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OZET

GIRIS VE AMAC: Triple negatif meme kanseri (TNMK) heterojen yapida diger
meme kanseri alt tiplerine gore daha agresif klinik seyre sahip ve bu nedenle mevcut
tedavi seceneklerine direngli meme kanseri alt tipidir. Kanser hiicrelerinde genomik
kararsizligt DNA hasar yanit1 ve onarim mekanizmalarinin aktivitesine bagimlidir. Bu
nedenle son yillarda kanser tedavisinde Ataksi telenjiektazi ve Rad3 ile ilgili (ATR)
inhibisyonunu hedef alan yeni tedavi yaklasimlar1 dikkat ¢ekmektedir. Mevcut tez
calismasinda ilk kez MDA-MB231 TNMK ve kontrol hiicrelerinde bir ATR inhibitorii

olan Elimusertib’ in anti-kanser etkisinin belirlenmesi amaglanmaktadir.

GEREC VE YONTEM: Elimusertib’in MDA-MB-231 TNMK ve MCF-10A kontrol
hiicrelerindeki sitotoksik etkisi WST-1 analizi ile belirlendikten sonra, Annexin V,
hiicre siklusu analizleri ve akridin oranj/ propidyum iyodiir boyamasi ile apoptozda
etkisi analiz edildi. Mitotracker boyamasi1 ve intraseliiler reaktif oksijen tiirlerinin
miktarinin belirlenmesi ile mitokondriyal hasar degerlendirildi. Ayrica, western blot
analizi ile ATR-Chkl DNA hasar yanitinda ve apoptotik oliimde etkisi molekiiler
diizeyinde aydinlatildi.

BULGULAR: MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde Elimusertib’in doza ve
zamana bagli olarak hiicre canliigimi anlamli bir sekilde azaltmistir (p<0.05).
Elimusertib’in TNMK hiicrelerinde erken ve ge¢ apoptotik 6liime, GO/G1 fazinda
tutulmaya ve mitokondriyal hasara neden oldugu belirlendi. Ayrica, Elimusertib’in
TNMK hiicrelerinde ATR temelli DNA hasar yanitin1 baskilayarak apoptotik 6liime

neden oldugu protein diizeyinde analiz edildi.

SONUC: Bu calismada ilk kez ATR inhibitorii olarak Elimusertib’in TNMK
hiicrelerinde anti-kanser etkisi belirlenmistir. Bulgular, Elimusertib’in TNMK
hiicrelerinde ATR temelli Chk1 yolagim etkin bir sekilde inhibe ettigini ve ozellikle
p53 mutant TNMK hastalarinda yenilik¢i bir tedavi segenegi olabilicegini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: DNA hasar yaniti, ATR, Hiicre siklusu, Apoptoz, Triple negatif

meme kanseri.
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SUMMARY

Determination of Anti-Cancer Effect of Elimusertib ATR Inhibitor on Triple-

Negative Breast Cancer
INTRODUCTION AND OBJECTIVE: Triple-negative breast cancer (TNBC) is a
heterogeneous breast cancer subtype with a more aggressive clinical behavior than
other breast cancer subtypes, and therefore resistant to current treatment options.
Genomic instability in cancer cells is dependent on the activity of DNA damage
response and repair mechanisms. For this reason, new treatment approaches targeting
Ataxia telangiectasia and Rad3-related (ATR) inhibition in cancer treatment have
attracted attention in recent years. In the current thesis, it is aimed for the first time to
determine the anti-cancer effect of Elimusertib, an ATR inhibitor, on MDA-MB231
TNBC and control cells.

MATERIALS AND METHODS: After the cytotoxic effect of Elimusertib on MDA-
MB231 TNBC and MCF-10A control cells was determined by WST-1 analysis, its
effect on apoptosis was analyzed with Annexin V, cell cycle analyzes and acridine
orange/propidium iodide staining. Mitochondrial damage was assessed by Mitotracker
staining and the quantification of intracellular reactive oxygen species. Additionally,
its effect on ATR-Chk1 DNA damage response and apoptotic death was elucidated by
western blot analysis at the molecular level.

RESULTS: Elimusertib significantly decreased the viability of MDA-MB-231 and
MCF-10A cells, dose and time dependently (p<0.05). It was determined that
Elimusertib caused early and late apoptotic death, arrest in GO/G1 phase and
mitochondrial damage in TNBC cells. Additionally, Elimussertib mediated apoptotic
death by suppressing the ATR-based DNA damage response in TNBC cells was

analyzed at the protein level.

CONCLUSION: In this study, the anti-cancer effect of Elimusertib as an ATR
inhibitor was determined for the first time on TNBC cells. The findings show that
Elimusertib effectively inhibits the ATR-based Chk1 pathway in TNBC cells and may
be an innovative treatment option, especially in p53 mutant TNBC patients.

Xl



Keywords: DNA damage response, ATR, Cell cycle, Apoptosis, Triple negative

breast cancer.

X1



1. GIRIS VE AMAC

Triple negatif meme kanseri (TNMK) meme kanserleri olgularmin %15-20" sini
olusturmakta ve diger meme kanseri alt tiplerine gore daha agresif klinik 6zelliklere
sahiptir. TNMK kolay metastaz yapma egilimindedir ve tedavi sonrasi ii¢ y1l igerisinde
niiks, bes yil igerisinde mortalite oran1 diger meme kanseri alt tiplerine gére daha
yiiksektir (Chang-Qing et al 2020, Bou Zerdan et al 2022). TNMK kendi iginde
genomik transkriptomik profillemesine gore bazal benzeril (BL1), bazal benzeri2
(BL2), luminal androjen reseptorleri (LAR), mezenkimal (M) olmak {izere dort alt tip
olusturacak sekilde siniflandirilmaktadir (Lehman et al 2016). TNMK tedavisinde
cerrahi ve sistemik kemoterapi ana tedavi yontemlerini olusturmaktadir. Ancak,
TNMK tiimorlerinin Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptor (PR) ve insan
epidermal bliylime faktorii reseptoric 2 (HER2) genlerini eksprese etmemesi ve
heterojen yapida olmasi diger meme kanserleri tedavisinde kullanilan endokrin tedavi
ve molekiiler hedefli tedavilere karst yanit oraninin diisiik olmasina neden olmaktadir
(Chang-Qing et al 2020, Shen et al 2020). Bu nedenle, TNMK hastalarinin tedavisinde
hedeflenebilir yenilik¢i tedavi stratejilerine gerek duyulmaktadir.

TNMK tiimoérlerinin %50'sinden fazlasinda p53 sinyali aktif degildir ve yaklasik
%50'sinde Retinoblastoma (RB) kaybi etkin olmayan bir G1/S kontrol noktasina neden
olmaktadir. Onkogen aktivasyonu ve G1/S kontrol noktasinin islevsel bozuklugu, asiri
tek zincir DNA kiriklarinin olusumunu indiikleyerek hiicrelerin biriken DNA hasari
ile S fazina gegmesi indiiklemektedir. Bu nedenle, TNMK hiicreleri hayatta kalmak
icin Ataksi telenjiektazi ve Rad3 ile ilgili protein (ATR)-Chk1 temelli DNA hasar
yanitina ihtiya¢ duymaktadir (Italiano 2015, Synnott et al 2017, Witkiewicz et al 2018,
Jin et al 2021).

ATR aktivitesi, kanser hiicrelerinde kalici replikasyon stresi altinda, ATM
veya P53 mutasyonlari nedeniyle DNA onariminda kullanilan temel DNA hasar
yolagidir. Bu nedenle, G1 kontrol noktas1 kaybi olan kanser hiicrelerinde artan
replikasyon stresinden yararlanmak i¢in ATR-Chk1 yolaginin hedeflenmesi yenilik¢i
bir tedavi stratejisi olarak goriilmektedir (Lodovichi et al 2020, Smith et al 2020).



Bugiine kadar, farkli kanser tiplerinin tedavisinde ATR inhibitorleri olarak
Berzosertib (M6620, VX-970, VE-822), M4344(VX-803), Ceralasertib (AZD6738)
ve Elimusertib (BAY-1895344)’in klinik faz ¢alismalar1 devam etmektedir (Wengner,
Scholz and Haendler 2020; Wegner et al 2020). BAY 1895344, DNA hasar yaniti
kusurlar1 veya onkojenik mutasyonlara sahip prostat, kolorektal ve lenfoma dahil
olmak tizere farkli kanser tiplerinde preklinik ¢alismalarda tek ajan olarak yiiksek
diizeyde antitimor aktivitesi belirlenen bir ATR kinaz inhibitoridiir (Barnier,
Loadman and Falconer 2021; Wegner et al 2020). Ancak, TNMK tedavisinde
Elimusertib’in terapdtik etkisi ve ATR temelli DNA hasar yanitinda molekiiler

diizeyde etkisine dair kapsamli bir arastirma ilgili alan yazinda bulunmamaktadir.

Bu kapsamda mevcut tez c¢alismasinda ATR inhibitorii olarak Elimusertib
(BAY1895344)’in TNMK hiicrelerinde anti-kanser etkisinin belirlenmesi ve
Elimusertib’in ATR/Chk1 temelli DNA hasar yanitinda ve hiicre siklusunda terapdtik
Oneminin ortaya konmasi amaglanmaktadir. Boylece, TNMK hastalarinda hedefe
yonelik yenilik¢i tedavi yaklasimlarinin  gelistirilmesine katki  saglanmasi

hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. MEME KANSERI

Meme kanseri, diinya ¢capinda kadinlar arasinda goriilen en yaygin kanser tiiridiir ve
kansere bagl 6liimlerin 6nde gelen ikinci nedenini olusturmaktadir (JanuSkeviciené
and Petrikaité 2019). GLOBOCAN 2020 yili verilerine gore yaklasik olarak 2,3
milyon (%]11,7) kadina meme kanseri tanis1 konulmasi ve yaklasik 685,000 (%6,9)
kisinin meme kanserinden hayatin1 kaybettigi bildirilmektedir (Sung et al 2021).
Meme tlimorlerinin heterojen yapisi hastalarda kotli prognoza neden olmakta ve
tiimdriin agresif Ozelliklerinin temelini olusturmaktadir. Bu kapsamda, heterojenite
benzer tipteki tlimdrler arasinda veya ayni tipteki timorlerde bulunmakta ve meme
kanseri farkli alt tiplerinin olusmasina neden olmaktadir. Meme kanseri alt tipleri
molekiiler profilleme, morfoloji ve dstrojen reseptorii (ER), progesteron reseptor (PR)
ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER2) gibi ekspresyon diizeyleri
degerlendirilerek belirlenmektedir. Ayrica hiicresel proliferasyon belirteci olarak Ki67
diizeyi de molekiiler alt tiplerin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Cejalvo et al 2017,
Januskeviciené¢ and Petrikait¢ 2019). Buna gére meme kanserinin iki ER pozitif
(Luminal A ve Luminal B) ve li¢ ER negatif (Normal benzeri, HER2 pozitif ve triple
negatif meme kanseri (TNMK)/bazal benzeri) olmak iizere bes farkli alt smifi
tanimlanmistir (Sekil 1). Bu simiflandirmada meme kanseri prognozu ER pozitiften ER
negatife dogru gittik¢e kotiilesmekte ve hormonal tedaviler etkisiz kalmaktadir (Perou
et al 2000, Januskevi¢iené and Petrikaité 2019).
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Sekil 1: Hormon reseptdr ekspresyon diizeyine gore meme kanserinin siniflandiriimasi

(Januskevic¢iené and Petrikaité 2019).

Meme kanseri kemik, akciger, karaciger ve beyin dahil olmak iizere farkli organlara
metastatik yapma egilimi gostermektedir. Hastalarin %20-30' unda tanidan sonra veya
primer timor tedavisinden sonra metastaz gelisebilecegi bildirilmektedir. Meme
kanserine bagli oliimlerin yaklasik %901 metastazdan sonra gerceklesmektedir.
Metastaz olmayan meme kanseri hastalarinin 5 yillik genel sag kalim oran1 %80'den
fazla olmasina ragmen, uzak organlara metastaz olma durumunda 5 yillik sag kalim
stiresi yaklasik %25'e diisebilmektedir (Valastyan and Weinberg 2011, Liang, Zhang,
Song and Yang 2020).



Meme kanserinin prevalansi etnik kokene, genetik yatkinlik veya aile Oykiisiine,
hormonal degisiklikler ve yasam tarzina (obezite, fiziksel hareketsizlik, alkol ve sigara
kullanimi, diyet) bagl olarak degismektedir. Ozellikle meme kanserinin ortaya
¢ikmasinda BRCAL ve BRCA2 genlerinde meydana gelen germ mutasyonlar yaklasik
olarak %70 oraninda katki saglamaktadir. BRCA1/2 genlerine ek olarak PALB2, ATM,
CHEK2, RAD51C, BARD1 ve TP53 gen mutasyonlart da meme kanseri gelisiminde
risk olusturmaktadir (Dorling et al 2021). Ayrica gen mutasyonlarina paralel olarak
hastaliktan etkilenen birinci derece akraba varsa meme kanseri olusma riskini iki kat
ve geng yasta etkilenen akraba varsa meme kanseri olusma riski bes kat daha yiiksek

olabilmektedir (Cortesi, Rugo and Jackisch 2021).

Meme kanseri tanisi almig bireylerde hedefe yonelik tedavi, hormonal tedavi,
radyasyon tedavisi, cerrahi ve kemoterapi gibi farkli tedavi stratejileri
uygulanmaktadir (Akram, Igbal and Khan 2017). 1980’lerin baslarindan itibaren
meme kanserinin tedavisinde sistematik terapide yeni ajanlar (taksanlar, antrasiklinler,
aromataz inhibitorleri ve trastuzumab) ve tamoksifen temelli endokrin tedaviler
kullanilmaktadir (Ponde, Zardavas and Piccart 2019). Ancak meme kanserinin
heterojen yapisindan dolayi her bir alt tipe 6zgii tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine

yonelik arastirmalar devam etmektedir (Sledge et al 2014).

2.1.1. Triple Negative Meme Kanseri (TNMK)

Meme kanserlerinin alt tipini olusturan TNMK ER, PR ve HER2 gen ekspresyonun
olmamasi ile karakterize edilmektedir. Bu ortak 6zellikleri sergilemesine ragmen
TNMK Kklinik, histopatolojik ve molekiiler profiline gore kendi iginde farkli alt gruplar
barindiran heterojen bir hastaliktir. Ayrica diger meme kanseri alt tiplerine gore
yiiksek niikks ve kotii prognoz ile daha agresif klinik seyre sahiptir (Lehman and
Pietenpol 2014, Sporikova, Koudelakova, Trojanec and Hajduch 2018). TNMK
hastalar1 meme kanseri tanist alan vakalarin yaklasik olarak %15-20sini
olusturmaktadir. TNMK tanis1 alan hastalarin %20’sinde BRCA1 gen mutasyonlari
belirlenmekle birlikte 6zellikle 40 yas alt1 gen¢ kadinlarda ve siyahi irk kadinlarinda
daha sik rastlanmaktadir (Li et al 2017, Guney Eskiler, Cecener, Egeli and Tunca
2018). Ayrica, TNMK hastalarinin %25’inde rekiirrens goriilmekle birlikte ileri evre
TNMK hastalarinda tanidan sonra ilk 5 y1l i¢inde 6liim orani yaklasik olarak %40’ tir



ve hastalarin %45’inde beyin ve/veya i¢ organlara uzak metastaz gelismektedir (Bou
Zerdan et al 2022). TNMK tedavisinin temelini taksan ve antrasiklin temelli
kemoterapiler olusturmasina ragmen, uzun siireli tedavilerde hastalarda bu
kemoterapotiklere kars1 zamanla direng gelismektedir. Ayrica, hormon reseptorlerinin
eksikligine bagli olarak endokrin veya molekiiler hedefli tedavilerden sinirlt oranda
klinik yarar saglanmast TNMK hastalarinda kotii prognoza neden olmaktadir. Bu
kapsamda TNMK tedavisinde mevcut kemoterapik rejimlerinin optimize edilmesine
ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir(Wahba and El-
Hadaad 2015, Collignon, Lousberg, Schroeder and Jerusalem 2016).

