muamele edildikten sonra membrandan X-Ray cihazi ile goriintiiler filme
aktarildi. Bantlarin yogunluklar1 Image-] programi ile analiz edildi ve sonuglar

kullanilmak tizere kayit altina alind.

2.2.8. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi AnovaTukey ile degerlendirildi. Gruplar arasi farkliliklar, *

p<0.05; ** p<0.01 ve ***p<0.001 seklinde gosterilmistir.



3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Direncli MCF-7/PIR Hiicrelerinin Elde Edilmesi

MCF-7 hiicre hattina diizenli olarak AZD-2281 uygulanmasiyla AZD-2281’e¢ karsi
direngli MCF-7/PIR hiicreleri elde edildi. MCF-7/PIR hiicrelerinde AZD-2281’in ICso
degeri 5.8 olarak belirlendi. ICso degerine gore belirlenen doz araliklari hiicrelere
uygulandi. En diisiik doz konsantrasyonundan baglayarak adim adim doz artirildt ve
direngli hiicreler elde edildi. Hiicreler direng¢ kazanirken belirli periyotlarda inverted
mikroskop altinda gekilen goriintiilerinde morfolojik yapilarinin da doza paralel olarak

PR

degistigi gozlemlendi (Sekil 3.1).
o \/ \/ \/ \/
G- T

-

MCF-7 MCF-7/PIR

MCE-7 hiicreleri @ AzD-2281’e direngli MCF-7 hiicreleri

Sekil 3.1. (A) MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda, adim adim AZD-2281(Olaparib) kullanilarak AZD-
2281’e direngli MCF-7/PIR hiicrelerinin elde edilmesi. (B) normal MCF-7 ve AZD-2281’¢ direngli MCF-
7/PIR hiicrelerinin morfolojik goriintiileri (20X)
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3.2. Hiicre Hatlarina Ilaclarin Tekli Uygulanmasiyla (Monoterapi) Elde Edilen
Sonuclar;

Normal MCF-7 hiicre hatt1 ile direng¢ kazandirdigimiz MCF-7/PIR hiicre hatlari tekli
olaparib ve tekli paklitaksel ile tedavi edildi. Uygulanan iki ajanin da zamana ve doza

bagli hiicre hatlarina olan etkileri karsilastirilarak apoptotik siirecleri incelendi.

3.2.1. Hiicre Canhhgmin WST-1 (Water Soluble Tetrazolium-1) Yontemiyle
Belirlenmesi

Hiicre canliligin1 belirlemek amaciyla, WST-1 kiti {iretici firmanin gelistirdigi protokol

uygulanarak gerceklestirildi (bkz. 2.2.3).

3.2.1.1. Farkh Dozlarda MCF-7 ve MCF-7/PIR Hiicrelerine Uygulanan Olaparibin
Hiicre Canlihg1 Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

MCF-7 hiicreleri olaparib ile tedavi edildiginde herhangi bir direng durumu s6z konusu
olmadig1 icin tedavide kullanilan doz miktart artik¢a hiicre canliliginda gézle goriiliir bir
farkin meydana geldigi goriildii. MCF-7/PIR hiicreleri ayn1 dozlarda olaparib ile tedavi
edildiginde ICsg degerinin altindaki dozlarda direngten kaynakli olarak hiicre canliliginda
anlamli bir farkin olmadig1 ancak ICso degerinin tistiindeki dozlarda ise normal hiicrelerle
karsilagtirildiginda anlamli bir farkin meydana geldigi gézlemlendi. Direngli hiicreye
olaparib uygulandiginda ICso degerine kadar hiicre proliferasyonunda anlamli bir degisim
olmadig1 halde s6z konusu degerin iistiindeki dozlarda hiicre proliferasyonunda ciddi bir

azalmanin oldugu goriildii (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. MCF-7 ve MCF-7/PIR hiicrelerine farkli dozlarda uygulanan olaparibin hiicre canlilig1 {izerine
etkisi
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3.2.12. Farkh Dozlarda MCF-7 ve MCF-7/PIR Hiicrelerine Uygulanan
Paklitakselin Hiicre Canhilhig Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

MCF-7 ve MCF-7/PIR hiicreleri paklitaksel ile tedavi edildiginde her iki hiicre hattinda
da paklitaksele kars1 herhangi bir diren¢g durumu olmadigi i¢in doz bagimli olarak hiicre
canliliginda bir azalmanin oldugu gézlemlendi. Ancak hiicre canliliinda meydana gelen
bu degisimin normal ve direngli hiicre hatlarim1 karsilastirdigimizda istatistiksel olarak

anlamli bir fark olmadigi tespit edildi (Sekil 3.3).

| |
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Sekil 3.3. MCF-7 ve MCF-7/PIR hiicrelerine farkli dozlarda uygulanan paklitakselin hiicre canlilig iizerine
etkisi

3.2.2. Koloni Sag-Kalim Deney Sonuglari

Koloni sag-kalim yonteminde farkli kemoterapotik ve  sitotoksik ajanlarin
uygulanmastyla hiicrelerin koloni meydana getirme potansiyeli iizerindeki etkilerini

ortaya ¢ikarmak amaclandi.

