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OZET

Triple Negatif Meme Kanserinde Weel inhibisyonunun Terapétik Etkisinin
Arastirllmasi
GIRIS VE AMAC: Hiicre déngiisii kontrol noktalar;, DNA’da olusan hasar varliginda
dongiiniin durdurularak gerekli onarim ve genomik biitiinliiglin saglanabilmesinde temel rol
almaktadir. Hiicre dongiisii kontrol noktalarinda 6nemli aktiviteye sahip olan Weel kinaz,
bir¢ok kanser tiiriinde asir1 eksprese edilmektedir. Bu kapsamda, Weel inhibisyonunu hedef
alan tedavi stratejileri son zamanlarda oldukg¢a 6ne ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada ilk kez triple
negatif meme kanserinde (TNMK) Weel inhibitorii olarak Azenosertib’ in potansiyel

terapotik etkinliginin molekiiler diizeyde belirlenmesi amaglanmaktadir.

GEREC VE YONTEM: Azenosertib’in MDA-MB-231 TNMK ve MCF-10A kontrol
hiicrelerindeki sitotoksik etkisi CCK-8 analizi ile belirlendi. Annexin V analizi, akridin
oranj/ propidyum iyodiir boyamasiyla ve hiicre siklusu analizleri ile apoptotik etkisi ve hiicre
siklusunda etkinligi belirlendi. Azenosertib’in MDA-MB-231 hiicrelerinde anti-oksidatif
etkisinin belirlenmesi igin mitokondri boyamasi ve ROS analizi gergeklestirildi. Son olarak,

western blot analizi ile Weel inhibisyonunun hiicre dongiisiindeki etkisi aydinlatildi.

BULGULAR: Azenosertib’in MDA-MB-231 hiicrelerinde konsantrasyon ve zamana bagl
olarak hiicre canliligimi anlamli bir sekilde azalttigi belirlenmistir (p<0.01). Hiicrelerde
apoptotik 6liime neden olmakla birlikte Weel protein diizeyinde artisa neden olarak
inkiibasyon siiresine gore hiicre siklusunda etkisi belirlenmistir. Ayrica, Azenosertib’in
TNMK hiicrelerinde mitokondriyal hasara ve intraseliler ROS miktarinda artisa neden

oldugu tespit edilmistir.

SONUC: TNMK hiicrelerinde ilk kez Azenosertib’in potansiyel antikanser etkinligi
molekiiler diizeyde belirlenmistir. Elde edilen bulgular, Azenosertib’in TNMK hiicrelerinde
Weel’i aktivitesini inhibe ederek apoptoza ve oksidatif hasara neden oldugunu
gostermektedir. TNMK hiicrelerinde ilk kez etkisi gosterilen Azenosertib’in apoptozun yani
sira farkli 6liim tiplerinde ve diger kanser tiirlerindeki terapdtik etkinliginin arastirilmasina

yonelik yeni ¢alismalarin gergeklestirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Weel, Hiicre dongiisii, Azenosertib, Triple negatif meme kanseri,
Apoptoz.



ABSTRACT

Azenosertib: Weel Inhibitor's Anti-Cancer Effect Determination On Triple Negative
Breast Cancer

INTRODUCTION AND OBJECTIVE: Cell cycle checkpoints play a fundamental role in
ensuring the necessary repair and genomic integrity by stopping the cycle in the presence of
DNA damage. Weel kinase, which has significant activity at cell cycle checkpoints, is
overexpressed in many types of cancer. In this context, treatments startegies targeting Weel
inhibition have become prominent recently. This study aims to determine, for the first time,
the potential therapeutic efficacy of Azenosertib as a Weel inhibitor in triple negative breast

cancer (TNBC) at the molecular level.

MATERIALS AND METHODS: The cytotoxic effect of Azenosertib on MDA-MB-231
TNBC and MCF-10A control cells was determined by CCK-8 analysis. Its apoptotic effect
and activity in the cell cycle were determined by Annexin V analysis, acridine
orange/propidium iodide staining and cell cycle analysis. Mitochondri staining and ROS
analysis were conducted to determine the antioxidant effect of Azenosertib on MDA-MB-
231 cells. Finally, the effect of Weel inhibition on the cell cycle was elucidated by western

blot analysis.