2.1.1.1. Klinik Ozellikleri

TNMK genellikle geng yastaki kadinlarda ortaya ¢ikmaktadir ve agresif histopatolojik
Ozelliklere sahiptir. Tan1 aninda daha yiiksek bir tiimdr derecesi (genellikle derece {ig),
biiyiik tiimdr boyutu ve lenf pozitifligi ile ortaya ¢ikan TNMK tiimoérlerinin yaklasik
%90°’n1 invaziv duktal karsinomlardan olusmaktadir. Geri kalan kismi ise medular,
sekretuar, apokrin/histiyositoid, adenoid Kkistik, metaplastik, invaziv lobiiler
karsinomlar ve mikroglandiiler adenosisden kaynaklanan karsinomlardan
olusmaktadir (Brouckaert et al 2012, Montagna et al 2013, Kumar and Aggarwal
2016). TNMK hormon reseptor pozitif meme kanseri alt tipleri ile karsilastirildiginda
yiiksek oranda visseral relaps ve metastaz gelisiminden sonra kisa sag kalim orani ile
seyretmektedir. Metastatik TNMK hastalarinda sag kalim siiresi 12-18 ay olmakla
birlikte uzak niiks tanidan sonraki ilk iki yilda en yiiksektir ve bes yildan sonra nadir
goriilmektedir (Sharma 2016).

Klinik kanser genetiginde tiimor baskilayici genler olarak BRCAL/2 genlerinde
mutasyonlar ile kalitsal meme ve over kanseri arasindaki iligkinin belirlenmesi
tedavide poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) inhibitorleri ile birlikte yeni terapotik
yaklagimlarin gelistirilmesine yol agmistir (Geenen et al 2018, Guney Eskiler 2019,
Cocco et al 2020).

2.1.1.2 TNMK potansiyel risk faktorleri

TNMK’nin ortaya ¢ikmasina neden olan potansiyel risk faktorleri degistirilmeyen
(yas, cinsiyet, genetik mutasyonlar, 1k, meme dokusunun yogunlugu) ve

degistirilebilen (ilaclar, viicut kitle indeksi, fiziksel aktivite, alkol ve sigara kullanima,



islenmis gida/diyet ) etkenler seklinde siniflandirilabilir (Almansour 2022) Ayrica,
meme kanseri alt tiplerinin yas ile iligkisi de bulunmaktadir. TNMK prevalansi daha
¢ok 40 yas alt1 kadinlarda belirlenmesine ragmen, 70 yas iistii hastalarda luminal A alt
tipi daha sik goriilmektedir. Ayrica erkek ve kadinlarda farkli cinsiyet hormonlarinin
uyarilmas: nedeniyle kadinlar TNMK i¢in daha yiiksek riskli grup olarak kabul
edilmektedir. Erkeklerde ise ileri yas, genetik ge¢mis, radyasyona maruz kalma,
BRCAL/2 gen mutasyonlar1 ve artmis Ostrojen miktar1 TNMK gelisiminde risk
faktorleri olarak belirtilmektedir (Lukasiewicz et al 2021, Almansour 2022). BRCA1
geninde mutasyon tagiyan menapoz oncesi kadinlarin yaklasik %70’ine TNMK tanis1
konmakta ve bu hastalarin yasam boyu TNMK insidansi %18 olarak bildirilmektedir.
Ayrica BRCA mutasyonlarmin yani sira BARDI1, RAD51C/D ve PALB2 gibi
genlerdeki mutasyonlarda TNMK gelisimine yol agmaktadir (Dorling et al 2021,
Howard and Olopade 2021). Diger yandan, ¢ogu ¢alismada TNMK prevalansinda
irksal/etnik gruplar icinde farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Ornegin, Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)'ndeki siyahi kadinlarda gerceklestirilen arastirmada TNMK
prevalansinin ABD dogumlu kadinlarla karsilastirildiginda Dogu Afrika iilkelerinde
dogumlu kadinlarda %47, Bat1 Afrika dogumlu siyahi kadinlarda ise %8 daha diisiik
oldugu analiz edilmistir. Buna karsilik, beyazlar (1,900000'de 19) ile
karsilagtirildiginda TNMK insidans oraninin siyahi kadinlarda (100,000'de 38)
yaklasik iki kat daha yiiksek oldugu belirtilmektedir (Gomez et al 2014, DeSantis
2019).

2.1.1.3 TNMK’min Molekiiler Ozellikleri ve Stmiflandirilmasi

TNMK’nin molekiiler heterojenitesi, kotii prognozu ve hedefe yonelik terapotik tedavi
stratejilerin eksikligi TNMK’nin molekiiler diizeyde siniflandirilmasi gereksinimini
ortaya koymaktadir (Garmpis et al 2020). Sekil 2°de 6zetlendigi sekilde, hastaliin
tipik oldugunu gosteren bazal belirteglerin (keratin 5, EGFR, laminin gibi) gen
ekspresyon profilleri temel alindiginda TNMK’nin smiflandirilmasinda farkli
yaklagimlar 6ne siiriilmiistiir (Denkert, Liedtke and Von Minckwitz 2017, Yin, Duan,
Bian and Yu 2020).

Lehmann ve ark. 2011 yilinda 587 TNMK tiimériinden 21 gen ekspresyon veri tabani

analizinde TNMK ’nin alt1 farkli alt tipini tanimlamistir. Bu alt tipler; Bazal benzeri 1



(BL1), bazal benzeri 2 (BL2), immiinomodiilator (IM), mezenkimal (M), mezenkimal
kok benzeri (MSL) ve luminal androjen reseptorii (LAR)’dir (Lehman et al 2011).
TNMK tiimér 6rneklerinin gen ekspresyon profili analizi sonucunda BL1 alt tipinde
hiicre dongiisii diizenleyicileri ve DNA onarim yollar1 ile ilgili genlerin anormal
ekspresyonlari tespit edilmistir. BL2 alt tipi EGFR, MET, NGF, Wnt/B-katenin ve
IGF-1R sinyal yolaklarinin asirt aktivitesine sahiptir. M alt tipi ise, aktin tarafindan
diizenlenen yiiksek diizeyde aktive edilmis hiicre gogii ile ilgili sinyal yolaklarina,
hiicre dis1 matris-reseptor etkilesim yolaklarina ve farklilasma yolaklarma (Wnt yolu,
anaplastik lenfoma kinaz yolu, doniistiiriici biiyiime faktorti (TGF)-p sinyal yolagi)
sahiptir ve bu nedenle metaplastik meme kanseri olarak da adlandirilmaktadir. MSL
alt tipi M alt tipi ile karsilastirildiginda, hiicre proliferasyonu ile ilgili genlerin diisiik
seviyelerini ve mezenkimal kok hiicreye 6zgii genleri yiiksek seviyelerini eksprese
etmektedir. IM alt tipi, Th1/Th2 yolu, NK hiicre yolu, B hiicresi reseptorii sinyal yolu,
dendritik hiicre (DC) yolu, T hiicresi reseptorii sinyalizasyonu, interlokin (IL) gibi
bagisiklik hiicresiyle iliskili genleri ve sinyal iletim yolaklart ile iliskilidir. Bu nedenle,
IM alt tipi memenin mediiller karsinomuna olduk¢a benzerdir. LAR alt tipi ise, diger
TNMK alt tiplerinden 6nemli 6l¢iide farkli bir gen ekspresyon profiline sahiptir. LAR
alt tipi ER negatif olmasina ragmen yiiksek diizeyde aktive edilmis hormonal iligkili
sinyal yolaklarina (steroid sentezi, porfirin metabolizmast ve androjen/Ostrojen
metabolizmasi vb) sahiptir (Lehman et al 2011, Marra, Trapani, Viale, Criscitiello and
Curigliano 2020, Yin et al 2020).

Diger yandan, Lehman ve ark. (2014) ¢alismalarinda PAMSO0 intrinsik alt tipleri ve
TNMK molekiiller alt tipleri arasindaki iliski 374 TNMK o6rneginde 2441 meme
kanseri gen ekspresyon ifade profilini igeren 14 veri setinden TNMK alt tiplerini
karsilastirilmistir. Elde edilen bulgular sonucunda LAR ve MSL alt tipleri disindaki
tiim TNMK alt tiplerinin BL1 [%99], BL2 [%95], IM [%84] ve M [%97] temel olarak
bazal benzeri oldugu tespit edilmistir (Lehman and Pietenpol 2014).

Buna karsilik, MSL TNMKlarin ~%50 bazal benzeri ve geri kalan normal benzeri
(%28), luminal B'den (%14) olusmaktadir. Tlging bir sekilde, LAR alt tipi, PAM50
intrinsik alt tiplemesi ile HER2 (%74) ve Luminal B (%14) olarak siniflandirilmistir.
Bir bagka calismada Burstein ve ark. TNMK’ de mRNA ekspresyon analizi ve DNA



profili ile TNMK’nin luminal/androjen reseptorii (LAR), mezenkimal (MES), bazal
benzeri immiin baskilanmis (BLIS), bazal benzeri immiin aktive edilmis alt tip (BLIA)

olarak 4 alt tipe ayirrmistir (Garmpis et al 2020).

Bunu takip eden yillarda Lehmann ve ark. (2016) TNMK’ nin alt gruplarin1 yeniden
degerlendirerek TNMK’nin BL1, BL2, M ve LAR olmak iizere 4 farkli alt tipi
oldugunu belirtmistir. Ciinkii IM olarak adlandirilan alt tipin gen ekspresyonu
verilerinin, tiimore 6zgii bir gostergeden ziyade daha ¢ok tiimor gevresinde bagisiklik
sistemi hiicreleri ile iligkili oldugu one siirilmiistiir. MSL alt grubun 6zelliklerinin ise
tiimor ¢evresindeki stromal mezenkimal doku ile iliskili oldugu belirtilmistir (Lehman
et al 2016). Bu kapsamda, TNMK tedavisi i¢in devam eden molekiiler ¢aligmalar ile
her bir TNMK alt tipini karakterize eden genetik belirteglerin anlagilmasi prognostik

ve terapdtik yaklasimlarin gelistirilmesinde 6nem arz etmektedir
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Sekil 2: TNMK’ nin molekiiler tiplerinin siniflandirilmasinda ilerleme ve Burstein

dort alt tipi/FUSCC smiflandirmast (Yin, Duan, Bian and Yu 2020).

TNMK ’nin transkripsiyonel heterojenligin yani sira yliksek genetik kararsizlik, kopya
sayist degisiklikleri ve kromozomal diizenlemeler goz Oniine alindiginda karmagik
genomlarla karakterize edilmektedir. TP53 ve fosfataz-tensin homologu (PTEN) gibi
timor baskilayic1 genlerdeki somatik mutasyonlar TNMK tiimérlerinde tanimlanmis
olup PIK3CA ve fosfoinositid-3-kinaz (PI3K)/AKT yolaginda rol alan genlerde
degisiklikler TNMK hastalarinin %10’ unda belirlenmistir (Marra et al 2020).

Bareche ve ark. (2018) yapmis oldugu ¢alismada her TNMK alt tipinin karakteristik
genom degisiklikleri igerdigi bildirilmistir. Ornegin BL1 tiimérleri yiiksek



oranda TP53 mutasyonlarina, PI3KCA ve AKT2'nin kopya sayis1 degisikliklerine ve
DNA onarim mekanizmalarinda yer alan genlerde delesyonlara sahip iken LAR alt
tipinde PISBKCA, AKT1 ve CDH1 mutasyonlari ile karakterize edilmistir (Bareche et
al 2018).

Sonug olarak, TNMK’nin alt smiflandirilmasinda gen ekspresyon analizi, immiin
belirtecler, androjen-reseptdr biyolojisi, mezankimal fenotip, kok hiicre belirtegleri ve
bazal belirtecler birlikte degerlendirilmesi her bir alt tipe 6zgii biyobelirteclerin
belirlenmesinde ve hedefe yonelik klinik ¢calismalarin gerceklestirilmesinde 6nemlidir

(Denkert et al 2017).

2.2. TEDAViI YONTEMLERI

TNMK hastalar1 i¢in standart tedavi kemoterapi, tek basina veya cerrahi ve/veya
radyoterapi ile kombinasyon halinde rutinde uygulanmaktadir. Diger meme kanseri alt
tipleri ile karsilastirildiginda TNMK tiimorlerinde ER, PR ve HER2 gen
ekspresyonlarinin olmamasi endokrin tedavileri etkisiz hale getirmektedir (Yao et al
2017). TNMK hastalarin tedavisinde kemoterapi temel yaklasim haline gelmis olup
son yillarda yapilan caligmalar neoadjuvan kemoterapi rejimlerinin kullaniminin,
hormon reseptorii pozitif meme kanserine gore daha yiiksek patolojik remisyon
oranina sahip oldugunu ve TNMK hastalarinin prognozunu O6nemli Olciide
iyilestirebilecegini gostermistir (Yi et al 2020, Magbool, Bekele and Fekadu 2022).
TNMK tedavisinde standart neoadjuvan kemoterapi rejimi olarak Adriamisin,
siklofosfamid ve paklitaksel kombinasyonlar1 uygulanmakta olup hastalarda patolojik
tam yanitta (PCR) %35-45 olarak belirtilmektedir. Ulusal Kapsamli Kanser Agi
(NCCN) kilavuzlan tarafindan TNMK tedavisinde sistemik kemoterapi rejimleri
olarak Dosetaksel ve Siklofosfamid (TC), Taksel/Dosetaksel, Adriamisin ve
Siklofosfamid (TAC), Adriamisin ve Siklofosfamid (AC), Siklofosfamid, Metotreksat
ve Florourasil (CMF), Siklofosfamid, Adriamisin ve Florourasil (CAF) ve
Siklofosfamid, Epirubisin, Florourasil ve Paklitaksel/Dosetaksel (CEF-T)
belirtilmektedir. Uygun kemoterapi ilaglarinin se¢imi ve kemoterapi rejimlerinin
optimizasyonu, TNMK hastalarinin prognozunda o6nemlidir (Sekil 3). Ayrica,

metastatik olmayan TNMK hastalar1 metastatik TNMK hastalarina gore kemoterapiye
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daha iyi yanit vermesine ragmen, TNMK alt tiplerinde pCR farkliliklar
gostermektedir. pCR oran1 BL1 tiimorlerinde en yiiksek orana sahip iken, BL2 ve LAR
tiimorler en diisiik pCR oran1 gostermektedir (Bou et al 2020, Yin et al 2020, Magbool,
Bekele and Fekadu 2022).

TNMK
tedavi stratejisi

Konvansiyonel
yaklasim

Cerrahive
radyoterapi

Kemoterapi

¢+ Taksanlarve antrasiklinler
+ Siklofosfamidler, Metotreksat ve

Yeni hedeflenmis
yaklagim

Hedeflenmis
terapi

+ PARPinhibitorleri
* PI3K/AKT/mTOR inhibitorleri
* AR antagonistleri

Radyoterapisonrasi 5-Fluorourasil
lumpektomi/mastektomi + Epirubisin ve Siklofosfamid,
Paklitaksel
* Karboplatin ve Sisplatin

* Antikor ila¢ konjugatlan
+  immunoterapi: Anti-PD-L1
* EGFR/VGFRinhibitorleri

Sekil 3: TNMK’ nin tedavisinde kullanilan giincel tedaviler ve yeni tedavi hedefleri
(Magbool, Bekele and Fekadu 2022).

2.3. TNMK TEDAVIiSINDE HEDEFE YONELIiK TEDAVi STRATEJILERI

2.3.1 PARP inhibitorleri

BRCA1/2 genlerindeki mutasyonlardan dolayr bu genlerdeki fonksiyon kaybinin
yiiksek oranda TNMK riski olusturdugu bilinmektedir. TNMK hastalarinda yaklasik
olarak %19,5 germline BRCA1/2 mutasyonlar1 rastlanmaktadir. BRCA1/2 genlerinde
fonksiyon kaybi1 normal hiicrelerde DNA’da ¢ift zincir kiriklarinin tamirini
engelleyerek genetik hasara ve kromozomal anomalilerin birikmesine yol agmaktadir
(Guney Eskiler, Cecener, Egeli and Tunca 2018). PARP inhibitorleri PARP’in

aktivitesini inhibe ettiginden dolayr DNA’da tek zincir kiriklarinin ve sonrasinda ¢ift
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zincir kiriklarinin birikmesine yol agmaktadir. BRCA1/2 genlerinde mutasyon tasiyan
timorlerde DNA’da ¢ift zincir kiriklart tamir edilemediginden dolayr PARP
inhibitorleri sentetik letaliteye neden olmaktadir (Bou Zerdan 2021, Hossain
Majumder, David, Miele 2021). OlympiAD ve EMBRACA olmak {izere iki farkli faz
IIT klinik denemesi ile PARP inhibitorleri olarak Olaparib ve Talazoparib’in meme
kanseri tedavisinde etkinligi kamtlanmis ve ABD Gida ve ilag Idaresi (FDA)
tarafindan Olaparib’in 2022 yilinda zararli veya siipheli zararli germline BRCA
mutasyonu belirlenen HER2 negatif meme kanseri hastalarinda adjuvan tedavi olarak
kullanilmast onaylanmigtir. Talazoparib’in 2018 yilinda FDA tarafindan zararli veya
stipheli zararli germline BRCA mutasyonu belirlenen HER2 negatif lokal ileri veya
metastatik meme kanseri tedavisinde kullanimi onaylanmistir (Guney Eskiler 2019,
Ge, Zuo, Chen and Yu 2022).