3.2.2.1. Olaparibin MCF-7 ve MCF-7/PIR Hiicre Hatlarimin Farkh Sayida Ekilen
Koloni Sag-Kalim Formasyonu Uzerine Olan Etkisinin Belirlenmesi

MCF-7 ve MCF-7/PIR hiicre hatlarindan 6’11 hiicre kiiltiir kaplarindaki her kuyucuga 750
sayida hiicre ekimi yapild1 (Sekil 3.4).
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Kontrol 2.5pM Olp 5uM Olp 10 uM Olp

e

Sekil 11. MCF-7 ve MCF-7/PIR hiicre hatlarma farkli dozlarda uygulanan olaparibin (2.5, 5, 10 uM) 48
saatlik tedavisi sonras hiicrelerin sag-kalimi iizerine etkisi

MCF-7

MCF-7/PIR

3.2.2.2. Paklitaksel’in MCF-7 ve MCF-7/PIR Hiicre Hatlarinin Farkli Sayida Ekilen
Koloni Sag-Kalim Formasyonu Uzerine Olan Etkisinin Belirlenmesi

MCF-7 - MCF-7/PIR hiicre hatlarindan 750 sayida iki farkli 6’11 kiiltiir kaplarina ekilen
hiicreler paklitaksel ile tedavi edildi. Tedavide kullanilan paklitaksele yonelik bir direng
durumu olmadigindan dolay1 artan dozlara paralel olarak hiicre sag-kalim koloni

sayisinin azalmasinda anlamli bir farkin meydana geldigi gozlemlendi (Sekil 3.5).
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Kontrol 1 nM Pac 10 nM Pac

MCF-7

Sekil 3.5. MCF-7 ve MCF-7/PIR hiicre hatlarina ve farkli dozlarda uygulanan paklitakselin (1, 10 nM) 48
saatlik tedavisi sonras hiicrelerin sag-kalimi iizerine etkisi

MCF-7/PIR

3.2.3. Wound Healing (Yara Iyilesmesi) Deneyi Sonuclar1

Wound healing ile yara iyilesme alanindaki MCF-7/PIR hiicre hattinin proliferasyon ve

gb¢ etme (migrasyon) hizi analiz edildi.

3.2.3.1. Olaparibin Yara Iyilesmesi Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

Olaparibin MCF-7/PIR hiicre hattinin migrasyon ve proliferasyon yetenekleri tizerindeki
etkisinin arastirilmasi i¢in yapilan yara iyilesmesi analizi sonucunda, ayri ayr1 her deney
kuyucuklarinda yara iyilesme ¢izgileri (alani) ¢izildikten 96 saat sonra yara iyilesme

alanlarinin degerlendirilmesi yapildi (Sekil 3.6).



43

Sekil 3.6. MCF-7/PIR hiicre hattindan (5x104 hiicre) ekildikten sonra Olaparib ile tedavi edilen hiicrelerin
zamana ve doza bagli wound healing (yara iyilesmesi) goriintiileri (0., 24., 48., 72., 96. saat goriintiileri)

3.2.3.2. Paklitakselin Yara Iyilesmesi Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

Paklitakselin MCF-7/PIR hiicre hattinin migrasyon ve proliferasyon yetenekleri
tizerindeki etkisinin arastirilmasi i¢in yapilan yara iyilesmesi analizi yapildi. Bir 6nceki
deney setinde de oldugu gibi 96 saat sonra kontrol gurubundaki yara iyilesme alani
kapandigindan deney sonlandirildi. Deney sonunda Paklitakselin MCF-7/PIR hiicre
hattinda doz konsantrasyonuna bagli olarak anlamli bir sekilde hem proliferasyon hem de
migrasyon yeteneklerinde azalisa sebep oldugu gdzlemlendi. Ilgili antineoplastik ilaca
kars1 bir direng s6z konusu olmadigi i¢in yara iyilesme hizindaki azalma ayni hiicre
hattina ve ayn1 tedavi siiresiyle uygulanan AZD2281 re nazaran daha anlamli bir sekilde
gbzlemlendi. Ancak kapanan kontrol grubuyla karsilastirildiginda iyilesme hizinda yine
de istenilen diizeyde bir azalmanin olmadig1 ve netice itibariyle yaranin kontrol gurubu

disindaki doz gruplarinda az da olsa kapanmaya basladigi sonucuna varildi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. MCF-7/PIR hiicre hattindan (5x104 hiicre) ekildikten sonra Paklitaksel ile tedavi edilen
hiicrelerin zamana ve doza bagli wound healing (yara iyilesmesi) goriintiileri(0., 24., 48., 72., 96. saat
goriintiileri)

3.2.4. Akridin Oranj — Etidyum Bromiir Boyama Deneyi Sonuclar:

Bu deney seti ile kullanilan boyalarin vital-nonvital 6zelliklerinden yararlanarak ilgili
hiicrelerin 6lii veya canli siiregleri hakkinda analizler yapildi. Ayrica renk diyagramlarina

gore hiicrelerin erken veya geg apoptotik evreleri de degerlendirildi (Shakeri et al. 2019).