RESULTS: Azenosertib significantly reduced MDA-MB-231 cells viability time and
concentrations-dependent (p<0.01). Although it caused apoptotic death in cells, its effect on
the cell cycle was determined by increasing in Weel protein level depending on the
incubation time. Additionally, Azenosertib caused mitochondrial damage and an increase in
the amount of intracellular ROS in TNBC cells.

CONCLUSION: The potential anticancer activity of Azenosertib in TNBC cells was
determined, for the first time, at the molecular level. The findings showed that Azenosertib
caused apoptosis and oxidative damage by inhibiting Weel activity in TNBC cells. New
studies can be carried out to investigate the therapeutic effectiveness of Azenosertib, which
was shown to be effective on TNBC cells for the first time, in other types of cancer and

different types of death as well as apoptosis.

KEYWORDS: Weel, Cell cycle, Azenosertib Triple negative breast cancer, Apoptosis.
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1. GIRIS VE AMAC

Triple negatif meme kanseri (TNMK), farkli histolojik, genomik ve immiinolojik
profile sahip ve progesteron, insan epidermal biiyliime faktorii reseptorii 2 Ve Gstrojen
eksprese etmeyen heterojen bir meme kanseri alt tipidir (Derakhshan and Reis-Filho
2022). Ozel fenotipi nedeniyle TNMK, molekiiler hedefli tedaviye duyarli olmayip
ana sistemik tedavisi kemoterapidir (Yin et al 2020). Kemoterapinin amaci,
semptomlar1 hafifletmek ve sagkalimi uzatmaktir. Tek ajanli kemoterapinin yaninda
kombinasyon tedavileri de hastalara uygulanmasina ragmen, mevcut tedavi
secenekleri yetersiz kalmaktadir (Kumar and Aggarwal, 2016). Bu nedenle yeni
tedavilere acilen ihtiya¢ duyulmaktadir (Matheson, Backos and Reigan 2016, Jin et al
2018). Weel, CDK1 / 2 fosforilasyonunun regiilasyonu ile G2/M kontrol noktasini
ve DNA hasar yanitin1 kontrol eden bir kinaz olup, meme kanseri, 16semi, over
kanseri ve beyin tiimorleri gibi gesitli kanser tiirlerinde yiiksek diizeyde ekprese
edilmektedir. Hiicre siklusunda mitotik giristen 6nce DNA onarimi i¢in G2/M hiicre
dongiisii kontrol noktast durdurulmasi temelde Weel kinaza baglidir. Serin/treonin
kinaz ailesinin bir liyesi olan Weel, hiicre dongiisiiniin G2/M kontrol noktasinda
dongiiniin durdurularak DNA hasarinin tamir edilmesi icin gerekli zamam
saglamaktadir. Bu kapsamda kanser tedavisinde Weel inhibisyonunu saglayan Weel
inhibitorleri  (Adavosertib, Debio 0123, PD0166285 ve Azenosertib) dikkat
cekmektedir. Weel inhibisyonu, DNA'ya zarar veren kimyasallara karsi hiicresel
duyarhilig artiran replikasyon stresi ve G2/M kontrol noktasi inaktivasyonuna neden
olarak genomik kararsizliga neden olmaktadir (Ha et al 2020). Weel inhibisyonu
G2/M kontrol noktasini inhibe etmekte ve p53 mutasyonlu kanser hiicrelerini erken
mitoza girisine veya mitotik c¢ikisin geciktirilmesiyle mitotoik katastrof yoluyla
DNA’ya zarar veren kemoterapiye duyarli hale gelmesine neden olmaktadir (Leijen
et al 2016).

Bu tez calismasinda ilk kez bir Weel inhibitorii olarak Azenosertib’in MDA-MB-
231 hiicrelerinde anti-kanser etkisinin belirlenmesi, hiicrelerde neden oldugu 6lim
yolaginin aydinlatilmasi, TNMK hiicrelerinde anti-oksidatif hasarinin tespit edilmesi

ve hiicre siklusunda etkisinin molekiiler diizeyde ortaya konmasi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. MEME KANSERI