2.3.2 PI3BK/AKT/mTOR inhibitorleri

Kanserde PI3K/AKT/mTOR yolaginin asir1 aktivitesi temel onkolojik yolak olarak rol
aldigr Dbilinmektedir. PI3K/AKT/mTOR yolaginda PIK3CA, AKT1/2 ve mTOR
onkogenlerin asirt aktivitesi veya PTEN ve INPP4B vb. gibi timor baskilayict
genlerin inaktivitesi meme kanseri gelisimine yol agmaktadir (Magbool et al 2022).
The Cancer Genome Atlas meme kanseri veri setinde TNMK tiimdrlerinin %7'sinde
PIK3CA mutasyonlari, %35’inde PTEN ve %30 unda INPP4B geninde degisimler
belirlenmistir. Ayrica, TNMK ttimorlerinin %50°sinde PI3K/AKT/mTOR yolaginda
degisimlerin meydana geldigi ve bu nedenle TNMK tiimoérlerinin PI3K inhibitorlerine
kars1 duyarli olabilecegi belirtilmektedir (Hossain Majumder, David, Miele 2021,
Bianchini, Angelis, Licata and Gianni 2022). Bu kapsamda FDA tarafindan
onaylanmis olan mTORCI inhibitorii olarak Everolimus’ un karboplatin ile
kombinasyonu metastatik TNMK hastalarinin tedavisinde etkili bir tedavi olarak
onerilmektedir Ayrica, LOTUS klinik denemesinde Ipatasertib (Akt inhibitdrii)ve
paklitaksel alan TNMK hastalarinda, sadece paklitaksel ile tedavisi uygulanan
hastalara gore daha uzun progresyonsuz sag kalim siiresi belirlenmistir (Hossain et al
2021, Ge et al 2022). Diger yandan, PI3Ka-segici inhibitorii olarak Alpelisib'in
fulvestran ile birlikte hormon reseptorii pozitif HER2 negatif ileri evre veya metastatik

PIK3CA mutasyonu belirlenen meme kanseri hastalarinda 2019 yilinda FDA
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tarafindan kullanimi onaylanmstir. Diger bir Faz III ¢alismasinda EPIK-B3 PIK3CA
mutasyonlar1 veya PTEN kayb1 (NCT04251533) olan metastatik TNMK hastalarinda
etkinligini degerlendirmektedir (Bianchini et al 2022). Bu kapsamda asir1 aktivitesi
belirlenen PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi TNMK tedavisinde umut vadedicidir.
Ancak, bu sinyal yolagin1i hedef alan ilaglarin etkinliginin kanitlanmasi ve
toksisitesinin belirlenerek ez aza indirilmesi ile ilgili daha fazla arastirmalara ihtiyag

vardir (Yin et al 2020, Ge et al 2022).

2.3.3. Antikor-ila¢ konjugatlar

Antikor-ilag konjugatlart (ADC'ler), bir monoklonal antikor ve bir sitotoksik ilag
kombinayonundan olugsmaktadir ve ileri evre meme kanseri tedavisinde kullanilan bir
yontemdir (Bou Zerdan et al 2022). Bu tiir immiinokonjugatlar, malign olmayan
dokularda toksisiteleri en aza indirirken, antijen eksprese eden kanser hiicrelerine
sitotoksik yiiklerin secici olarak verilmesini saglar. Bir antikor-ilag konjugati olarak
Sacituzumab govitecan metastatik TNMK hastalarinin tedavisinde kullanimi1 2020
yilinda FDA onayr almistir (Landry, Sumbly, and Vest, 2022). Faz 11l ASCENT
calismasinda ise ADC tedavisi uygulanan TNMK hastalarinda paklitaksele gore genel
sag kalim oran ve progresyonsuz sag kalim siiresinde istatistiksel ve klinik olarak

anlamli bir sekilde arttig1 belirlenmistir (Bianchini at al 2022).

2.3.4 AR antogonistleri

TNMK tiimérlerinin %10-15'ini olusturan androjen reseptorii (AR)-pozitif (AR+),
timorler disiik proliferasyon orani ve liimen benzeri gen ekspresyon profili ile
karakterize edilmektedir ve bu nedenle mevcutta kullanilan kemoterak ilaglara karsi
direnglidir (Marra et al 2020). AR pozitifligi TNMK hastalarinin tedavisi i¢in hedef
olarak tanimlanmistir ve anti-androjen molekiillerinin klinik olarak uygulanmasina yol
agmustir. Farkli anti androjen ilaglarinin (Bikalutamid, Enzalutamid, Seviteronel)
monoterapi veya CDK4/6 inhibitorleri ile kombin etkisine dair klinik c¢aligsmalar
devam etmesine ragmen, AR eksprese eden TNMK hastalarinda AR-hedefli tedavinin
etkin bir tedavi stratejisi olup olmadig1 heniiz sonu¢lanmamistir (Hwang, Park and

Kwon 2019).
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2.3.5 Immiinoterapi

Immiinolojik 6zellikleri temel alindiginda TNMK immiinoterapi icin farkli sistematik
seceneklerle umut verici tedavi stratejilerini arasinda yer almaktadir. Programlanmis
hiicre 6liimii proteini 1 (PD-1), PD-L1 veya PD-L2 ligandlari ile etkilesime girdiginde
T hiicresi aktivasyonunu diizenleyen bagisiklik kontrol noktasi reseptorii olarak gorev
almaktadir. PD-L1, TNMK hastalarinin yaklasik %20'sinde eksprese edildiginden
dolayr anti-PD-L1 tedavisinin etkinligi farkli ¢alismalarda belirlenmistir (Ge et al
2022). Ayrica, immiinoterapide sitotoksik T-lenfosit antijeni 4 (CTLA-4) ve PD-1 gibi
immiin kontrol noktasi inhibitérlerinin etkinligine dair ¢aligmalarda devam etmektedir
(Clark and Yang 2021). Bu kapsamda pembrolizumab, emiplimab, nivolumab,
atezolizumab ve durvalumab gibi IgG 1k ve IgG4« tipi monoklonal antikorlar TNMK
tedavisinde immiinoterapide preklinik ve klinik ¢alismalarda dikkat gekmektedir (Cao,
Chen, Tao, Lin and Wang 2021). Bu antikorlar icerisinde Atezolizumab’mn 2019
yilinda PD-L1 pozitif, ¢ikarilamayan, lokal ileri veya metastatik TNMK tedavisinde
kullantmi1 FDA tarafindan onaylanmistir (Clark at al 2021). Ayrica, TNMK
tedavisinde oOzellikle immiinoterapi ile birlikte kombin tedavi stratejileri immiin
sistemi kontrol eden DNA hasar kusurlarindan, yiiksek tiimor mutasyon ylikiinden ve

anti-tiimor bagisikligindan dolay1 6nem kazanmaktadir (Cao et al 2021).

2.3.6. EGFR ve VEGFR inhibitorleri

HER transmembran reseptor ailesine ait Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR),
hiicre zarinin yiizeyinde bulunan bir glikoproteindir. TNMK’da EGFR asir1 eksprese
edilmekte ve tiimdr progresyonu ile yakindan iligkilidir. Bu kapsamda, TNMK
tedavisinde EGFR, monoklonal antikorlar (Setuksimab ve Panitumumab) ve tirozin
kinaz inhibitorleri tarafindan hedeflenmesine yonelik  klinik  ¢aligsmalar
yiirlitiilmektedir. MD Anderson Kanser Merkezi'nden yapilan bir klinik Oncesi
calismada, TNMK hastalarinda EGFR tirozin kinaz inhibitorii olarak Erlotinib’in,
timor biiylimesini ve metastazi inhibe ettigini gosterilmistir (Li, Zhan, Yin, Fu and
Deng 2021). Diger bir randomize faz II ¢alismasinda TNMK hastalarinda Setuksimab
tedavisine yanit oranlarinin %6'dan az oldugu belirlenmekle birlikte Setuksimab ve
Karboplatin kombin tedavisine yanit oran1 %17 olarak belirtilmistir (Yin et al 2020).
Bu nedenle, TNMK tedavisinde EGFR tirozin kinaz inhibitorleri ve anti-EGFR
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monoklonal antikorlarinin tek basina ve kemoterapi ile kombin tedavi uygulamalarina
dair heniiz etkin sonug¢lar elde edilememistir (Yin et al 2020, Sukumar, Gast, Quiroga,
Lustberg and Williams 2021).

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorleri (VEGF) TNMK tiimorlerinin yaklasik olarak
%30-60'inda eksprese edilmektedir. VEGF-A'y1 hedefleyen bir monoklonal antikor
olan Bevacizumab’in neoadjuvan tedavi alan TNMK hastalarinda patolojik tam yanit
oraninda artis sagladig1 belirlenmistir. Ayrica, faz Il ¢alismasinda metastatik meme
kanseri hastalarinda birinci veya ikinci basamak kemoterapi ile Bevacizumab kombin
tedavisinin progresyonsuz sag kalim siiresini arttirdigi belirlenmistir. Ancak VEGFR
inhibitorlerinin  TNMK tedavisinde etkinligine dair klinik calismalar devam

etmektedir (Zhu and Zhou 2015, Li et al 2021).

2.2. DNA HASAR YANITI

Hiicrelerin yasamasinda ve ¢ogalmasinda genomik stabilitenin korunmasi 6nem arz
etmektedir. Genetik yapida meydana gelebilecek herhangi bir anormal degisiklikler
hiicresel siiregleri bozarak hiicresel islevleri engelleyebilir, karsinogenezi tetikleyebilir
veya hiicre 6liimiinii indiikleyebilmektedir (Huang and Zhou 2021). DNA siirekli
olarak farkli nedenler dolay1 hasara ugrayabilmektedir. Bu hasarlar DNA replikasyonu
sirasinda ortaya ¢ikan baz eslesme hatalari, baz eklenmesi, baz eksiklikleri veya
DNA’da meydana gelen tek ve cift zincir kiriklar1 seklinde olabilmektedir. Bu
kapsamda, DNA’da meydana gelen hasarin/hasarlarin taninmasi ve onarilmasini igin
DNA hasar yanit1 ve onarim mekanizmalar1 énem arz etmektedir (Blackford and

Jackson 2017).

DNA olusan hasarin tipine ve hiicre siklusunda etkisine bagli olarak DNA onarim
mekanizmalarinin aktivitesi ile hasar tamir edilmektedir. Bu kapsamda, genomik
stabilitenin siirdiiriilmesinde DNA’da olusan tek zincir kiriklarmin tamirinde kesip-
cikarma (BER), niikleotid kesip-¢ikarma (NER), yanlis eslesme onarimi (MMR) ve
¢ift zincir kiriklarinin tamirinde homolog rekombinasyon (HR) ve homolog olmayan
u¢ birlestirme (NHEJ) mekanizmalar1 rol almaktadir. Hiicrede DNA hasar1 oldugunda
DNA hasarinin taninmasi ve hiicre dongiisiinii durdurulmasi i¢in DNA hasar kontrol

noktalar1 etkinleserek hiicreye hatanin onarilmasi yeterli zaman saglamakta veya
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onarilamayacak diizeyde hata varsa hiicrede programli hiicre 6liimiiniin ger¢eklesmesi
i¢in ¢esitli proteinlerin aktivitesini saglamaktadir (Torgovnick and Schumacher 2015,
Lodovichi, Cervelli, Pellicioli and Galli 2020). DNA’da tek ve/veya gift zincir kiriklar
meydana geldiginde H2A histon varyant1 X’in (YH2AX) fosforilasyonu ile DNA hasar
yanit aktivasyonu baslatilmakta ve DNA hasar yanitinin ana bilesenleri
Fosfatidilinositol-3 kinazla iligkili kinaz (PIKK) ailesi olan Ataksi-telanjiektazi
mutasyona ugramis (ATM), DNA'ya bagimli protein kinaz katalitik alt birimi (DNA-
PKcs) ve Ataksi telenjiektazi ve Rad3 ile ilgili (ATR) aktive olmaktadir (Weber and
Ryan 2015, Carusillo and Mussolino, 2020).

2.2.1. ATM ve ATR’nin yapis1 ve ozellikleri

ATM ve ATR serin ve treonin kalintilarin1 ve ardindan glutamini fosforile ederek N -
terminal alanlarinin diistik dizi homolojisi paylagan ve PIKK ailesinin tiyelerinin farkli
diizenleyici ile etkilesime giren kinazlardir (Bradbury, Hall, Curtin and Drew 2020).
Sekil 4°te 6zetlendigi sekilde, ATR'nin N-terminali ayrica replikasyon stresi ve DNA
hasar1 bolgelerine lokalizasyonunu diizenlemekte ve ATR sinyalizasyonu i¢in gerekli
olan ATR-etkilesimli protein (ATRIP) i¢in baglanma bolgesini icermektedir (\Weber
and Ryan 2015, Bradbury, Hall, Curtin and Drew 2020, Barnieh, Loadman and
Falconer 2021).

TAN FATC
ATM p CFAT | PIKK |
1 3056
ATRIP binding UME FATC

L -
2644

Sekil 4: ATM ve ATR’nin protein yapis1 (Barnieh, Loadman and Falconer 2021).

ATM, ATR ve DNA-PKcs protein kinazlar1t DNA hasar yaniti, replikasyon gatali
stabilitesinin korunmasi, hiicrenin hayatta kalmasi, ¢ogalmasi, metabolizmasi1 ve
farklilasmas1 gibi farkli hiicresel siireglerde rol almaktadir (Weber and Ryan 2015,
Blackford and Jackson 2017). PI3K benzeri protein kinaz olarak ATM temelde

16



DNA’da meydana gelen cift zincir kiriklar1 sonucu aktive olmasina ragmen, ATR
farkli DNA hasarlart ve DNA replikasyon c¢atalinda hatalar sonucunda aktive
olmaktadir (Hanawalt 2015, Karnitz and Zou 2015, Blackford and Jackson 2017). Cift
sarmallt DNA’da tek zincir kiriklar1 sonucu ATR aktive edildiginde, kontrol noktasi
kinaz 1 (Chk1)’in fosforilasyonu sinyallesme kaskadini baslatir ve S faz1 ve G2/M faz1
kontrol noktalarinin hiicre dongiisiiniin  durdurulmasi, replikasyon catalinin
stabilizasyonu ve DNA hasarmmin onarimi dahil olmak {izere temel hiicre
fonksiyonlarmi diizenlemektedir (Hanawalt 2015, Blackford and Jackson 2017,
Italiano 2021).

2.2.2. ATR-Chk1 yolu

DNA ’da olusan ¢ift zincir kiriklar1 sonucu aktive olan ATM ve DNA-PKcs'nin aksine
ATR ¢ok daha genis bir genotoksik stres tarafindan aktive olmaktadir (Blackford and
Jackson 2017). ATR, replikasyon proteini A (RPA) tarafindan DNA’da tek zincir
kiriklarina neden olan farkli lezyonlar 6rnegin ug rezeksiyondan sonra DNA’da olusan
¢ift zincir kiriklari, NER tarafindan hasarli zincir kesildiginde olusan lezyonlar veya
cift zincir a¢ildiginda olusan replikasyon ¢atali hatalari vb. taninmaktadir. Ayrica, UV
tarafindan indiiklenen DNA hasarlarinin taninmasinda da ATR 6nemli bir role sahiptir
(Falck, Coates and Jackson 2005, Lodovichi et al 2020). Sekil 5’te 6zetlendigi sekilde,
ATRIP, dogrudan RPA'ya baglanarak ATR-ATRIP kompleksinin DNA hasar
bolgelerinde veya stresli replikasyon ¢atalinda RPA tarafindan sarilan DNA’da olusan
tek zincir kiriklarinin taninmasina olanak saglar. Rad17 kompleksi, Rad9-Rad1-Husl
(9-1-1) kompleksi ve RIHNO dahil olmak tizere ATR'nin diger bir¢ok diizenleyicisi,
RPA sarilt DNA tek zincir ve ¢ift zincir kiriklar: tanimakta ve TopBP1’in ATR-ATRIP
kinaz aktivitesini uyarmaktadir. Boylece, claspin gibi araci proteinlerin yardimiyla
ATR, Chkl'i tanmir ve fosforile ederek ATR-Chkl yolunun aktivasyonuna neden
olmaktadir (Karnitz et al 2015, Mei, Zhang, He and Zhang 2019). ATR tarafindan
aktive olan Chk1, Cdc25a/c'nin inaktivasyonuna neden olan fosforilasyona neden olur
ve sirastyla Cdk2 ve Cdkl iizerindeki inaktive edici fosforilasyonun kalkmasini
engellemektedir (Smith, Souhgate, Tweddle and Curtin 2020). Bu sinyallesme kaskad1

hiicre i¢1 S faz1 ve G2-M fazi1 kontrol noktalariin aktivasyonu ile hiicre dongiisiiniin

17



durmasini replikasyon g¢atallarinin stabilitesini ve DNA hasarinin onarimi dahil olmak

tizere temel hiicre fonksiyonlarini diizenlemektedir (Italiano 2021).