3.2.4.1. Uygulanan Olaparibin Akridin Oranj-Etidyum Bromiir Deneyi ile MCF-7
ve MCF-7/PIR Hiicre Hatlarinda Apoptotik Siireglerin Belirlenmesi

MCF-7 ve MCF-7/PIR hiicre hatlarindan ekim yapildi. 24 saatlik inkiibasyon siiresinin
ardindan her iki hiicre hatt1 da farkli dozlarda olaparib ile tedavi edildi. Ornekler
tekrardan 48 saatlik bir inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan 6rnekler

hazirlanarak inverted mikroskop goriintiiler ¢ekildi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Sadece olaparibin ayni doz konsantrasyonlartyla(0.2, 0.5, 1, 5 ve 10 uM) tedavi edilen MCF-7 ve
MCF- 7/PIR hiicre hatlarinin apoptotik siireglerinin akridin oranj—etidyum bromiir deneyi ile
goriintiilenmesi

MCF-7

MCF-7/PIR

3.2.4.2. Uygulanan Paklitakselin Akridin Oranj-Etidyum Bromiir Deneyi ile MCF-7
ve MCF-7/PIR Hiicre Hatlarinda Apoptotik Siireclerin Belirlenmesi

MCF-7 ve MCF-7/PIR hiicre hatlarindan ekim yapildi. 24 saatlik inkiibasyon siiresinin
ardindan her iki hiicre hatti da farkli dozlarda paklitaksel ile tedavi edildi. Ornekler
tekrardan 48 saatlik bir inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan &rnekler

hazirlanarak inverted mikroskop goriintiiler ¢ekildi (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Sadece paklitakselin ayni1 doz konsantrasyonlariyla (0.2, 0.5, 1, 5 ve 10 nM) tedavi edilen MCF-7
ve MCF- 7/PIR hiicre hatlarmin apoptotik siireclerinin akridin oranj—etidyum bromiir deneyi ile
goriintiilenmesi

MCF-7

MCF-7/PIR

3.2.5. Western Blot Deneyi Sonuclari

Western blot yontemi ile hiicrelerdeki protein eskpresyon diizeylerinin belirlenmesi

calisildi.

3.2.5.1. MCF-7 ve MCF-7/PIR Hiicre Hatlarinin ilac ile Tedavi Edilmeden Once
Western Blot Yontemi Ile Apoptotik Siireglerinin Belirlenmesi

Pro-apoptotik bir protein olan Bax’in bant yogunlugundaki degisimi GAPDH ile
karsilagtirdigimizda herhangi bir ilag tedavisi yapilmadigi icin MCF-7 ve MCF-7/PIR
hiicre hatlarinda anlamli bir degisimin olmadig: dolayisiyla Bax’in eskpresyon diizeyinin
ayni seviyelerde seyrettigi goriildi. Anti-apoptotik (Bcl-2, TIGAR) proteinlerdeki
ekspresyon diizeylerine bakildiginda ise normal hiicreye oranla ozellikle direncgli
MCF7/PIR hiicrelerinde anlamli bir artisin oldugu dolayisiyla da beklenildigi gibi ilgili
hiicrenin apoptoza gitme konusunda bir direng¢ sergiledigi gozlemlendi. Ayni sekilde
apoptozun intrinsik (igsel) yolaginda 6nemli bir rol istlendiginden dolayr hiicrenin

apoptotik stireci hakkinda bilgi edindigimiz Cas-3 proteinini incelendiginde ise bant
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yogunlugunun normal hiicreye kiyasla direngli hiicrede daha fazla oldugu goézlemlendi

(Sekil 3.10).

MCF-7 MCF-7/PIR
26 kDa Bax
30 kDa TIGAR
34 kDa Kaspaz-3
51 kDa Bcl-2
37 kDa GAPDH

Sekil 3.10. MCF-7 ve MCF-7/PIR hiicre hatlarinin ilag ile tedavi edilmeden 6nceki pro-apoptotik ve anti-
apoptotik protein degerlerinin western blot yontemi ile analizi

3.3. Hiicre Hatlarna ilaclarin Birlikte Uygulanmasiyla(Kombinatif Tedavi) Elde
Edilen Sonuglar;

Normal MCF-7 hiicre hatt1 ile diren¢ kazandirdigimiz MCF-7/PIR hiicre hatlart her iki
ilacin birlikte uygulanmasi (kombinasyon) ile tedavi edildi. Uygulanan iki ajanin da
zamana ve doza bagli hiicre hatlarina olan etkileri karsilastirilarak apoptotik siiregleri

incelendi.