Meme kanseri kadinlarda en sik gériilen malignite cesididir. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) 2020 yilinda yeni meme kanseri (MK) vakalarinin 2,26 milyondan fazla
oldugu ve neredeyse 685.000 o6liim oldugu bildirilmistir (Gautam, Ramamoorthi,
Champion, Han and Czerniecki 2024). Meme kanserinde tani teknikleri ve tedavi
yontemlerinde onemli gelismeler olmasina ragmen kadinlarda kanser oliimlerinin
onde gelen nedenleri arasinda yer almaktadir. Ayrica, meme kanseri alt tiplerinin
onemli Ol¢iide heterojenlik gosterdigi gen ekspresyonu analizlerinde belirlenerek
meme kanserinin dort temel intrinsik molekiiler alt tipi tamimlanmastir (Zhang, Xia,
Li, Wei and Zhang 2021, Criscitiello and Corti 2022). Bunlar; Luminal A ve
Luminal B, Normal Meme Benzeri, HER2 ile Zenginlestirilmis ve Bazal Benzeri
gruptur (Berresen-Dale, Serliec and Kristensen 2010). Molekiiler alt tipler meme
kanseri hastalarinin prognozunu etkilemekle birlikte yeni terapotik stratejilerin
gelistirilmesinde 6nem arz etmektedir (Fisusi and Akala 2019). Meme kanserinin

baslangic ve ilerlemesine iligkin teoriler Sekil 1°de gosterilmistir (Sun et al 2017).

Kok hiicreler, Meme kanseri Meme kanseri alt tipleri
Progenitor hiicreler, ‘kok hiicreler’
Farkhlasmis hiicreler ° Bazal-benzeri
° ° tiimoérler
ER-, PR-, HER2-
9 Luminal tiimérler
® —— )
. ‘ o ER+, PR+, HER2-
’ ._ “ HER2 tiimérleri
. | ER-, PR-, HER2+
B ) Bazal-b i
azal-benzeri
- l ) ) tilmorler
ER-, PR-, HER2-
) . + ‘ Rt Luminal tiimérler
- ER+, PR+, HER2-
® 3 © @  HER? timrleri
. ER-, PR-, HER2+
Rastgele Karsinojenik o*  Genetik ve epigenetik
mutasyonlar faktorler ¥ doniitiiriicii olaylar

Sekil 1: Meme kanserinde baslangig ve ilerlemeyle ilgili iki teori (Sun et al 2017).



(A) Ayn1 progenitor hiicreler veya kok hiicreler tiim tiimor alt tiplerinin olusmasina
neden olmaktadir. Bu alt tipe 6zgli donlisim olaylar1 daha sonra farkli timor
morfolojilerini belirlemektedir. (B) Kok hiicre, progenitdr hiicre veya farklilasmis
hiicrelerden tiimor alt tipleri olusabilmektedir. Mutasyonlar rastgele olup herhangi
bir meme hiicresinde birikip yeterli sayiya ulastiginda bu hiicrelerin timor

hiicrelerine doniismesini saglayabilmektedir. (Sun et al 2017).

Meme kanserinin klinik tedavi ve prognozu hastalar arasinda 6nemli farkliliklar
gostermektedir. Meme kanseri tedavi secgenekleri genellikle tiimor-metastaz
evrelerine temel alinmasina ragmen, lentrovaskiiler yayilim, hormon-reseptor
durumu, hastanin yast ve menopoz durumu da Onemli etkenler arasindadir
(Maughan, Lutterbie and Ham 2010, Yin, Duan, Bian and Yu 2020).). Meme
kanserini tedavi etmek igin cerrahi, radyasyon, neoadjuvan tedavi ve adjuvan
tedaviyi iceren multidisipliner tedavi secenekleri kullanilmaktadir. Meme kanseri
tedavisinde mininum diizeyde istenmeyen etkilerin yani sira maksimum terapotik
etki ile hastalara iyi yasam kalitesi saglanmasi amag¢lanmaktadir (Fisusi and Akala
2019).

Son arastirmalarda meme kanseri hastalari i¢in tedavi se¢iminde germline BRCA1/2
mutasyon durumunun terapotik Oneminin ortaya c¢iktigini gdstermektedir. Bu
tedavilerin DNA onarim yolaklarin1 bloke etme kapasitesi, BRCA mutasyon
durumunun platin bazli kemoterapiye ve ayrica poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP)
inhibitorlerine yanitt ongdrmesi vurgulanmaktadir. BRCAL/2'ye ek olarak, meme
kanseri ve over, prostat veya pankreas kanserleri gelisiminde timér proteini p53
(TP53), BRCA2 lokalizatorii (PALB2), kontrol noktasi kinaz 2 (CHEK?2), fosfataz ve
tensin homologu (PTEN), ve mutasyona ugramis ataksi-telanjiektazi (ATM) gibi
diger yiiksek ile orta riskli genlerdeki patojenik varyantlarda tedavi etkinliginin

belirlenmesinde 6nemlidir (Criscitiello and Corti 2022).
2.1.1. Triple Negative Meme Kanseri (TNMK)