Replikasyon
stresi

Claspin

/ \ DNA tamiri
Replikasyon stabilitesi

Sekil 5: Replikasyon stresi temelli ATR-Chk1 yolaginin aktivitesi (Mei et al 2019).

2.2.3. ATR-CHK1-WEEI1 Yolagimn Hiicre Dongiisiindeki Rolii

Hiicre siklusunda mitozun baglamasi igin aktif Siklin B-Cdk1l komplesi olusmasi
gerekmektedir. Hiicre siklusunun diizenlenmesinde G1/S, G2/M ve intra-M kontrol
noktalari rol almaktadir. Sekil 6 6zetlendigi sekilde, normal bir hiicrede DNA hasarina
yanit olarak ATR araciligiyla fosforile olan Chk1/Weel aktivitesi, Siklin B/Cdk1
komplesinin inhibisyonuna ve bdylece hiicre siklusunun G2/M fazina ilerlemesini
engellemektedir. Aymi zamanda Chkl, Cdc25 fosfatazlarin aktivitesini
diizenlemektedir (Jin, Tao, Cao, Li and Hu 2021, Kciuk, Gielecinska, Mujwar and
Kontek 2022). Aktive olan Chkl, Cdc25a ve Cdc25¢’yi fosforile ederek inhibe
etmektedir. Aktivitesi azalan Cdc25a ve Cdc25¢ hiicre siklusunun S fazi ve G2/M
fazina ilerlemesini engellemektedir. Boylece DNA replikasyonu tamamlanmadan

once hasarli DNA olan hiicrelerin M fazina ge¢mesi engellenerek hiicre dongiisiiniin
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durdurulmasi ve replikasyon stresini azaltilarak DNA hasar onariminin baglatilmasina
veya apoptoz veya hiicre yaslanmasinin indiiklenmesine yol agmaktadir (Smith et al
2020, Barnieh et al 2021). Diger yandan, G1/S kontrol noktasinda hasarli DNA’nin
replikasyonunu engellemektedir. G1 evresinden S evresine gecis dogrudan siklin E
tarafindan indiiklenen artan CDK2 aktivitesi ile diizenlenmektedir. Oncelikle G1/S
kontrol noktasinda Cdc25a’nin degredasyonu ile baglamakta ve CDK2’nin aktivitesini
inhibe etmektedir. Eger DNA hasar1 kalic1 ise p53 temelli p21°in upregiilasyonu G1/S
fazinda tutulmaya neden olmaktadir. Bu kapsamda ATR/Chk1 yerine, ATM/Chk?2
G1/S faz1 gecisinde DNA hasar yanitinin temel diizenleyicisi olarak rol almaktadir

(Smith et al 2020, Gorecki et al 2021,).
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Sekil 6: DNA hasarina yanit olarak ATR temelli sinyal ve hiicre siklusunda etkisi

(Smith et al 2020).

2.2.4. Kanser tedavisinde ATR inhibisyonunun terapotik 6nemi

Genomik kararsizlik, DNA hasar yaniti mekanizmalarinin islevsizligi ve/veya

diizensizliginin bir sonucu olarak ortaya c¢ikan kanser hiicrelerinin yaygin olarak

bilinen bir 6zelligidir (Barnieh et al 2021). ATR aktivitesinin bir¢ok tiimdr hiicresinde,

normal hiicrelerde oldugundan daha fazla etkin oldugu bilinmektedir. Yapilan bazi
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calismalarda, ATR inhibisyonunun yiiksek diizeyde onkojen kaynakli replikasyon
stresi olan hiicrelerde toksik oldugu belirtilmis olup, agirt ATR aktivitesinin kanser
hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in kritik 6nemi oldugu belirtilmektedir (Lecona and
Fernandez-Capetillo 2018). Kanser hiicrelerinde genellikle p53 ve Rb tiimor
baskilayici genlerdeki mutasyonlardan dolayr hiicre dongiisiiniin G1 kontrol
noktasinda tutulamamasi1 DNA’da ¢ift zincir kiriklarinin tamirinde hiicre siklusunda
G2/M kontrol noktasinin 6nemini gostermektedir (Lodovichi et al 2020). Replikasyon
stresi ATR-Chk1-Weel sinyal yolaginin aktivitesinde 6nemli rol almaktadir. Bu
nedenle, kanser hiicrelerinde G1 kontrol noktasinin kaybindan dolayr ATR-Chk1-
Weel yolunu hedefleyen terapotik yaklagimlar 6nem arz etmektedir. Ayrica, ATR-
Chk1-Weel yolagmm S ve G2/M hiicre dongiisii kontrol noktalarmndaki roliiniin
yanisira HR mekanizmasinin diizenlenmesinde de rol almaktadir. Bu nedenle, ATR
inhibisyonu, HR kusurlu kanser hiicrelerinin kemoterapiklere karsi duyarli hale
gelmesinde terapotik potansiyele sahiptir (Hanahan and Weinberg 2000, Mak, Man,
Ma and Poon 2014, Smith et al 2020). Ayrica, G1 kontrol noktasinin kaybu,
replikasyon stresi ve HR tamir mekanizmasindaki eksikliklerden dolay1 heterojen
yaptya sahip TNMK patogenezinde ATR yolagi temelli DNA tamirine bagimlilig
arttirmaktadir. Boylece, TNMK hiicrelerini DNA hasar yanitin1 hedef alan ilaglara
kars1 daha duyarli hale getirmektedir (Curtin 2012, Fedele et al 2019, Ding et al 2020).

2.2.5. ATR inhibitorleri

ATR, DNA replikasyon stresine kars1 ¢ok yonlii DNA hasar yanitini diizenlemektedir
(Wengner et al 2020). Literatiirde, ATM mutasyonu veya fonksiyon kayb1 olan kanser
hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢gin ATR' ye bagimliliginin arttigi belirlenmistir. Bu
nedenle, ATR inhibisyonu hedef alan inhibitorler kanserin tedavisinde potansiyel bir
hedef olarak son on yilda dikkat ¢ekici hale gelmistir (Wengner et al 2020, Chen et al
2022). Kanser hiicrelerinde ATR inhibisyonunun etkinligi siRNA veya ksenograft
modellerde gosterilmekle birlikte, ATR inhibitorlerinin gelistirilmesinde aktif ATR
proteinin elde edilmesinde zorluklar, ATR proteinin biiyiikk boyutu, allosterik
baglanma bolgelerinde bilgi eksiklikleri ve ATR inhibisyonunda standartlastirilmis
analizlerin eksikligi yeni ajanlarin gelistirilmesinde kisitlamalara neden olmaktadir

(Fokas et al 2014, Lecona and Fernandez-Capetillo 2018). Bugiine kadar, farkli
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ATR inhibitorlerinin farkli kanser tiplerinin tedavisinde klinik denemeleri devam
etmektedir. ATR olarak Berzosertib (M6620, VX-970, VE-
822), M4344(VX-803), Ceralasertib (AZD6738) ve Elimusertib (BAY-1895344)
klinik faz ¢alismalar1 devam etmektedir (Wengner, Scholz and Haendler 2020, Chen
et al 2022).

inhibitorleri

Tablo 3: DNA hasar yanitinda rol alan DNA-PKc, ATR ve ATR inhibitorlerinin

meme ve prostat kanserinde klinik ¢alismalar1 (Wengner, Scholz and Haendler 2020).

ilac Hedefi Kombin Tedavi Kanser Faz
Nedisertib DNA-PKcC Radyum-223 Metastatik kastrasyon_ direngli prostat 12
Avelumab kanseri
AZD7648  DNA-PKc Dgigerubisin fleri kanserler 112
Olaparib
VX-984 DNA-PKc Kemoterapi Tleri kat1 timorler 1
CC-115 DNA-PKc Enzulatamid kastrasyon direngli prostat kanseri 1
Berzosertib ATR Radyoterapi Meme kanseri 1
Berzosertib ATR Karboplatin Metastatik kastrka;sn);célrli direngli prostat 5
Ceralasertib ATR Olaparib Metastatik kastrasyon_dlrengh prostat 2
kanseri
Ceralasertib ATR Olaparib TNMK 2
Ceralasertib ATR Olaparib fleri meme kanseri 2
M4344 ATR Kemoterapi Tleri kat1 timorler 1
Elimusertib ATR Ileri kat1 tiimorler ve lenfoma 1
Elimusertib ATR Kemoterapi Tleri kat1 timorler 1
Elimusertib ATR Niraparib fleri kat1 tiimorler 1
Elimusertib ATR PembrOIIZl.'lmab Tleri kat1 timorler 1
Olaparib
Irinotekan
AZD0156 ATM Florourasil Ileri kanserler 1
Folinik asit
M3541 ATM Radyoterapi Kat1 tiimérler 1

2.2.5.1.Elimusertib

Elimusertib Bayer AG tarafindan gelistirilen oral klinikte faz 1 calismalar
(NCT03188965) devam eden segici oral yolla kullanilan bir ATR inhibitoriidiir.
Elimusertib’in hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarda yapilan analizler ile ATR
homologlari tizerinde [ATM (>200 kat), DNA-PK (>40 kat), mTOR (6 kat) ve PI3K
(>400 kat)] cell-free (ICso= 7 nM) ve hiicresel (ICso = 36 nM) yiiksek secicilikte tek
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ajan olarak gii¢lii anti-kanser etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Wegner et al 2020,
Barnier, Loadman and Falconer 2021).

In vitro yapilan ¢alismalarda DNA hasar yanit1 kusurlar1 olan over, prostat, kolorektal
ve lenfoma dahil olmak kanser hiicre panellerinde Elimusertib’in tek ajan olarak giiclii
anti-kanser etkisi gosterilmis ve Ozellikle sisplatin, bleomisin gibi DNA hasarina
neden olan ajanlar ve DNA hasar yanitinda rol alan ATM, CHK1, DNA-PK, WEE1
ve PARP inhibitorleri ile gliclii sinerjistik etkisi gosterilmistir. Ayrica, ATM yolaginin
inaktif oldugu kanser hiicrelerinin Elimusertib’e duyarli oldugu da belirlenmistir.
Benzer sekilde, in vivo calismalarda Elimusertib’in monoterapi ve olaparib,
radyoterapi ve hormon tedavi ile kombin sekilde over, prostat, kolorektal ve lenfoma
tiimdr modellerinde tiimor gelisimini 6nemli derecede inhibe ettigi tespit edilmistir.
Ayrica, insan lenfome ksenograft modellerinde M6620 ve AZD6738 ATR inhibitdrleri
ile karsilastirildiginda ayni konsantrasyonda daha iistiin anti-kanser etkiye sahip
olduguda analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar Elimusertib’in M6620 ve AZD6738’¢
gore farmakokinetik 6zelliklerinin daha iistiin oldugunu ve bu nedenle monoterapi
olarak daha etkin oldugunu ortaya koymaktadir (Wegner et al 2020, Barnier, Loadman
and Falconer 2021).

Elde edilen 6nemli preklinik veriler, Elimusertib’in 6zellikle ileri kati timorlerde ve
lenfoma tedavisinde monoterapi olarak 2017 yilinda klinik c¢alismasimin
(NCT03188965) baslamasina neden olmustur. Diger bir ¢alismada ise Elimusertib ile
PD-1 inhibitorii olarak Pembrolizumab’in ileri kat1 tiimorlerde kombin etkisi
arastirilmaktadir (NCT04095273). Ayrica preklinik verilerle ile uyumlu bir sekilde
ATM protein ekspresyon kaybi ve/veya ATM geninde patojenik mutasyona sahip tiim
hastalarin Elimusertib’e yanit verdigi belirlenmistir (Wegner et al 2020, Barnier,

Loadman and Falconer 2021).

Literatiirde Elimusertib’in anti-kanser etkisinin arastirilmasina dair smirli sayida
preklinik calisma mevcuttur. Wickstroem ve ark. (2019) calismalarinda fibroblast
biiyiime faktorii reseptorii 2 (FGFR2) hedefli toryum-227 konjuge FGFR2 antikorunun
(FGFR2-TTC) monoterapi ve BAY-1895344 kombin etkisini KATO Ill ve SNU-16
mide, NCI-H716 kolon, SUM52-PE meme ve MFM-223 TNMK hiicrelerinde
sitotoksik etkisi ve DNA’da cift zincir kiriklarinin belirlenmesinde rol alan YH2AX ve
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hiicre siklusunda etkisi arastirilmistir. Elde edilen bulgulara goére, FGFR2-TTC ile
ATR inhibitoérii kombinasyonunun yH2AX seviyesinde artisa neden oldugu ve
ozellikle MFM-223 tiimor ksenograft modelinde tek ajanin etkili olmadigi dozlarda
kombin etkinin tiimor biiyiimesinde O6nemli diizeyde azalisa neden oldugu
gosterilmistir.  Bu nedenle FGFR2 pozitif timoérlerde FGFR2-TTC ile ATR
inhibitoriiniin yeni bir tedavi yaklasimi olabilecegi belirtilmistir (Wickstroem et al
2019). Wengner ve ark. (2020) DNA hasar yanit1 eksikligi bulunan kanser ksenograft
modellerinde Elimusertib’in gii¢lii monoterapi ajani olarak etkin oldugu ve kemoterapi
ve eksternal radyoterapi ile birlikte giiclii sinerjitik etkisi belirlenmistir. Ayrica, ATR
inhibitorlerinin steroidal olmayan AR antagonisti darolutamid ile hormon bagimli
prostat kanserinde gii¢lii anti-timor yanita sahip oldugu ve etkinliginin eksternal
radyoterapi ile kombin tedavi seklinde arttigini tespit edilmistir (Wengner et al 2020).
Goncalves ve ark. (2020) tarafindan ise, 8 telomerlerin alternatif uzamasi (ALT)
pozitif (ALT+) ve 9 ALT negatif (ALT-) osteosarkom hiicrelerinde 3 farkli ATR
inhibitoriiniin etkinligini arastirllmistir. Elde edilen bulgulara gore, kisa telomeraz
uzunluguna sahip ALT- hiicrelerin uzun telomeraz uzunluguna ALT- veya ALT+
hiicrelere gore ATR inhibitorlerine yiliksek duyarliliga sahip oldugu ve ATR
inhibisyonunun kisa telomeraz sahip hiicrelerde kromozom kiriklarina ve hiicre
6limiine neden oldugu i¢in kromozom stabilitesinde ATR’nin aktivitesinin énemli
oldugu tespit edilmistir (Goncalves et al 2020). Bowler ve ark. (2020) tarafindan
0zofagus kanser hiicrelerinde ATR inhibisyonu ile otofaji arasinda iligkiyi
arastirdiklar1 ¢alismalarinda p62 birikiminin ATR bagimsiz bir sekilde gelistigini ve
ATR inhibitérlerinin hedefi olmadig: belirtilmektedir. ATR inhibitorleri olarak VE-
821, AZD6738 ve BAY-1895344 uygulanan OE21 hiicrelerde LC3 seviyesinde
herhangi bir degisim olmadig1 ve farkli konsantrasyonlarda AZD6738 ve BAY-
1895344 uygulanan hiicrelerde VX970 ve VE-821 aksine p62 seviyesinde bir birikim
olmadig tespit edilmistir (Bowler et al 2020). Rafiei ve ark. (2020) CRISPR/Cas9
teknolojisi ile ATM defektif DU145, 22Rv1, and LNCaP hiicrelerinde izogenik
hiicrelerinde ATM kaybinin DNA hasar yanitin1 degistirmesine ragmen, homolog
rekombinasyon mekanizmasinda dogrudan etkili olmadigi belirlenmistir. Ayrica,
ATM kaybiin PARP inhibisyonuna duyarlilikta dogrudan etkili olmamasina ragmen,
ozellikle VX-970 (M6620) ATR inhibitoriine yanitt 6nemli derecede arttirdig: tespit
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edilmistir (Rafiei et al 2020). Neeb ve ark. (2021) ATM kaybi olan ileri prostat kanseri
hastalarinda ve hiicre hatlarinda gerceklestirdikleri ¢aligmalarinda, ATM kayb1 olan
prostat kanseri hiicrelerinin ATR inhibisyonuna duyarli oldugu ve CP50C organoid ve
hasta kaynakli ksenograft modelinde PARP inhibitorii olaparib ile birlikte giiglii
sinerjistik etkisi tespit edilmistir (Neeb et al 2020). Sule ve ark. (2021) IDH1/2
mutasyonunun U87, HCT116 ve LN229 kanser hiicrelerinde ve HCT116 IDH1 mutant
ve HT1080 fibrosarkoma in vivo ksenograft modelinde AZD6738, ATRIN175 VE-
822 ve BAY-1895344 ATR inhibitorlerine duyarlilikta etkili oldugunu ve bir PARP
inhibitorii olarak olaparib ile AZD6738 ATR inhibitoriiniin IDH1 mutant kanser
hiicrelerinde giiglii sinerjistik etkisinin oldugunu gosterilmistir (Sule et al 2021). Tang
ve ark. (2021) prostat kanseri hiicrelerinde BAY-1895344 dogrudan ATR-Chkl
sinyalini Cdk1-SPOP ekseni ile baskiladigi ve PD-L1 proteininin destabilizasyonuna
neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica, RM-1-BM sinjenik fare prostat kanser
modelinde ATR inhibitérleri ile PD-L1 inhibitorlerinin gii¢lii kombin etkisi oldugu
belirlenmistir (Tang et al 2021). Szydzik ve ark. (2021) tarafindan CLB-BAR, CLB-
GE, CLB-GAR anaplastik lenfoma kinaz (ALK) bagimli ve SK-N-AS ve IMR-32
ALK bagimsiz noroblastoma hiicrelerinde 2, 4 ve 6 giin boyunca uygulanan
Elimusertib’in sitotoksik ve apoptotik etkisi belirlenmis ve 6zellikel ALK+ hiicrelerde
ve ksenograft modelde potansiyel anti-kanser etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
Ayrica, krizotinib veya lorlatinib ALK inhibitorleri ile Elimusertib’in ALK+
ksenograft modellerde kombin etkisi ortaya konmustur (Szydzik et al 2021). Ganesa
ve ark. (2022) ¢aligmalarinda yanlis esleme onarimi (MMR) proteinlerinin knockdown
yapildigi insan glioblastoma LN229 MGMT- ve MGMT+ hiicrelerinde MSH2, MSH6,
MLHI ve PMS?2 proteinlerinin temozolomid tedavisi sonrasinda ATR aktivasyonuna
neden oldugu ve ATR inhibitorleri ile kombin tedavinin MMR- eksik hiicrelerinde
terapotik yaklasim olabilecegi belirtilmistir (Ganesa, Sule, Sundaram and Bindra