3.3.1. 5uM Olaparib ile Farkh Dozlardaki Paklitaksel Kombinasyonunun Yara
lyilesmesi Uzerinde Etkisinin Belirlenmesi

Yara iyilesme ¢izgileri (alani) ¢izildikten 96 saat sonra kontrol gurubundaki yara iyilesme
alan1 kapandigi i¢in deney sonlandirildi. Olaparibin sabit dozu ile paklitakselin farkli doz
(1, 2, 6, 8nM) kombinasyonlariyla tedavi edilen MCF-7/PIR hiicre hattinda kombine
edilen doz konsantrasyonlarina bagli olarak anlamli bir sekilde migrasyon yeteneginde

¢ok ciddi bir azalmanin oldugu gézlemlendi (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. MCF-7/PIR hiicre hattindan (5x104 hiicre) ekildikten sonra 5uM Olaparib + farkli dozlarda
Paklitaksel(kombinasyon tedavi) ile tedavi edilen hiicrelerin zamana ve doza bagli wound healing (yara
iyilesmesi) goriintiileri (0., 24., 48., 72., 96. saat gortintiileri)

3.3.2. 10 pM Olaparib ile Farkh Dozlardaki Paklitaksel Kombinasyonunun Yara
Iyilesmesi Uzerinde Etkisinin Belirlenmesi

Sonu¢ olarak, kombinasyon tedavisiyle MCF-7/PIR hiicre hattina uygulanan doz
konsantrasyonuna bagli olarak hiicrelerin migrasyon (yara iyilesme) hizindaki azalmayla
beraber migrasyon mesafesindeki (yarali alan) artisin da anlamli bir sekilde seyrettigi
gozlemlenmistir. Bdoylelikle, ilgili hiicre hattinda doza baghh olarak migrasyon
yetenegindeki degisimler diger deney setlerinde elde edilen sonuglar ile paralellik
gosterdigi  goriilmektedir. Kombinasyon tedavisinin  ozellikle yiiksek doz
konsantrasyonlarina dogru yara iyilesme hizinda anlamli bir sekilde azalmanin oldugu ve
dolayistyla da olaparibe karsi gelisen ilag direncinin asilmaya baslandigi

gozlemlenmektedir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. MCF-7/PIR hiicre hattindan (5x104 hiicre) ekildikten sonra 10uM Olaparib + farkli dozlarda
Paklitaksel(kombinasyon tedavi) ile tedavi edilen hiicrelerin zamana ve doza bagli wound healing (yara
iyilesmesi) goriintiileri (0., 24., 48., 72., 96. saat goriintiileri)

3.3.3. Farkh Dozlarda Uygulanan Olaparib, Paklitaksel ve Ikisinin
Kombinasyonlariyla Tedavi Edilen MCF-7 ve MCF-7/PIR Hiicre Hatlarinin
Akridin Oranj-Etidyum Bromiir Deneyi ile Apoptotik Siirec¢lerinin Belirlenmesi

Oncelikle diisiik dozlardaki kombinasyon tedavilerinde de yine diisiik dozlardaki tekli
ajan tedavileri gibi MCF-7/PIR hiicrelerinde apoptoza yonelme konusunda anlamli bir
farkin meydana getirmedigi goriildii. Direngli hiicreyi apoptoza siiriiklemenin ya diisiik
dozlu olaparib ile yiiksek dozlu paklitakselin veyahut tam tersi kombinasyonuyla ancak
miimkiin olabilecegi gozlemlendi. Ayrica, hiicre direngli olsun-olmasin tekli paklitaksel
ile tedavi edildiginde apoptotik hiicre 6limii degisimin olmadigi gozlemlendi (Sekil
3.13).
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Sekil 3.13. Farkli dozlarda uygulanan Olaparib (0.2, 0.5, 1, 5, 10 uM ), Paklitaksel (1, 2, 4, 6, 8nM) ve
ikisinin kombinasyonlariyla tedavi edilen MCF-7/PIR hiicre hattinin apoptotik siire¢lerinin akridin oranj —
etidyum bromiir deneyi ile goriintiilenmesi

3.3.4. Kombinasyon tedavisinin Bax ve TIGAR proteini iizerine olan etkilerinin
Belirlenmesi

Kombinasyon tedavisinin apoptotik biyogostergeler iizerine olan etkisinin belirlenmesi
icin western blot deneyi yapildi. Proteinlerin bant yogunluklarina bakilarak apoptotik

stireg degerlendirilmesi yapildi (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Sadece Olaparib (10 uM), sadece Paklitaksel (InM) ve kombinasyonlariyla (1InM + 10 uM)
tedavi edilen MCF-7/PIR hiicre hattinin pro-apoptotik ve anti-apoptotik protein degerinin western blot
yoOntemi ile analizi