2022).

Sonu¢ olarak, Elimusertib’in preklinik ¢alismalarda farkli kanser tiplerinde
monoterapi veya DNA hasar1 indiikleyen veya DNA onarimmin dogru
gerceklesmedigi DNA hasar yanit1 eksikligi olan kanser tiplerinde farkli ilaglarla

kombin uygulamasinin potansiyel terapotik bir tedavi segenegi olabilecegi
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belirtilmistir. Ancak, Elimusertib’in TNMK tedavisinde DNA hasar yanitinda etkisine

dair detayl1 bir calisma heniiz literatiirde mevcut degildir.

Bu kapsamda mevcut tez ¢alismanin amaci Elimusertib’in kontrol ~ hiicreleri  ile
karsilastirmali olarak TNMK hiicrelerinde potansiyel anti-kanser etkisinin
belirlenmesi ve DNA hasar yanitinda molekiiler diizeyde etkinliginin ortaya konmasi

amaglanmstir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Kullamilan Cihazlar

-80°C derin dondurucu (Haier, Cin)

Buzdolabi (Regal, Tiirkiye)

Sogutmali santriflij (Niive, Tiirkiye)

Su banyosu (Stuart, Birlesik Krallik)

Distile su cihazi (Niive, Tiirkiye)

Otoklav (Niive, Tirkiye)

Vorteks (Hangzhou Allsheng, Cin)

Orbital calkalayici (Hangzhou Allsheng, Cin)

Hassas Terazi (Shimadzu, Japonya)

Biyogiivenlik Kabini Sinif II (Thermo Fisher Scientific, ABD )
COz inkiibator (Thermo Fisher Scientific, ABD)

Inverted mikroskop (BestScope, Cin)

Countees hiicre sayim cihazi (Invitrogen, ABD)

Muse® Cell Analyzer (Luminex Corporation, ABD)

EVOS Goriintiileme Sistemi (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Qubit 4.0 Flurometer (Invitrogen, ABD)

Mini jel tank sistemi (Thermo Fisher Scientific, ABD)

iBlot 2 jel transfer sistemi (Thermo Fisher Scientific, ABD)
iBind Flex (Thermo Fisher Scientific, ABD)

Kemoliminesans goriintiileme sistemi (Synege. Birlesik Krallik)
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3.1.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

. Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Merck Milipore, Almanya)

. Elimusertib (Selleck Chemicals, ABD)

. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Gibco ®, Thermo Fisher Scientific,
ABD)

. Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12)
(Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD)

. Tripsin/EDTA (%0.25) (Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD)

. Phosphate Buffered Saline (PBS) Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD)

. Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD)
. Penisilin-Streptomisin (Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD)

. Water soluble tetrazolium-1 (WST-1) reaktifi (Biovision, ABD)

. Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit (Luminex Corporation, ABD)

. Muse™ Cell Cycle Kiti (Luminex Corporation, ABD)

. Akridin oranj (Sigma Aldrich, ABD)

. Etanol (Merck Millipore, Almanya)

. Paraformaldehit (Sigma Aldrich, ABD)

. DAPI (Sigma Aldrich, ABD)

. MitoTracker Red CMXRos (Cell Signaling Technology, ABD)

. NuPAGE™ LDS Sample Buffer (Thermo Fisher Scientific, ABD)

. NuPAGE™ Sample Reducing Agent (Thermo Fisher Scientific, ABD)

. Bolt™ 4 -12%, Bis-Tris, 1.0 mm, Mini Protein Gels (Thermo Fisher Scientific,
ABD)

. iBlot™ Transfer Stack, nitrocellulose, regular size (Thermo Fisher Scientific,
ABD)

. iBind Flex Card (Thermo Fisher Scientific, ABD)

. SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher

Scientific, ABD)
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3.2. YONTEM

Bu c¢alisma kapsaminda gerceklestirilen yontemler asagida basliklar halinde

aciklanmis ve Sekil 7°de gorsel olarak sematize edilmistir.

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

MDA-MB-231 triple negatif meme kanseri ve MCF-10A meme epitel hiicre hatlar
ticari olarak Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)’den satin alindi. MDA-MB-
231 hiicreleri %10 FBS ve %]1 Penisilin/Streptomisin igeren DMEM besiyerinde ve
MCF-10A hiicre hatt1 %10 FBS, %! Penisilin/Streptomisin, 100 mg/mL EGF, 1
mg/mL hidrokortizon ve 10 mg/mL insiilin ilavesiyle DMEM/F12 besiyerinde
37°C’de %5 karbondioksit (CO2) iceren inkiibatérde kiiltiire edildi. -80°C’den
cikarilan hiicre stoklar1 hazirlanan besiyeri icerisine eklenerek 25 cm? filtreli flasklara
ekildi. inverted mikroskop ile hiicrelerin cogalmasi her giin kontrol edilerek besiyerleri
yenilendi. Hiicreler flaskta yeterli hiicre yogunluguna ulastiginda besiyeri ortamdan
uzaklastirildi. Hiicreler flaskta 1 kez PBS ile yikandi. Hiicrelerin flasktan kaldirilmasi
icin Tripsin-EDTA (%0.25) eklenerek CO> inkiibatoriinde inkiibe edildi. Sonrasinda
hiicreler steril falkona alinarak 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Sonrasinda elde
edilen hiicre pelletleri 1 mL taze besiyerinde siispanse edildi. 10 pL hiicre
stispansiyonu 10 pL tripan mavisi ile pipetlenerek hiicreler hiicre sayim cihazinda
(Countees Invitrogen, ABD) sayildi. Hiicrelerin stoklanmasi i¢in ise hiicre pelleti
besiyeri ile siispanse edilerek kryotiiplere aktarildi ve tizerine DMSO eklenen hiicreler

-80°C’de muhafaza edildi.

3.2.2. WST-1 Canhlik Analizi

MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlar1 iizerindeki Elimusertib’in sitotoksik
etkisinin belirlenmesi amaci ile 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-distilfofenil)-
2H-tetrazolyum (WST-1) boyast kullanildi. Calisma prensibi ise mitokondriyal
dehidrogenaz enzimleri ile reaksiyona girmesi sonucunda formazan olusumuna

dayanmaktadir. (Ngamwongsatit, Banada, Panbangred and Bhunia 2008).

96 kuyulu plakalara her kuyuya 2x10* hiicre olacak sekilde MDA-MB-231 ve MCF-
10A hiicreleri ekildi ve 24, 48, 72, 96 inkiibasyon siireleri i¢in dort ayri deney
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kurularak 37°C COz inkiibatorde hiicreler inkiibe edildi. Sonrasinda, hiicrelere 1, 2, 4,
6, 8, 10 nM Elimusertib uygulanarak sitotoksik etki 24, 48, 72 ve 96 saat icin
degerlendirildi. Belirlenen siireler sonunda her bir kuyuya 10 uL WST-1 reaktifi
eklenerek 37°C 45 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda, plakalar 450 nm dalga boyunda
absorbans okuyucu cihazda (Allsheng, Cin) Ol¢imii yapildi. Elimusertib
uygulanmayan kontrol hiicreleri %100 canli olarak kabul edildi. Deney hiicre
gruplariin canlilik oranlar1 kontrole kiyasla % olarak ifade edildi. Her deney grubu 3

kez tekrar edildi.

3.2.3. Annexin V Analizi

Hiicre apoptoza gittigi takdirde hiicre zarinin i¢ ylizeyine yerlesmis olan
fosfatidilserinler hiicre zarinin dis yiizeyine ge¢mekte ve bdylece floresan 1g1ma yapan
Annexin V boyasi tarafindan isaretlenerek hiicrelerde apoptotik 6lim miktar1 akis
sitometri cihazinda belirlenmektedir. Nekrotik hiicrelerin belirlenmesinde ise ikinci bir

boya olarak propidyum iyodiir veya 7-AAD kullanilmaktadir (Gtiles ve Eren, 2008).

WST-1 analizi sonucuna gore etkin oldugu belirlenen dozlar (6 ve 8 nM) ve
inkiibasyon siirelerinde (72 ve 96 saat) hiicrelere Elimusertib uygulanilarak Annexin
V analiziyle apoptotik 6liim belirlendi. 6 kuyulu plakalara hiicreler (1x10°) ekildikten
sonra, WST-1 analizine goére etkin oldugu belirlenen 6 ve 8 nM Elimusertib
uygulanarak 72 ve 96 saat boyunca inkiibe edildi. Ardindan Tripsin-EDTA ile hiicreler
6 kuyulu plakalardan kaldirilarak 1,5 mL ependorf tiiplere alinmig ve 1500 rpm’de 5
dk boyunca santrifiij edildi. Elde edilen hiicre siipernatantlar1 uzaklastirilarak hiicre
pelletleri iki kez PBS ile yikand1 ve sonrasinda hiicreler 100 pL Muse® Annexin V &
Dead Cell Assay Kit ile 30 dakika karanlikta inkiibe edilerek boyandi. Inkiibasyon
sonunda deneylerin analizi Muse® Cell Analyzer (Luminex Corporation, ABD)

cihazinda gergeklestirildi ve tiim deneyler ti¢ kez tekrar edildi.

3.2.4. Hiicre Siklusu Analizi

Elimusertib’in hiicre dongiisiindeki GO/G1, S ve G2/M fazlarinda neden oldugu DNA
miktarinda degisimlerin kantitatif 6l¢ctimiinii i¢in Muse™ Cell Cycle Kiti hiicrelerin
belirlemektedir. 6 kuyucuklu plakalara hiicreler (5x10°) besiyeri ile ekildikten sonra

WST-1 analizine gore etkin oldugu belirlenen 6 ve 8 nM Elimusertib uygulanarak 72
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ve 96 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, Tripsin-EDTA ile kaldirilan
hiicreler ependorf tiiplere alinarak PBS ile iki kez yikandi. Ardindan ependorf tiip
icinde 1 mL %70 etanol ile hiicreler —20 °C en az 3 saat boyunca fikse edildi.
Sonrasinda, her bir tiip 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve elde edilen pelletler 2
kez soguk PBS ile yikandi. Yikama sonrasinda her bir tiipteki hiicreler 200 uL. Muse
™ Cell Cycle Kit ile boyanarak Muse® Cell Analyzer (Luminex Corporation, ABD)

cihazinda analizi gerceklestirildi ve tiim deneyler ii¢ kez tekrar edildi.

3.2.5. Akridin Oranj/ Propidyum iyodiir Boyamasi

Akridin oranj (AO) boyast DNA veya RNA’ya baglanabilen bir boyadir. AO DNA’da
c¢ift zincir kiriklarina baglandiginda yesil renkte goriilmesine ragmen, RNA veya
DNA’da tek zincir kiriklarina baglandiginda kirmizi goriintiilenmektedir. Ayrica
katyonik bir boya oldugu icin lizozom gibi asidik bilesenlerde diisiik pH’dan dolay1
turuncu renkte gozlemlenmektedir. Propididyum iyodiir (PI), kirmizi floresan bir

boyadir ve canli hiicrelere gecemediginden 6lii hiicrelerin belirlenmesinde yaygin

olarak kullanilmaktadir (Nafisi et al 2007).

MDA-MB-231 ve MCFI0A hiicrelerindeki apoptotik etkisinin goriintiilenmesi
amaciyla, 6 kuyucuklu plakalarin her bir kuyucuguna 5x10° hiicre ekildikten sonra,
WST-1 analizine gore etkin oldugu belirlenen 6 ve 8 nM Elimusertib uygulanarak 72
ve 96 saat boyunca inkiibe edildi. Sonrasinda hiicrelere paraformaldehit (%4)
eklenerek 30 dakika orbital ¢alkalayicida fikse edildi. Ardindan, her bir kuyu 3 kez
PBS ile yikanarak, 1 mL AO/PIboyas1 ile 30 dakika boyunca karanlikta inkiibe edildi.
Son olarak, her bir kuyucuk 3 kez PBS ile yikandiktan sonra EVOS Hiicre

Goriintiileme Sistemi (Thermo Fisher Scientific, ABD) goriintiilendi.

3.2.6. Oksidatif stres analizi

Muse® Oxidative Stress kiti oksidatif strese giren hiicrelerde intraseliiler siiper oksit
radikallerinin Ol¢lilmesine olanak saglayan analizdir. Bu kit reaktif hiicre
popiilasyonunda ROS miktarinin belirlenmesinde kullanilan dihidroetidyiim reaktifini

temel almaktadir.
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Bu analiz kapsaminda, MDA-MB-231 ve MCF10A hiicreleri (5x10°) 6 kuyucuklu
plakalara ekilerek 24 saat inkiibasyona birakildi. Sonrasinda, hiicrelere WST-1
analizine gore etkin oldugu belirlenen 6 ve 8 nM Elimusertib uygulanarak 72 ve 96
saat boyunca inkiibe edildi. Ardindan, Tripsin-EDTA ile kaldirilan hiicreler tiiplere
almarak 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernetant uzaklastirilarak 3 kez
PBS ile yikanandi. Siispansiyon halindeki hiicre gruplarinin her bir tiipiine 190 pL
Muse® Oxidative Stress ¢alisma soliisyonu eklendi ve 37 C°’de 30 dakika inkiibe
edildi. Boyama sonrasinda hiicreler Muse™ Cell Analyzer (Luminex Corporation,

ABD)cihazinda analiz edildi ve tiim deneyler ii¢ kez tekrar edildi.