4. SONUCLAR VE ONERILER

Giliniimiiziin en tehlikeli hastalig1 olarak kabul edilen kanser, tedavisi adina yapilan tim
caligmalara ragmen yiiksek Olim oranlarinin engellenemedigi kompleks bir hastalik
gurubudur. Tedaviye yonelik mevcut stratejilerin karsilasilan ilag direnci gibi yan
etkilerden kaynakli yetersiz kaldig1 bilinmektedir. Hizli yayilma potansiyeline sahip bu
hastaligin teshisi ve de tedavisi i¢in alternatif tamamlayici stratejilerinin gerekli oldugu

goriilmektedir (Erdogan 2019).

Hem saglikli hem de kanserli bir hiicrede DNA tamir mekanizmasinda major bir rol
iistlenen PARP enzim ailesi, ozellikle kansere yonelik terapdtik yaklasimlar iizerinde
calisgan aragtirmacilarin  dikkatini ¢ekmis bulunmaktadir. Terapotik yaklagimlar
kapsaminda PARP enzim ailesinin inhibisyonuyla hiicrelerde apoptozis veya
yaslanmanin tetiklendigi tespit edilmistir (Tok ve KocyigitKaymakcioglu 2015). Arun ve
arkadaglarinin 2015 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada PARPi ajanlarin1 over ve meme
kanseri gibi BRCA iligkili kanser tedavilerinde kullandiklarin1 ve tedavide umut verici bir
anti-kanser ajan oldugunu belirtmislerdir (Arun et al. 2015). Selguk ve arkadaslarinin
BRCA gen mutasyonlarina bagli olarak meme ve over kanser sendromu iizerinde
yaptiklar1 bir ¢aligmada ise, PARP inhibitor ajanlan ile 6zellikle BRCA1/2 mutasyonu
goriilen hiicrelerde DNA c¢ift zincir kirgmin indiiklendigi ve dolayisiyla da sentetik

letalitenin tetiklendigi belirtilmistir (Selguk 2018).

FDA tarafindan onaylanan ve yapilan ¢aligmalarla etkisi tespit edilen olaparib, yaygin
kullanim alanina sahip bir PARP inhibitoriidiir (Arun et al. 2015; Giindogdu 2020).
Olaparibin kullanilmasindaki temel amag, DNA tamir mekanizmasinda rol oynayan
PARP’mn gorevini baskilayarak meme kanseri hiicrelerinde DNA hasarina sebebiyet
vermektir. Bdylelikle de kanserli hiicreyi programli 6liim yolagi olan apoptoza
yonlendirmektir. Ancak s6z konusu PARP inhibitorii kullanilirken hiicresel diizeylerde

karsilasilan ilag¢ direngleri nedeniyle tedavide istenilen sonuglar elde edilememektedir
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Bununla birlikte, ilag direnci meme kanserinde kemoterapinin basarisiz olmasina yol agan
baslica engellerden biridir (Gajan et al. 2021). Bu nedenle, ayn1 anda farkli hiicresel
mekanizmalar1 hedefleyerek kanser hiicrelerini apoptoza yonlendirecek yeni tedavi
stratejilerini sunmak gerekmektedir. Bu noktada bir¢ok kanser tedavisinin yonetiminde
kullanilan ve yapilan ¢alismalarda bireysel olarak etkisi kanitlanmis olan kemoterapotik
ajanlardan paklitaksel degerlendirilmektedir. Park ve arkadaslarinin direngli meme
kanseri hiicreleri iizerinde yaptiklar1 bir calismada, paklitakselin meme kanseri
tedavisinde kullanilabilecek potansiyele sahip kemoterapotik bir kimyasal oldugunu
bildirmislerdir (Park and 1 2019). Mekanizma olarak paklitaksel, apoptozisi uyarmak i¢in
Bcl-2 ailesinin fosforilasyonunu regiile etmektedir (Blagoskionny 1997). Bu regiilasyon
yardimiyla da paklitaksel, sitotoksisiteyi saglamak i¢in hiicre dongiisiinii G2/M fazinda

durdurdugu bilinmektedir (Masarogullar1 2010).

Bu tez galigmasinda, MDR ’nin ¢ogunlukla yasandigi meme kanseri vakalarinda bireysel
olarak ayr1 ayr1 denenmis olmalarina ragmen kombinasyon halde daha once hig
denenmemis olan PARP inhibitorii olaparib ve kemoterapdtik ajan paklitakselin kombine
edilmesiyle yeni bir tedavi yaklagimi dngoriildiigiinden, s6z konusu tedavide kullanilan
kiiciik molekiillii ajanlarin sitotoksik aktivitelerini birlikte artirabilmesi ve meme kanseri

tedavisinin daha saglikli bir sekilde yonetilmesi hedeflendi.

Bu tezde oncelikli olarak siirekli seleksiyon metoduyla olaparibe karst direngli MCF-
7/PIR hiicreleri gelistirilmistir. Ardindan MCF-7 ve MCF-7/PIR hiicrelerinde hem
olaparibin hem de paklitakselin hiicre canliligi tizerine olan etkileri karsilagtirilmustir.
Elde edilen sonuglara gore kendisine karsi diren¢ gelistirilen hiicrelerde olaparibin
herhangi bir etki gostermedigi Ote yandan paklitakselin ise herhangi bir direng ile
karsilasmadigi belirlenmistir. Nitekim Gajan ve arkadaslariin TNBC (Triple Negative
Breast Cancer) hiicreleri tizerinde olaparib direncinin sisplatin duyarliligina olan etkisinin
arastirlldig1 ¢alismada, platin bazli bir kemoterapotik ilag olan sisplatine karsi direncin
olusmadigini rapor etmislerdir (Gajan et al. 2021). Bir baska ¢aligmada ise Gottipati ve
arkadaslar1 U20S (insan osteosarkoma) hiicrelerinde BRCA1/2 mutasyonlu oldugu
durumlarda homolog rekombinasyon ile DNA tamirinin yapilmadigi bundan dolay1 da

PARP inhibitdrlerine karsi bir direncin gelistigini belirtmislerdir (Gottipati et al. 2010).
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Koloni sag-kalim deneyinde elde ettigimiz bulgulara gore olaparib ile tedavi edilen
direngli hiicrelerde hiicrelerin koloni olusturma yeteneginde herhangi bir degisimin
olmadig1 ancak paklitaksel ile tedavi edilen hiicrelerde koloni sag-kalim {izerinde
herhangi bir etkisinin olmadigi belirlenmistir. HCT116 (kolon kanseri) hiicre hattinda
koloni sag-kalimiin engellenmesine yonelik yapilan bir ¢alismada, tekli olaparib veya
paklitaksel ile tedavi edilen hiicrelerin sag-kalim degerlerinde kismi azalmalarin
gozlendigi rapor edilmistir (Giindogdu 2020). Ancak Vescarelli ve arkadaslarmin
olaparibe direnc¢li yumurtalik kanseri lizerinde yaptiklar1 bir calismada ise, olaparibin bir
transmembran reseptorii olan Neuropilin-1 ile birlikte uygulandiginda koloni sag-kalim
potansiyelinin azaldigi ve apoptozun indiiklendigi rapor edilmistir (Vescarelli et al.
2020).

Anti-apoptotik proteinlerden biri olan Bcl-2 (B-hiicreli lenfoma-2), 6liim sinyallerinin
hiicre icerisine alinmasiyla mitokondrinin dig zar gegirgenligi lizerinde onemli bir role
sahip oldugundan dolay1 apoptozun regiilasyonunda gorev almaktadir (Lucantoni et al.
2021; Pilco-Ferreto and Calaf 2016). Apoptozun baskilanmasi hiicre igindeki bcl-2
proteininin ekspresyon miktartyla orantili seyrederken bax ve kaspaz 3 ekspresyonunun
artmast ise apoptozu indiikledigi bilinmektedir (Zahra et al. 2021). Ozellikle Bax’in asir1
ekspresyonunda mitokondrinin dis zar gecirgenligi tetiklenerek sitokrom-c’nin
sitoplazmaya gecisi saglanir ve boylece kaspaz kaskadi aktif edilerek apoptoz
gergeklesmektedir (Kong et al. 2020). Bir diger anti-apoptotik protein olan TIGAR ise
glikoliz evresinin negatif bir diizenleyicisi olarak hiicredeki ROS miktarinin
diisiiriilmesinde rol almaktadir. Boylece kanserli bir hiicrenin programli 6liim yolaklarina
stiriiklenmesine engel oldugu bilinmektedir (Poyya et al. 2021; Tykhomyrov et al. 2020).
Oliim yolaklarinin aktivasyonunda gérevli alan kaspazlar, sistein proteaz grubu olarak
bilinmektedirler. Bu grubun 6nemli bir {iyesi olan kaspaz-3 ise apoptoz sirasinda siklikla
aktiflesen ve bazi hiicresel proteinlerin boliinmesini spesifik olarak katalizleyen efektor
bir kaspaz grubudur (Pilco-Ferreto and Calaf 2016). Elde ettigimiz western blot
sonuglarina gore PIR hiicrelerinde MCF-7 hiicrelerine oranla anti-apoptotik proteinlerin
(Bcl-2, TIGAR gibi) ekspresyon diizeylerinin arttigin1 6te yandan pro-apoptotik
proteinlerin (Bax) ekspresyonunda herhangi bir degisimin olmadigi yine ayni deneyde
kaspaz-3 ekspresyonunda ise kismi olarak diisiis oldugu gozlemlendi. Bu sonuglardan