3.2.7. Mitotracker Boyamasi

MitoTracker® Red CMXRos boyast hafif tiyol reaktif klorometil kisimlar1 iceren hiicre
zarindan gecerek aktif mitokondrilerde biriken floresans bir boyadir. Bu amagla MDA-
MB-231 ve MCF10A hiicreleri (5x10°) 6 kuyucuklu plakalara ekilerek 24 saat
inkiibasyona birakildi. Sonrasinda, hiicrelere WST-1 analizine gore etkin oldugu
belirlenen 6 ve 8 nM Elimusertib uygulanarak 72 ve 96 saat boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda MitoTracker Red CMXRos boyas1 igeren soliisyonher bir kuyuya
ilave edilerek 45 dakika 37 C°’de inkiibe edildi. Ardindan her bir kuyu 3 kez PBS ile
yikandi ve 1 mL paraformaldehit (%4) eklenerek 30 dakika orbital ¢alkalayicida fikse
edildi. Fiksasyon sonrasinda her bir kuyu 3 kez PBS ile yikanarak EVOS Hiicre

Goriintiileme Sistemi (Thermo Fisher Scientific, ABD) goriintiilendi.

3.2.8. Western blot analizi

Elimusertib’ in MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerindeki DNA hasar yanit1 ile
iliskili olarak ATR, y-H2AX, p-Chk1, p-Cdc2, Siklin B, p-Rb, Siklin D ve apoptotik
olim ile iliskili PARP, Kaspaz-9, Kaspaz-3, c-Kaspaz-3 proteinlerin ekspresyon

diizeyindeki degisimler western blot analizi ile degerlendirildi.

Oncelikle, her bir hiicre 1x108 olacak sekilde flasklara ekildikten sonra hiicreler WST-
1 analizine gore etkin oldugu belirlenen 6 ve 8§ nM Elimusertib uygulanarak 72 ve 96
saat boyunca inkiibe edildi Inkiibasyon sonunda hiicrelerden RIPA lizis tamponu ile
protein izolasyonu yapilarak protein miktar: Qubit 4.0 Flurometer (Invitrogen, ABD)
cihazinda belirlendi. 30 pg protein olacak sekilde NuPAGE™ LDS Sample Buffer
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(4X) ve NuPAGE™ Sample Reducing Agent (10X) karisimi ile hazirlanan 40 pL
ornekler 90 °C’de 5 dakika bekletildikten sonra 1 dakika buza alindi. Sonrasinda
hazirlanan 6rnekler Bolt™ 4 -12%, Bis-Tris, 1.0 mm, Mini Protein Gels jele yiiklendi.
Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra jeller Mini jel tank sistemi (Thermo Fisher
Scientific, ABD) 200 V 22 dakika boyunca yiiriitiildii. Sonrasinda iBlot™ Transfer
Stack, nitrocellulose, regular size ile iBlot 2 jel transfer sistemi (Thermo Fisher
Scientific, ABD) kullanilarak transfer islemi gerceklestirildi. Sonrasinda her bir primer
ve sekonder antikor (Tablo 2) uygun diliisyon oranlarinda hazirlanarak iBind Flex
(Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazinda iBind Flex Card ile birlikte en az 4 saat
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda membranlar SuperSignal™ West Pico
PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak
kemoluminesans goriintiileme sisteminde (Syngene, Birlesik Krallik) goriintiilendi.

Kontrol olarak GAPDH kullanildi.

Tablo 4: Western blot analizinde kullanilan antikor bilgileri

Antikorlar Diliisyon Kodlar
oranlari
. . NB100-308
Mousggt-ATR 11000 Novus Biologicals, Birlesik Krallik)
. . ab26350
Mouse anti-yH2AX 1:500 (Abcam, Birlesik Krallik)
. . AF2054
Rabbit Anti-p-Chk (S317) I ng/mL (Novus Biologicals, Birlesik Krallik)
. . AF888
Rabbit Anti-p-Cdc-2/Cdk1 (pTyrl5) 0.2 pg/mL (Novus Biologicals, Birlesik Krallik)
. C i . NBP2-67640
Rabbit Anti-Siklin B1 1:500 (Novus Biologicals, Birlesik Krallik)
. . sc-271930
Mouse Anti-p-Rb 1:250 (Santa Cruz Biotechnology, ABD)
o . sc-8396
Mouse Anti-Siklin D 1:250 (Santa Cruz Biotechnology, ABD)
. 436400
Mouse Anti-PARP I ng/mL (Thermo Fisher Scientific, ABD)
. . . NB100-56118
Rabbit Anti-Kaspaz-9 1:1000 (Novus Biologicals, Birlesik Krallik)
. . . NB600-1235
Rabbit Anti-Kaspaz-3 1:100 (Novus Biologicals, Birlesik Krallik)
o _ AF-7020
Rabbit-Anti-GAPDH 1:1000 (Affinity Biosciences,Avustralya)
Goat Anti Mouse 1gG (H+L) 1:10000 31430
Sekonder antikor HRP ’ (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Goat Anti Rabbit IgG (H+L) 1:10000 31460
Sekonder antikor HRP ’ (Thermo Fisher Scientific, ABD)
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3.2.9. istatistiksel analiz

Elde edilen veriler GraphPad Prism 6.0 kullanilarak degerlendirildi. Verilere ait
tanimlayici istatistikler ortalama ve standart sapma olarak verildi. Coklu gruplar arasi
farklilar tek yonlii varyans analizi (One Way ANOVA) Posthoc Tukey testi ile analiz
edildi. p<0.05*, p<0.01** istatiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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Sekil 7: Gergeklestirilen deneylerin gorsel sunumu (Created with BioRender.com).



4. BULGULAR

4.1. ELIMUSERTIB’IN ANTI-KANSER ETKIiSiNIN DEGERLENDIRILMESI

Elimusertib’in MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde anti-kanser etkisinin
belirlenmesi amaciyla WST-1 analizi yapilmis ve elde edilen bulgular Sekil 8’de
sunulmustur. Elde edilen verilere gore, Elimusertib uygulanan MDA-MB-231 ve
MCF-10A hiicrelerinde uygulanan doza bagli canliligin anlaml bir sekilde azaldigi
belirlenmistir (p<0,05).

24 saat boyunca 1, 2, 4, 6, 8 ve 10 nM Elimusetib uygulanan MDA-MB-231
hiicrelerinde canlilik orani sirastyla %104,4 + 4,2, %102,7 + 1,5, %94,1 + 0,6, %89,0+
0,3, %75,9 = 1,2 ve %77,0 £ 1,2 olarak belirlenmesine ragmen, 48 saat siiresince
uygulandiginda sirasiyla %88.,4 + 1,3, %88,1 + 1,8, %89,3 + 0,6, %84,4+ 2,9, %85.,6
+ 1,5 ve %82,2 £ 1,7’ e azaldig tespit edilmistir (p<<0,05). Ancak, 72 saat boyunca 1,
2,4, 6,8 ve 10 nM Elimusertib uygulanan hiicrelerde canlilik oraninin sirasiyla %73,7
+0,5, %77,4 0,4, %74,5 £ 2,5, %70,8 £ 0,2, %62,2 + 2,5 ve %65,1 £ 0,5 istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azaldig1 belirlenmekle birlikte, 96 saat siiresince canlilik
yiizdeleri sirasiyla %56,8 = 1,0, %55,7 = 1,5, %54,4 £ 0,5, %50,8 + 0,9, %42,2 £ 0,3
ve %42,0 £ 1,2 olarak analiz edildi (Sekil 8, p<0,01).

Ayrica, Elimusertib uygulanan MCF-10A kontrol hiicrelerinde artan doza bagli olarak
hiicrelerde anlamli derecede toksik etki sergiledigi belirlenmistir. 24 saat boyunca 1,
2, 4, 6, 8 ve 10 nM Elimusertib uygulanan MCF-10A hiicrelerinde canlilik orani
sirastyla %103,7 = 1,3, %103,8 £ 1,4, %101,8 + 1,2, %92,2 + 2,0, %91,6 £ 1,0 ve
%91,0 = 1,0 olarak tespit edilmesine ragmen, 48 saat siiresince uygulandiginda
strastyla %67,0 £2,6 %64,3 + 0,4, %64,1 + 2,6, %65,8 = 0,9, %64,3 £ 0,1 ve %66,7
+ 0,6’ya azaldig1 belirlendi (p<0,05). Ayrica, 72 saat boyunca 1, 2, 4, 6, 8 ve 10 nM
Elimusertib uygulanan hiicrelerde canlilik oraninin sirasiyla 9%52,5 + 1,7, %50,1 +
1,9, %47,3 + 0,4, %44,0 £ 1,2, %44,5 £ 0,9 ve %34,5 + 2,5 olarak belirlenmesine
ragmen, 96 saat siiresince canlilik yiizdeleri sirasiyla %62,6 + 2,6, %58,3 £ 0,1, %55,5
+0,1,%40,2 £ 0,8, %32,5+ 1,4 ve %27,4 + 0,1 e istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde
azaldig tespit edildi (Sekil 8, p<0,01).
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Ayrica MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde morfolojik degisimler inverted
mikroskop ile gorlintiilenmistir. Sekil 9°da sunuldugu lizere Elimusertib’in hiicrelerde
adhezyon baglantilarda azalmaya neden olarak hiicrede hasara neden oldugu

gorlntiilenmistir.

Sonu¢ olarak, Elimusertib’in MDA-MB-231 TNMK hiicrelerinde artan doza ve
uygulama siiresine bagli olarak hiicre canliliginda anlamli bir anti-kanser etkiye sahip
oldugu belirlenmekle birlikte 6zellikle 96 saat uygulama siiresinde MCF-10A

hiicrelerinde toksik etkiye neden oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 8: Elimusertib’in MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde anti-kanser
etkisinin WST-1 analizi ile degerlendirilmesi (p<0,05*, p<0,01**).
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Sekil 9: Elimusertib’in MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde inverted mikroskop
gortntiileri. (a)Kontrol, 72 saat boyunca (b) 6 nM ve (c) 8 nM, 96 saat boyunca (d) 6
nM ve (e) 8 nM Elimusertib uygulanan hiicreler.
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4.2. ELIMUSERTIB’IN APOPTOTIK ETKIiSININ DEGERLENDIRILMESI

MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde WST-1 analizine gore etkin oldugu
belirlenen dozlarda (6 ve 8 nM) ve uygulama siirelerinde (72 ve 96 saat) karsilastirmali
olarak Elimusertib’in apoptotik etkisinin degerlendirilmesi i¢cin Annexin V analizi
gerceklestirilmis olup, elde edilen veriler Sekil 10-12°de sunulmustur. Elde edilen
bulgulara gore, kontrol grubuna kiyasla Elimusertib uygulanan MDA-MB-231 ve
MCF-10A hiicrelerde toplam apoptotik hiicre 6liim miktarinin istatistiksel olarak

anlamli bir gekilde arttig1 analiz edildi (p<0,01).

72 saat boyunca 6 ve 8 nM Elimusertib uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde toplam
apoptotik hiicre miktar1 kontrol grubuna gore (%9,8+ 0,4) karsilastirildiginda sirasiyla
%25,1 £ 2,2 ve %28,1 + 2,2 iken, 96 saat siiresince Elimusertib uygulandiginda
strastyla %40,9 + 1,7 ve %61,7 + 1,2’ye istatistiksel olarak arttig1 analiz edildi (Sekil
10 ve 12, p<0,01).

MCF-10A hiicrelerinde 72 saat boyunca 6 ve 8 nM Elimusertib uygulandiginda ise
toplam apoptotik hiicre miktar1 kontrol grubuna gore (%9,8+ 0,1) karsilastirildiginda
sirastyla %43,4 £ 0,5 ve %47,0 £ 0,2 azaldig1 tespit edilmesi ile birlikte 96 saat
uygulama siiresinde kontrol grubuna gore (%13,6 £ 0,4) sirastyla %59,5 + 0,8 ve
%63,7 + 0,7 olarak belirlendi (Sekil 11 ve 12, p<0,01).

Sonug olarak, Elimusertib uygulanan MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde
apoptotik etkinin doza ve uygulama siiresine bagli olarak arttig1 ve hiicrelerde hem

erken hemde ge¢ apoptotik yiizde oranlarinda anlamli artis oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 10: 72 ve 96 saat boyunca Elimusertib uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde
apoptotik etkinin degerlendirilmesinde Annexin V analizi histogramlar1 (a) Kontrol,
(b) 6 nM Elimusertib ve (¢) 8 nM Elimusertib uygulamasi sonucunda erken apoptoz,

geg apoptoz, nekroz 6liim yiizdelerinin degerlendirilmesi.
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Sekil 11: 72 ve 96 saat boyunca Elimusertib uygulanan MCF-10A hiicrelerinde
apoptotik etkinin degerlendirilmesinde Annexin V analizi histogramlar1 (a) Kontrol,
(b) 6 nM Elimusertib ve (c) 8 nM Elimusertib uygulamasi sonucunda erken apoptoz,

gec apoptoz, nekroz 6liim ylizdelerinin degerlendirilmesi.
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Sekil 12: Elimusertib’in neden oldugu toplam apoptotik Sliimiin istatistiksel olarak

degerlendirilmesi (p<0.05%*, p<0.01*%*)
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4.3. ELIMUSERTIB’IN HUCRE SIKLUSU UZERINDE ETKISININ
DEGERLENDIRILMESI

Elimusertib’in hiicre siklusunda etkisinin degerlendirilmesi amaciyla hiicre siklusu
analizi gergeklestirilmistir. Sekil 13-16’da sunuldugu iizere, Elimusertib’in TNMK ve

kontrol hiicrelerinde GO/G1 fazinda tutulmaya neden oldugu tespit edilmistir.

72 saat boyunca 6 ve 8 nM Elimusertib uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrol
grubuna gore ( GO/G1: %57,1 = 0,1; S: %4,5 + 0,1; G2/M: %38,2 £ 0,2 ) GO/G1
fazinda hiicre miktari sirastyla %74,8 £ 0,3 ve %72,8 + 0,4 istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde arttig1 belirlenmesine ragmen (p<0,01), S fazinin sirastyla %4,4 + 0,1 ve
%5.7 = 0,1’e ve G2/M fazinin sirastyla %20,7 £ 0,3 ve %21,5 £ 0,1°e azaldig tespit
edildi (Sekil 13 ve 14). Ayrica, 96 saat boyunca 6 ve 8 nM Elimusertib uygulandiginda
ise kontrol grubuna gore ( GO/G1: %57,7 = 0,6; S: %6,4 + 0,2; G2/M: %35,7 + 0,4 )
G0/G1 fazinda hiicre miktar sirasiyla %78,0 £ 1,4 ve %72,1 £ 1,3 istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde arttig1 analiz edilmesine ragmen (p<0,01), S fazinin sirasiyla %6,4
+ 0,4 ve %8,3 + 0,6 olarak belirlenmistir. Ayrica, 6 ve 8 nM Elimusertib uygulanan
MDA-MB-231 hiicrelerinde G2/M fazinin sirastyla %15,8 £ 0,6 ve %18,6 £ 0,6’¢
azaldigi tespit edildi (Sekil 13 ve 14).

MCF-10A hiicrelerinde ise 72 saat boyunca 6 ve 8 nM Elimusertib uygulandiginda
kontrol grubuna gore ( GO/G1: %70,4 £0,2; S: %5,1 £0,1; G2/M: %22,2 +£0,4) GO/G1
fazinda hiicre miktar sirasiyla %74,8 £ 0,4 ve %79,4 + 0,1 istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde arttig1 belirlenmekle birlikte (p<0,01), S fazinin sirasiyla %9,3 + 0,3 ve
%8,7 + 0,3’ artt1g1 analiz edildi. Ayrica, G2/M fazinin sirasiyla %15,1 + 0,3 ve %11,2
+ 0,4’e azaldig tespit edildi (Sekil 15 ve 16). Diger yandan, 96 saat boyunca 6 ve 8
nM Elimusertib uygulanan hiicrelerde kontrol grubuna gore ( GO/G1: %54,1 £ 0,6; S:
%5,0 £ 0,2; G2/M: %40,2 + 0,9) GO0/G1 fazinda hiicre miktar1 sirasiyla %75,2 + 0,3
ve %75,7 £ 0,3 istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 analiz edilmesine ragmen
(p<0,01), S fazinin sirasiyla %4,5 = 0,1 ve %4,3 £ 0,1 ve G2/M fazinin sirasiyla %20,3
+ 0,3 ve %19,9 £ 0,2°e azaldig1 tespit edildi (Sekil 15 ve 16).
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Sekil 13: 72 ve 96 saat boyunca Elimusertib’in MDA-MB-231 hiicrelerinde neden
oldugu hiicre siklusu etkisinin degerlendirilmesi (a) Kontrol, (b) 6 nM Elimusertib ve
(c) 8 nM Elimusertib uygulamasi sonucunda G0/G1, S ve G2/M fazlarinda biriken

yiizde hiicre degerleri.
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Sekil 14: Elimusertib’in MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre siklusunda etkisinin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi a) 72 saat ve (b) 96 saat inkiibasyon sonunda

Elimusertib’in etkisi (p<0.05*, p<0.01%%*).
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Sekil 15: 72 ve 96 saat boyunca Elimusertib’in MCF-10A hiicrelerinde neden oldugu
hiicre siklusu etkisinin degerlendirilmesi (a) Kontrol, (b) 6 nM Elimusertib ve (c) 8
nM Elimusertib uygulamasi sonucunda G0/G1, S ve G2/M fazlarinda biriken yiizde

hiicre degerleri.