hareketle beklenildigi gibi MCF-7/PIR hiicre hattinin apoptoza gitme konusunda bir
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direng sergiledigi tespit edildi. Pilco ve arkadaslar1 doksorubisinin meme kanseri hiicre
hatlarinda apoptoz ve oksidatif stres iizerine olan etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda,
doksorubisin tedavisiyle normal MCF-7 hiicre hattinda oksidatif stresin tetiklendigi ve
bcl-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin espresyonunun azaldigi rapor edilmistir. Yine ayni
calisgmada Bax ve kaspaz-3’lin ise ekspresyon diizeylerinin arttigi dolayisiyla da
doksorubin tedavisiyle diren¢siz meme kanseri hiicrelerinde apoptozun indiiklendigi

gbzlemlenmistir (Pilco-Ferreto and Calaf 2016).

Elde ettigimiz akridin oranj/etidyum bromiir deneyi sonuglarina gore tekli paklitaksel ile
tedavide hem MCF-7 hem de MCF-7/PIR hiicre hatlarinin artan doz konsantrasyonlarina
paralel olarak anlamli bir sekilde apoptoza gittigi gdzlemlendi. Ote taraftan tekli olaparib
ile tedavide ise MCF-7 hiicrelerinde yine artan doz konsantrasyonlarina paralel olarak
hiicrenin apoptoza gittigi ancak direngli MCF-7/PIR hiicre hattinda ise bdyle bir etkinin
olmadigi gozlemlendi. Direngli hiicre hattinda ICso degerinin iistiindeki dozlarinda ise
olaparib uygulanirken de ilgili hiicrenin apoptoza gittigi dolayisiyla da direncin asildigi
gbzlemlendi. Eskiler ve arkadaslarinin PARP inhibitorii talazoparibe kars1 direngli TNBC
hiicreleri iizerinde yaptiklar bir ¢alismada, direncin yikilmasi i¢in hiicrelerin quercetin ile
tedavisiyle hem normal hem de direncli hiicre hatlarinin artan dozlara paralel bir sekilde
apoptoza siiriiklendigi rapor edilmistir (Giiney Eskiler 2020). Hiicre gogii deneyinde de
ulastigimiz sonuglara gore tekli olaparib ile tedavi edilen MCF-7/PIR hiicre hatti kapanan
kontrol grubuyla karsilastirildiginda doz konsantrasyonuna bagli olarak migrasyon
yeteneginde azalmanin olmadig1 gozlemlendi. Yiksek doz konsantrasyonlarma dogru
direngten kaynakli olarak yara iyilesme hizinda bir artis oldugu da goriildii. Tahmin
edildigi gibi doza bagli ve anlamli bir sekilde yara iyilesme alanindaki hizda artisin
oldugu, hiicrelerin proliferasyon yeteneklerinin de etkisiyle yara iyilesme alaninin
kapandig1 ve direncin etkili oldugu gozlemlendi. Ote yandan tekli paklitaksel ile tedavi
edilen direncli hiicre hatti kapanan kontrol grubuyla karsilastirildiginda migrasyon
yeteneginde kismi azalmanin oldugu gozlemlendi. Ilgili ajana karsi bir direng s6z konusu
olmadig1 i¢in yara iyilesme hizindaki azalma ayni siire ve dozda uygulanan olaparibe
oranla daha anlamli oldugu gézlemlendi. PARP inhibitorlerine karsi gelistirilen direng
iizerine yapilan bir ¢alismada, hiicrelere sadece talozoparib uygulandiginda hem normal
hem de direngli TNBC hiicre hatlarinda doz konsantrasyonlarina paralel olarak hiicrelerin

migrasyon yeteneklerinde azalmanin oldugu rapor edilmistir (Giiney Eskiler 2017).
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Dolayistyla, siirekli seleksiyon metoduyla olaparibe karsi direng gelistirdigimiz hiicre
hattinin ¢esitli deney setlerinde sadece olaparib ve/veya sadece paklitaksel ile tedavisinde
s0z konusu ajana karsi bir direng gelistigi ve hiicrenin programli 6liim yolaklarina
gitmedigi goézlemlendi. Bu tezde caligilan bir diger asama ise; her iki hiicre hattina
uygulanan tekli tedavi verilerinin karsilastirilmast ve direncin asilmasit noktasinda
caligmanin asil hedefine ulagsmas1 i¢in uygulanilan ajanlarin birlikte/kombinatif sekilde
kullanilmasidir. Bu dogrultuda elde ettigimiz akridin oranj/etidyum bromiir deneyi
sonuglarina gore, kontrol grubu ile karsilastirdigimizda paklitaksel ve olaparibin kombine
edildigi en disiik dozda (InM Pac + 0.2uM Olp) herhangi bir hiicre O6liimiiniin
gbzlemlenmedigi(renklerde bir degisimin olmadigi) 6te yandan tam da beklenildigi gibi
en yiiksek dozda ise (8nM Pact 10uM Olp) hiicre Oliimiiniin anlamli bir sekilde
gerceklestigi akridin oranj/etidyum bromiir testiyle belirlenmistir. Yine ayni deneyin
sonuglari igerisinde optimum doz olarak hedeflenen (2nM Pac + 0.5 uM Olp) dozlarda
ise hiicrelerin belirli bir kisminda renk degisiminin (kirmizi) oldugu ve dolayisiyla da
hiicrelerin 6liime gittigi gozlemlendi. Gajan ve arkadaglarinin TNBC hiicreleri iizerinde
olaparib direncinin arastirildig1 ¢alismada, sisplatine duyarli olan hiicre hatlarinin
olaparib ile tedavi edildiginde DNA hasarinin uyarildigt ve sonucunda da kanserli