47



@) MCF-10A

100 -
mm GO0/G1
= 80- - = S
8
L = G2/M
£ 60—
o
:g 40
=
°\° 20_ *k
0_
Kontrol 6 8
Elimusertib (nM)
(b) MCF-10A
80_ * *
mm GO0/G1
60 = S
mE G2/M

% Hicre miktar
H
T

Kontrol 6 8
Elimusertib (nM)
Sekil 16: Elimusertib’in MCF-10A hiicrelerinde hiicre siklusunda etkisinin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi (a) 72 saat ve (b) 96 saat inkiibasyon sonunda

Elimusertib’in etkisi (p<0.05%*, p<0.01**).
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4.4. ELIMUSERTIB’IN HUCRE MORFOLOJIiSIi UZERINDE ETKIiSININ
DEGERLENDIRILMESI

Elimusertib’in MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde neden oldugu morfolojik
degisimler AO boyamas1 ile goriintiilenerek elde edilen goriintiiler Sekil 17°de

sunulmustur.

Elimusertib uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrol grubu daha mekiksi veya
igsi yapida normal morfolojide goriintiilenmesine ragmen, Elimusertib’in artan
konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresine bagli olarak hiicrelerde DNA fragmentasyonu,

sitoplazmik biiziilme ve hiicre membraninda tomurcuklanmalar goriintiilendi.

MCF-10A hiicrelerinde ise kontrol grubuna gore Elimusertib uygulandiginda artan
kosantrasyona bagli olarak niikleer pargalanma ve hiicre membraninda

tomurcuklanmalar goriintiilendi.

Sonug olarak, Elimusertib’in MDA-MB-231 hiicrelerinde erken ve gec¢ apoptotik
6lime neden oldugu belirlenmekle birlikte, toksik etkisinden dolaytr MCF-10A

hiicrelerinde ciddi niikleer hasara neden oldugu goriintiilendi.
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Sekil 17: 72 ve 96 saat boyunca Elimusertib uygulanan MDA-MB-231 ve MCF-10A
hiicre morfolojisinde degisimlerin goriintiilenmesi (a) Kontrol, 72 saat boyunca (b) 6
nM Elimusertib ve (c) 8 nM Elimusertib uygulamasi ve 96 saat boyunca (d) 6 nM
Elimusertib ve (e) 8 nM Elimusertib uygulamasi sonucunda hiicre morfolojisinde

degisimler.
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4.5. ELIMUSERTIB’IN INTRASELULER ROS SEVIYESINDE ETKISININ
DEGERLENDIRILMESI

MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde Elimusertib’in neden oldugu intraseliiler
ROS miktarinda degisimlerin belirlenmesi i¢in Oksidatif stres kiti kullanilmis olup,

elde edilen veriler Sekil 18-21°de sunulmustur.

72 saat boyunca 6 ve 8 nM Elimusertib uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde
intraseliiler ROS miktar1 kontrol grubuna (ROS(+): %5,3 £+ 0,4) gore sirasiyla %23,7
+ 0,5 ve %29,4 + 0,6’a arttig1 belirlenmekle birlikte 96 saat inkiibasyon sonunda ROS
(+) miktarinin sirastyla %42,0 = 1,4 ve %50,4 + 2,2 ye istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde arttig1 analiz edildi (Sekil 18 ve 19, p<0,01).

Ayrica, MCF-10A hiicrelerinde Elimusertib uygulandiginda intraseliiler ROS
miktarmin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 tespit edildi (p<0,01). 72 saat
boyunca 6 ve 8§ nM Elimusertib uygulanan hiicrelerde ROS(+) miktar1 sirasiyla %37,9
+ 1,3 ve %39,8 £ 1,1 iken, 96 saat inkiibasyon sonunda sirasiyla %48,4 + 0,6 ve %49,3
+ 0,4 olarak analiz edildi (Sekil 19 ve 20).

Sonug olarak, Elimusertib’in MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde intraseliiler

ROS miktarinda artisa neden oldugu analiz edildi.
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Sekil 18: 72 ve 96 saat boyunca Elimusertib uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde
intraseliiler ROS miktarinin degerlendirilmesi (a) Kontrol, (b) 6 nM Elimusertib ve (c)

8 nM Elimusertib uygulamasi sonucunda ROS(-) ve ROS(+) ytizdelerinde degisimler.

52



(@)

MDA-MB-231
100
mm M1 (ROS-)
= 80- B M2 (ROS+)
£
T 60
o
S 404
= =
X 204 ﬂ
0_
Kontrol
(b) MDA-MB-231
100 -
mm M1 (ROS-)
% 80 = M2 (ROS+)
g
‘E 604 -
e e
S 40
=
e
0_

Kontrol

Elimusertib (nM)

Sekil 19: Elimusertib’in MDA-MB-231 hiicrelerinde intraseliiler ROS miktarinda

etkisinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi (a) 72 saat ve (b) 96 saat inkiibasyon

sonunda Elimusertib’in etkisi (p<0.05%*, p<0.01*%*).
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Sekil 20: 72 ve 96 saat boyunca Elimusertib uygulanan MCF-10A hiicrelerinde
intraseliiler ROS miktarinin degerlendirilmesi (a) Kontrol, (b) 6 nM Elimusertib ve (c)

8 nM Elimusertib uygulamasi sonucunda ROS(-) ve ROS(+) yiizdelerinde degisimler.
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Sekil 21: Elimusertib’in MDA-MB-231 hiicrelerinde intraseliiler ROS miktarinda
etkisinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi (a) 72 saat ve (b) 96 saat inkiibasyon

sonunda Elimusertib’in etkisi (p<0.05%*, p<0.01*%*).
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4.6. MITOKONDRI MORFOLOJISINDE DEGIiSiMLERIN
DEGERLENDIRILMESI

Elimusertib uygulanan MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde mitokondriyel
hasarin goriintiilenmesi i¢in MitoTracker Red boyasi kullanilmig ve elde edilen
goriintiiler Sekil 22°de sunulmugstur. Kontrol gruplarinda hiicrelerin tiim alanlara
uzanan diisiik floresans yogunlukta mitokondri morfolojileri gézlemlemesine ragmen,
Elimusertib’in artan konsantrasyonuna ve inkiibasyon siiresine bagli, hiicrelerde
artmis mitokondriyal floresans yogunluk goriintiilendi. Ayrica, 6zellikle 96 saat
boyunca 8 nM Elimusertib uygulanan hiicrelerde ¢ok sayida yuvarlak ve pargalanmis

periniikleer mitokondriler gozlemlendi.

Sonug olarak, 6zellikle 96 saat boyunca 6 ve 8 nM Elimusertib uygulanan MDA-MB-
231 ve MCF-10A hiicrelerinde artan mitokondriyal kiitleden dolayr ¢ok sayida
mitokondriyal floresans kiimelenme alanlar1 gorlintilenmis ve bu nedenle

mitokondriyal fisyon/fiizyon diizensizligini gostermektedir.
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Sekil 22: 72 ve 96 saat boyunca Elimusertib uygulanan MDA-MB-231 ve MCF-10A
hiicrelerinde mitokondriyal hasarin goriintiilenmesi (a) Kontrol, 72 saat boyunca (b) 6
nM Elimusertib ve (¢) 8 nM Elimusertib uygulamasi ve 96 saat boyunca (d) 6 nM

Elimusertib ve (e) 8 nM Elimusertib uygulamasi sonucunda mitokondriyal hasar.
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4.7. ELIMUSERTIB’IN DNA HASAR YANITINDA ETKIiSININ PROTEIN
DUZEYINDE DEGERLENDIRILMESI

Elimusertib’in MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde DNA hasar yanitinda
etkisinin degerlendirilmesi i¢cin ATR, y-H2AX, p-Chkl, p-Cdc2, Siklin B, p-Rb ve
Siklin D protein diizeyleri western blot analizi ile degerlendirilmis ve elde edilen
bulgular Sekil 23’te sunulmustur. Ayrica Elimusertib’in hiicrelerde neden oldugu
apoptotik 6lim PAPP, Kaspaz-9, Kaspaz-3 ve c-Kaspaz-3 protein diizeylerinde

degisimlerin belirlenmesi ile desteklenmistir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde Elimusertib’in artan uygulama siiresi ve dozuna bagl
olarak kontrol grubuna gére ATR, p-Chk1 ve p-Cdc2 protein ekspresyon diizeylerinin
azaldig1 goriintiilenmesine ragmen, artan DNA kiriklarindan dolay1 y-H2AX ve Siklin
B protein diizeylerinin arttig1 tespit edildi. Ayrica, GO/G1 fazinda geciste rol alan p-
Rb’nin protein diizeyi Elimusertib uygulanan hiicrelerde kontrol grubuna gore
azalmakla birlikte, Siklin D protein seviyesinin 6zellikle 96 saat boyunca 8 nM

Elimusertib uygulanan hiicrelerde arttig1 goriintiilendi.

MCF-10A hiicrelerinde ise Elimusertib’in artan dozuna bagl olarak kontrol grubuna
gore ATR, p-Chkl, p-Cdc2 ve Siklin B protein ekspresyon diizeylerinin azaldigi
belirlenmesi ile birlikte, ATR inhibisyonuna bagli olarak y-H2AX protein diizeyinin
arttig tespit edildi. Ayrica, Elimusertib’in MCF-10A hiicrelerinde GO/G1 fazinda
hiicre birikmesine neden olmasindan dolayi, kontrol grubuna goére p-Rb protein
ekspresyon diizeyinde Elimusertib’in artan dozuna bagl olarak azaldigi ve Siklin D

protein diizeyinin arttig1 analiz edildi.

Elimusertib’in hiicrelerde apoptotik etkisi degerlendirildiginde ise, Elimusertib’in
artan dozuna bagli olarak kontrol grubuna gore hiicrelerde toplam PARP, Kaspaz-9 ve
Kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin azaldig: tespit edilmesi ile birlikte,

apoptoz belirteci olarak c-Kaspaz-3 protein diizeyinin arttig1 belirlendi.

Sonu¢ olarak, ATR inhibitorii olarak Elimusertib’in MDA-MB-231 TNMK
hiicrelerinde etkin bir sekilde ATR temelli DNA hasar yanitinda rol alan proteinlerin

ekspresyon diizeyini baskiladigi ve hiicrelerde apoptotik 6liime neden oldugu protein
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diizeyinde belirlenmistir. Ayrica, MCF-10A hiicrelerinde Elimusertib’in ATR
inhibisyonuna bagli olarak hiicre siklusunda ve apoptotik oliimde etkisi protein

diizeyinde goriintiilenmistir.

MDA-MB-231 MCF-10A
72 saat 96 saat 96 saat
K 6nM 8nM 6nM 8nM K 6 nM 8nM
AR R - el
VHAX S —— e - -~
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Sekil 23: 72 ve 96 saat boyunca 6 ve 8 nM Elimusertib uygulanan MDA-MB-231 ve
MCF-10A hiicrelerinde kontrol grubuna géore DNA hasar yanitinda ve apoptozda rol

alan proteinlerin ekspresyon diizeylerindeki degisimler.
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5. TARTISMA VE SONUC

Gergeklestirilen bu calismada, ilk kez Elimusertib’in MDA-MB-231 TNMK
hiicrelerinde antikanser etkisi molekiiler seviyede ortaya konmustur. Bulgular,
Elimusertib’in artan konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresine bagli olarak, TNMK
hiicrelerinde apoptoza, GO0/G1 fazinda tutulmaya, artan ROS miktarina ve
mitokondriyal hasara neden oldugu belirlenmistir. Elimusertib uygulanan hiicrelerde
ATR inhibisyonuna bagli olarak azalan ATR, Chkl, Cdc2 ve p-Rb ve artan DNA
kiriklarindan dolayr yYH2AX, Siklin B ve Siklin D protein ekspresyon diizeylerinin
arttigr analiz edilmistir. Ayrica, Elimusertib’in MDA-MB-231 hiicrelerinde azalan
toplam PARP, Kaspaz-9 ve Kaspaz-3 protein diizeyleri ile birlikte hiicrelerde
apoptotik 6liime neden oldugu hem kantitatif hem de kalitatif olarak tespit edilmistir.
Diger yandan, Elimusertib’in MCF-10A hiicrelerinde toksik etkisinden dolayz,
apoptotik 6lime, GO/G1 fazinda artisa, ATR, Chk-1, Cdc-2 ve p-Rb proteinlerin
ekspresyon diizeylerinde azalisa ve artan Siklin B ve Siklin D protein ekspresyon

diizeylerine neden oldugu tespit edilmistir.

ATR inhibitorlerinin farkli kanser tiplerinde terapotik etkisine dair literatiirde sinirl
sayida preklinik ¢aligma mevcuttur. Gergeklestirilen ¢alismalarda VE-821, AZD6738,
M4344, M6620 ve BAY-1895344 ATR inhibitorlerinin farkli kanser tiplerinde
(prostat, over, glioblastoma, meme, néroblastoma, osteosarkoma vb.) sitotoksik etkisi
belirlenmigtir. Jo ve ark. (2021) farkli tiplerde kanser hiicrelerinde (H82, H446, H146,
H209, A549, DMS114, SAOS-2, H1299, K562, HCT116, CCRFCEM, MOLT-4, SK-
OV-3, DU-145 ve U20S) ve hasta tiirevli organoid ksenograft LuCaP 145.2, LuCaP
173.1 ve MB155 prostat kanseri modellerinde M4344 (VX-803), BAY1895344,
berzosertib (M6620/VX-970) ve AZD6738 etkisini arastirmiglardir. Ozellikle 72 saat
boyunca 0.5-5 uM ATR inhibitorleri uygulanan DU-145 hiicrelerinde VE-821, M6620
ve AZD6738’e gore daha diisiik konsantrasyonlarda BAY 1895344 ve M4344 daha
etkin oldugu belirlenmigtir. M4344°iin replikasyon katastrofuna, hiicre dongiisiinde
yikima ve tamir edilemeyen DNA hasarina neden olarak diger ATR inhibitorlerine
gore daha etkin oldugu belirlenmistir (Jo et al 2021). Suzuki ve ark. (2022) HT29,
SW480, HCT116 ve DLD-1 kolon kanseri hiicrelerinde ve ksenograft modellerde
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AZD6738 (0,5 uM) ve 5-FU (5 uM) kombinasyonunun sadece 5-FU’ya gore daha
fazla sitotoksik ve apoptotik etkiye sahip oldugu ve 72 saat uygulama siiresinde sadece
5-FU’ya gore hiicrelerde S fazinda artisa neden olarak AZD6738’in 5-FU temelli G2
kontrol noktas1 aktivitesini inhibe ettigi belirlenmistir (Suzuki et al 2022). Tu ve ark.
(2018) tarafindan ise VX-970 (80 nM) ATR inhibitori ile birlikte radyoterapinin
MDA-MB-231, BT549 ve HCC1806 meme kanseri ve MCF-10A normal meme
hiicresi sitotoksik etkisi analiz edilmis ve ATR inhibit6riiniin radyoterapinin TNMK

hiicrelerinde etkinligini arttirdig1 belirlenmistir (Tu et al 2018).