hiicrenin programli 6liim yolagina yonlendirildigi rapor edilmistir (Gajan et al. 2021).

Yara iyilesmesi metodu ile hiicrelerin proliferasyon ve go¢ etme (migrasyon) hizlari
zamana ve kapanan kontrol grubuna gore belirlenmektedir (Liang et al. 2007). Hiicre
gocli deneyinde elde ettigimiz sonuglara gore, kapanan kontrol gurubuyla
karsilastirildiginda kombine edilen doz konsantrasyonlarina baglh olarak direngli hiicre
hattinda anlaml1 bir sekilde migrasyon yeteneginin azaldig1 gézlemlendi. Ayrica, yiiksek
doz konsantrasyonlarina dogru yara iyilesme hizinda anlamli bir sekilde azalmanin
oldugu ve migrasyon mesafesinde (yarali alan) de kismi kapanmalarin oldugu

gbzlemlendi.

Western blot deneyinde elde ettigimiz sonuglara gore Bax’in bant yogunluguna
bakildiginda, tekli ajan ile tedavi edilen hiicrede kontrol gurubuna oranla farkedilebilecek
diizeyde anlamli bir degisimin olmadigi ancak kombinasyon tedavisinde bant

yogunlugunun arttig1 gozlemlendi. Yine aynmi deneyin sonuglarindan hareketle anti-
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apoptotik protein olan TIGAR 1 ekspresyon diizeyi incelendiginde ise, tekli olaparib ve
kombinasyon tedavi gruplarinda kontrol grubuna oranla bir azalma oldugu gézlemlendi.
Ancak, tekli paklitaksel tedavisinde ise TIGAR’1n ekspresyon diizeyinde anlamli sekilde
bir artisin oldugu goriildii. Li ve arkadaslariin yaptiklar1 bir ¢alismada diisiik dozlarda
kullanilan paklitakselin meme kanseri hiicrelerinde bilindiginin aksine tomiir
malignitesini dogrudan arttirdigin1 ve karacifer metastazini da artirdi§ini rapor
etmislerdir (Li et al. 2016). Poyya ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada ise TIGAR’1n
ROS miktarmin disiiriillmesini indiikledigini belirtmislerdir (Poyya et al. 2021).
Dolayisiyla 1 nM paklitaksel uygulandiginda anti-apoptotik protein olan TIGAR’in
ekspreyonundaki yogunlugun bundan kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Sadece 10 uM
olaparib ile tedavi edildiginde ise TIGAR 1n ekspresyonunda kismi bir azalmanin oldugu
dolayistyla kombinasyon tedavisi kadar olmasa da hiicrenin apoptoza gittigi gézlemlendi.
Nitekim Santiago O’Farrill ve ark. PARP inhibitorlerinin over kanseri hiicrelerinde
otofaji aracili ila¢ direncini arastirdiklari ¢alismalarinda, CQ (klorokin) ile kombinatif
sekilde uygulanan olaparibin PARP inhibisyonuyla beraber hiicrede ROS miktarim
artirdig1, DNA hasarini tetikledigi ve sonug itibariyle hiicreyi apoptoza siirtikledigi rapor
edilmistir (Santiago-O’Farrill et al. 2020).

Bu calismada, coklu ila¢ direncinin yasandigt meme kanseri tedavilerinde, DNA
hasari tetikleyen olaparib ile hiicre dongiisti lizerinde etkili paklitakselin kombine
edilmesiyle yeni bir terapdtik yaklasim degerlendirildi. Bu baglamda, PARP
inhibitorlerinin  kullanilmasinda o6nemli bir engel olan MDR’nin asilmasi ig¢in
kombinasyon tedavisinin gelistirilmesi ve bununla beraber meme kanseri hastalarinin
tedavisinde PARP inhibitérlerinin  kullanilmas1  giincel terapdtik —yaklagimlarin

ilerlemesine katki saglayabilir.
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