Ayrica Elimusertib’in farkli kanser tiplerinde potansiyel terapdtik —etkisinin
belirlendigi sinirli sayida arastirma bulunmaktadir. Wickstroem ve ark. (2019)
calismalarinda MFM-223, KATO |11 ve SUM 52-PE mide kanseri hiicrelerinde 10 nM
sadece BAY 1895344 ve FGFR2-TTC ile karsilastirmali olarak kombin etkisinin daha
fazla sitotoksik etkiye neden oldugu belirlenmistir. Sadece 10 nM BAY 1895344
uygulanan hiicrelerde kontrol grubuna gore canlilik diizeylerinde anlamli bir azalig
olmadig1 belirlenmistir (Wickstroem et al 2019). Ayrica, Wegner ve ark. (2020) bir
dizi kanser hiicre hattinda BAY 1895344 IC50 degerinin 9-490 nmol/L araliginda
oldugu ve ozellikle ATM yolagini etkileyen mutasyon tasiyan hiicrelerin
cogunlugunun BAY 1895344’e¢ daha duyarli oldugu belirlenmistir (Wegner et al
2020). Tang ve ark. (2021) RM-9, RM-1, RM-1-BM, C4-2b ve PC-3 prostat kanseri
hiicrelerinde BAY1895344 veya VX-970 ve olaparibin kombin sitotoksik ve DNA
hasarinda etkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, ATR inhibitorlerinin olaparibe gore
daha etkili oldugu ve olaparibin neden oldugu G2/M fazinda hiicre birikmesini
azaltarak G1 fazinda hiicre birikmesine neden oldugu belirlenmistir (Tang et al 2021).
Sule ve ark. (2021) tarafindan AZD6738, VE-822, ATRIN-175 ve BAY 1895344 U87,
HCT116 ve LN229 glioblastoma hiicrelerinde sitotoksik etkisi degerlendirilmis ve
BAY 1895344 hiicreler i¢in sirastyla IDH1 mutasyonuna gore duyarliliklar: 6.78, 1.97
ve 1.63-kat olarak tespit edilmistir (Sule et al 2021). Szydzik ve ark. (2021) tarafindan
ise 0-1000 nM BAY 1895344 uygulamasimin CLB-BAR (I1C50=51,24 + 3,66 nM) ve
CLB-GE BAR (ICs0= 47,57 + 1,44 nM) noroblastoma hiicrelerinde sitotoksik etkisi
degerlendirilmis ve hiicrelerde G2/M fazinda tutulmaya neden oldugu belirlenmistir
(Szydzik et al 2021).
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Mevcut tez calismasinda, MDA-MB-231 hiicrelerinde Elimusertib’in 6zellikle 96 saat
inkiibasyon sonunda canlilik oraninda anlamli bir azalisa neden oldugu belirlenmis
olup, ICsg konsantrasyonu 72 saat igin 11,08 = 1,46 nM ve 96 saat i¢in 6,26 + 0,25 nM
olarak belirlenmistir. Bu kapsamda, Elimusertib’in ilk kez MDA-MB-231
hiicrelerinde antikanser etkinligi ortaya konmustur. Ayrica, gergeklestirilen Annexin
V analizi sonucunda Elimusertib’in artan konsantrasyonuna ve inkiibasyon siiresine
bagli olarak MDA-MB-231 TNMK hiicrelerinde apoptozu indiikledigi belirlenmistir.
Szydzik ve ark. (2021) CLB-BAR ve CLB-GE noéroblastoma hiicrelerinde artan
kesilmis PARP ve Kaspaz-3 miktari ile birlikte kritozinib ile BAY-1895344 kombin
uygulamasinin apoptotik etkiye neden oldugunu belirlemislerdir. Sule ve ark. (2021)
AZD6738 ATR inhibitorii ile ATR inhibisyonu sonucunda 6zellikle IDH1 mutant
kanser hiicrelerinde S fazi1 kontrol noktasini gegerek DNA’da cift zincir kiriklarinin
olusmasi sonucunda olgunlagmamis mitotik gegise ve apoptozu indiikledigi
belirlenmistir. Bu kapsamda, mevcut tez c¢alismasinda Elimusertib’in TNMK
hiicrelerinde apoptotik etkisi hem Annexin V analizi hemde AO boyamasi ile ilk kez
degerlendirilmistir. Diger yandan, Elimusertib’in MCF-10A hiicrelerinde 6zellikle 96
saat inkiibasyon sonrasinda toksik etkiye sahip oldugu ve apoptotik 6liime neden
olduguda tespit edilmistir. Tu ve ark. (2018) ¢alisgmalarinda MCF-10A hiicrelerinde
VX-970’in radyoterapi ile birlikte uygulandiginda radyoterapinin neden oldugu
toksisiteyi arttirmadigi belirlenmistir (Tu et al 2018). Bu nedenle, MCF-10A
hiicrelerinde Elimusertib’in toksisitesini azaltabilecek yenilik¢i formiilasyonlarin veya
kombin tedavi stratejilerinde toksisitesinin belirlenmesine yonelik ileri ¢alismalarin

yapilmas1 gerekmektedir.

ATR inhibitorlerinin farkli kanser tiplerinde hiicre siklusunda GO/G1, S ve G2/M
fazlarinda tutulmaya neden oldugu belirlenmistir. ATR’nin inhibisyonu kanser
hiicrelerinde DNA tamirinin engellenmesinin yani sira hiicre siklusu kontrol
noktalariin inhibe edilmesine yol agmaktadir. Nghiem ve ark. (2001), U20S p53
normal osteosarkom hiicrelerinde G1 kontrol noktasi kaybinin ATR inhibisyonu ile
hiicrelerde secici bir sekilde erken kromatin yogunlagsmasina duyarlilig: arttirdigini ve
bu nedenle ATR inhibisyonunun kanser hiicrelerinde terapotik potansiyele sahip
olabilecegini belirtilmistir (Nghiem et al 2001). Hafsi ve ark. (2018) ise, AZD6738
ATR inhibitorii ve KU-0060648 DNA-PK inhibitorii kombin uygulamasi yapilan bag
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ve boyun kanseri hiicrelerinde p53 mutasyonu durumundan bagimsiz bir sekilde
radyoterapi duyarliliginin arttigini, hiicrelerde G1 fazinda ve YH2AX seviyesinde
artisa neden oldugu belirlenmistir (Hafsi et al 2018). Ditano ve ark. (2021)
caligmalarinda 2008 insan kanser hiicre paneli i¢erisinde ATR inhibitorlerine duyarli,
kismen duyarli ve direngli insan kanser hiicre panelinde (UACC62, HCT116, SF268,
IGROV, OVCARS, OVCAR4, NCI H522, U251, CAPAN1, TK10 ve NCI H23) ATM
fonksiyon kaybi1 yerine ATM mutasyonlarinin ATR inhibitorlerine yanit1 arttirararak
hiicrelerde S fazinda tutulmaya neden oldugunu belirlemistir (Ditano et al 2021).
Ayrica, SN38 topoizomeraz I inhibitorii ile birlikte AZD6738 ATR inhibitorii
uygulanan kanser hiicrelerinde hiicre siklusunun S fazinda tutuldugu ve 24 saat
boyunca SN38 uygulandiktan sonra 24-30 saat boyunca ATR inhibitorii uygulanan
hiicrelerde hiicre siklusunun G2/M fazinda hiicre birikmesine neden oldugu tespit
edilmistir (Ditano et al 2021). Luserna Di Rora ve ark. (2021) tarafindan T hiicresi
(RPMI-8402), Philadelphia pozitif B hiicresi (SUP-B15), and Philadelphia negatif B
cell (REH) I6semi hiicrelerinde Doksorubisin, VE-821 ATR inhibitorii ve Prexasertib
CHKI inhibitorii kombin etkisini arastirmislardir. Elde edilen bulgulara gore, tiim
16semi hiicrelerinin doksorubisin uygulandiginda G2/M kontrol noktasini aktive ettigi,
Dox uygulamast ile bilikte VE-821 ve Prexasertib uygulandiginda ise Doksorubisin
sitotoksik etkisini arttirarak pCDK1 ve Siklin B protein ekspresyon diizeyinde
azalmaya neden olarak apoptotik 6liimii indiikledigi belirlenmistir (Luserna Di Rora
et al 2021).

Kanser hiicrelerinde GO veya G1 fazinda minimum gecikme hiicre siklusunda iki
mekanizma ile diizenlenmektedir. (1) Rb/p16 yolaginda mutasyonlar kanser hiicrelerini
biiyiime faktorii bagimsiz bir sekilde cogalmalarini saglamaktadir. (ii) p53 yolaginda
mutasyonlar ise DNA hasarindan sonra hiicre siklusunun G1 fazinda tutulmasinm
engellemektedir. Bu degisimler kanser hiicrelerinin S fazinda daha fazla zaman
harcamalarina ve normal hiicrelere gore daha fazla DNA hasari ile GO/G1 fazindan S
fazina gec¢is yapmalaria olanak saglamaktadir (Hanahan and Weinberg 2000). Bu
kapsamda G1 kontrol noktasi kaybi olan kanser hiicreleri ATR inhibitorlerine karst
daha duyarhdir. Mevcut tez ¢aligmasinda da p53 geninde mutasyona sahip MDA-MB-
231 TNMK hiicrelerinde Elimusertib tarafindan ATR inhibisyonunun saglanmasi
hiicre siklusunda anlamli derecede GO0/G1 fazinda artisa neden olmustur. TNMK
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yiiksek siklikta p53 mutasyonlari, artan MDM2 ve Rbl kaybi ile karakterizedir
(Synnott et al 2017, Witkiewicz et al 2018). Bu degisimler G1 kontrol noktasinda
eksikliklere ve sonucunda mitotik katastrof ve erken mitoza gegisi engellemek icin
ATR temelli G2/M kontrol noktasina bagimlilig: arttirmaktadir. Bu kapsamda, Tu ve
ark. (2018) galismalarinda radyoterapiden 1 saat 6nce TNMK hiicrelerine VX-970
uygulamasi yaptiklarinda radyoterapi tarafindan indiiklenen G2/M fazinda hiicre
tutulmasinin 6zellikle MDA-MB-231 hiicrelerinde diger TNMK hiicrelere gore daha
belirgin diizeyde azaldig1 tespit edilmistir. Bu nedenle ATR inhibitorleri radyoterapiye
duyarliligr arttirmaktadir (Tu et al 2018).

Hiicre i¢i artan ROS miktart DNA hasarin1 uyarmakta ve dolayisiyla DNA hasar
yanitin1 diizenle mektedir. ROS endojen olarak mitokondri, hiicre membranina bagl
bir enzim olarak NADPH oksidaz ve peroksizom tarafindan iiretilmektedir. ROS
tiretimi kemoterapi ve radyoterapi yanitini hiicrenin hayatta kalma ve 6liim sinyal
kaskad1 araciligiyla diizenlemektedir (Sai Srinivas et al 2019). DNA’da tek zincir
kiriklarinin taninmasinda rol alan ATM/ATR ve DNA-PK sensor proteinlerinin kaybi
artan ROS seviyesine neden olmaktadir (Blackford and Jackson 2017, Sai Srinivas et
al 2019, Sullivan, Palaniappan, Espinosa 2015). ATM kaybinin anormal
mitokondrilerde artisa ve dolayisiyla ROS artisina neden oldugu belirtilmektedir.
ATM eksik hiicrelerde hiicresel stres durumunda antioksidan proteinlerin
ekspresyonunu diizenleyen NRF2 kusurundan dolayr ROS miktar1 artmaktadir (Zhou,
Shao, Zhang and Liang 2013). Ayrica, H20> tarafindan indiiklenen oksidatif stresin
YH2AX birikimini, DNA hasar1 yanitin1 ve ATR bagimli Chkl fosforilasyonunu
baslatmasi i¢in ATR gereklidir (Katsube et al 2014). Bunun yani sira, ROS artis1t DNA-
PKcs aktivitesini engelleyerek KU70/80 kompleksi ile etkilesimini degistirmektedir
(Li et al 2014, Wang et al 2018). Bu nedenle DNA hasar yanit1 sensor kinazlart ROS
artisin1 onleyerek genomik biitiinliigiin korunmasini saglamaktadir (Sai Srinivas et al
2019). Bu kapsamda mevcut tez g¢alismasinda Elimusertib’in artan dozuna ve
uygulama stiresine bagli olarak ATR inhibisyonundan dolayr TNMK hiicrelerinde
intraseliiler ROS miktarinda artisa ve dnemli diizeyde mitokondriyal hasara neden

oldugu tespit edilmistir.
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Fosforile CHK1 ve Ser-139 kalintisindan fosforillenen YH2AX kanser tedavisinde
ATR inhibisyonunun farmakolojik biyobelirtecleri olarak yer almaktadir (Rawlinson
and Massey 2014). Literatiirde yapilan ¢alismalarda farkli ATR inhibit6rlerinin DNA
hasar yanitinda etkisi molekiiler diizeyde aydilatilmistir. Ornegin; Ditona ve ark.
(2021) tarafindan farkli kanser hiicrelerinin ATR inhibitorlerine CHK 1 inhibitorlerden
daha duyarli oldugu ve duyarliligin yH2AX miktari ile iligkili oldugu tespit edilmistir.
Ayrica, tek ajan olarak ATR ve CHKI inhibitorlerine duyarliligin erken CDK2’nin
asir1 aktivasyonu tarafindan diizenlendigi ortaya konmustur (Ditano et al 2021).
Suzuki ve ark. (2022) tarafindan ATR inhibitorii ile 5-FU kombin uygulamasinin tek
basina ilag¢ uygulamalarina gore p-Chk1 protein ekspresyonunda azalmaya ve YH2AX
ve c-Kaspaz-3 protein diizeylerinde daha fazla artisa neden oldugu tespit edilmistir
(Suzuki et al 2022). Bunun yani sira, VX-970 ve AZ6738 ATR inhibitérleri uygulanan
TNMK ve kolon hiicre hatlarinda p-Chk1 ve Cdc25A protein ekspresyon diizeylerinin
azaldig1 belirlenmistir (Suzuki et al 2022, Tu et al 2018). Tang ve ark. (2021) fare RM-
1BM ve insan C4-2b ve PC-3 prostat kanseri hiicrelerinde BAY 1895344 ATR
inhibitoriiniin p-ATR/toplam ATR, p-Chk1/Toplam Chk1, Siklin B ve Cdk1 protein
diizeylerini baskiladig1 belirlenmistir. Ayrica, BAY 1895344 uygulamasinin prostat
kanseri hiicrelerinde c-Kaspaz-3 ve Kaspaz-7 protein diizeylerinin artisa neden olarak
apoptotik 6liimii indiikledigi belirlenmistir (Tang et al 2021). Sule ve ark. (2021) IDH1
mutant hiicrelerde AZD6738 ATR inhibitorii ile olaparib kombin uygulamasinin tek
basina ila¢ 1ygulamasina gore c-PARP ve c-Kaspaz-3 protein diizeylerinde anlaml
artisa neden oldugu tespit edilmistir (Sule et al 2021). Diger tarafadan, néroblastoma
hiicrelerinde 50 ve 100 nM BAY 1895344’ 1n pATR diizeyini azalttig1 belirlenmekle
birlikte c-PARP, p53 ve p2l1 protein ekspresyon diizeylerinin arttirdigi
goriintiilenmistir (Szydzik et al 2021). Bu ¢er¢evede, ATR inhibitorlerinin ATR-Chk1
DNA hasar yanitin1 inhibe ettigi ve hiicrelerde apoptotik 6liime neden oldugu protein
diizeyinde belirlenmistir. Mevcut tez ¢alismasinda, Elimusertib’i ilk kez MDA-MB-
231 TNMK hiicrelerinde ATR-Chk1 hasar yanitini etkin bir sekilde baskiladig: protein
diizeyinde aydinlatilmigtir. Ayrica, hiicrelerde neden oldugu apoptotik 6liim azalan

PARP, Kaspaz-9 ve Kaspaz-3 protein diizeyleri ile de desteklenmistir.

65



Sonug¢ olarak, ATR inhibitérii olarak Elimusertib’in MDA-MB-231 TNMK
hiicrelerinde anti-kanser etkinligi ilk kez ortaya konmustur. Elimusertib uygulanan
TNMK hiicrelerinde GO/G1 fazinda tutulma, kromatin yogunlasmasi, artan DNA
kiriklari, azalan PARP, Kaspaz-9 ve Kaspaz-3 protein ekspresyon diizeyleri ve
mitokondriyal hasar tespit edilerek, hiicrelerde apoptotik oOlimi indiikledigi
belirlenmistir. Ayrica, Elimusertib uygulanan TNMK hiicrelerinde ATR temelli Chk1
DNA hasar yanitinin baskilandig1 molekiiler diizeyde aydinlatilmistir. Bunun yanisira,
ATR inhibisyonunun p53 mutant TNMK hiicrelerinde sentetik lethal etkili olabilecegi
ve bu nedenle p53 mutasyonuna sahip TNMK hastalarinda yenilik¢i bir tedavi
stratejisi olabilecegi 6ngdriilmektedir. Ancak, Elimusertib’in MCF-10A hiicrelerinde
belirlenen toksik etkisinden dolayi, Elimusertib ile radyoterapi, kemoterapi veya DNA
hasar yanitinda rol alan proteinleri hedefleyen inhibitérlerin kombin etkisinin
aragtirtlmasina ve Elimusertib’in farmokolojik 6zelliklerinin gelistirilmesine yonelik
ileri ¢aligmalara ihtiyag duyulmaktadir. Ayrica, TNMK gelisiminde rol alan sinyal
yolaklar1 ile ATR temelli DNA hasar yaniti inhibisyonunun iliskisine dair ileri
calismalar gerceklestirilebilir.
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