Meme kanserleri tiplerinin yaklasik %15’ini olusturan triple negatif meme kanseri
(TNMK), progesteron reseptorii (PR), insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2
(HER2) ve ostrojen reseptorii (ER)'niin ekspresyonundan yoksun biyolojik ve klinik



heterojenligi nedeniyle tedavi edilmesi en zorlu meme kanseri alt tipidir.
TNMK'larin %80'1 klinik olarak daha agresif ve kotii diferansiye olan bazal benzeri
meme timorlerini olusturmaktadir. (Yang et al 2023, Lei et al 2023). Yapilan
calismalar ile meme kanserinin farkli organlara metastatik heterojenite sergiledigi
ve bu durumun hastalarda prognoz ve tedaviye yanitta farkliliklara sebep oldugu
gosterilmektedir. Meme kanseri metastazi genellikle kemik, akciger, karaciger ve
beyine oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte, meme kanseri metastatik
yayilliminin  heterojenligini  yonlendiren molekiiler silireci tam anlamiyla
¢oziimlemek i¢in daha fazla arastirmaya yonelik ¢alismalara ihtiya¢ vardir (Liang,
Zhang, Song and Yang 2020). TNMK hastalar1 koétii prognoza, yiiksek metastaz
oranina Sahip olup tanidan sonra bes yillik sag kalim orami %25 olarak
belirtilmektedir (Harbeck et al 2019). Bu nedenle TNMK'nin agresif 6zelliklerinden
dolay1, hastalarin hedefli tedavi almasini saglamak i¢in dogru teshis Onem arz
etmektedir (Penault-Llorca and Viale 2012).

2.1.2. Epidemiyolojisi

Meme kanseri i¢in cevresel ve genetik risk faktorleri hakkindaki bilgilere,
epidemiyolojik ¢aligmalar biiyiik 6lctide katk: saglamaktadir. Irk, etnik koken, ailede
kanser Oykiisii, genetik Ozelliklerin yan1 sira artan alkol tliketimi, fiziksel
hareketsizlik, ekzojen hormonlar ve spesifik kadin iireme faktorleri gibi
degistirilebilir risklerin tiimii meme kanserinde iyi bilinen risk faktorleri arasindadir.
Ik regl doneminde daha geng yasta olmasi, dogum sayisi, ileri yaslarda gebelik ve
seks hormonu diizeyindeki degisiklikler meme kanserinde risk faktorlerini
etkileyebilmektedir (Coughlin 2019). TNMK tiimor biyolojisi ik ve etnik kokene
gore degisiklik gostermekte ve oliim oranlarindaki farkliliklara neden olmaktadir
(Karim et al 2023). Yapilan ¢alismalar ile Afrikali-Amerikali kadinlarin diger irklara
kiyasla prevalansin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (Rhee et al 2008). Beyaz,
Hispanik ve Asyali kadinlarla karsilagtirildiginda, siyah kadinlarin daha agresif, ileri
evre meme kanseri gelistirmeye daha yatkin olduklar1 bilinmektedir. TNMK
hastalarinda dort yillik sag kalim siiresinin %85,5 oldugu bunun yani sira TNMK
olmayan hastalarda ise bu oranin %94,2 oldugu bildirilmektedir. Ek olarak, TNMK

hastalarimin digerlerine kiyasla tiimor niikstine kadar gegen siirenin 1,2 yi1l kadar daha



kisa oldugu belirtilmektedir (de Ruijter, Veeck, de Hoon, van Engeland and Tjan
Heijnen 2011). Popiilasyona dayali arastirmalarla TNMK'nin hormon reseptor (HR)
pozitif ve HER2 negatif tiimorlere kiyasla 20-39 yaslar1 arasindaki kadinlarda daha
yaygin oldugu gosterilmektedir. Baska bir ¢alismada, daha geng yasta menars bazal
benzeri meme kanseri ile iliskilendirilmistir (John et al 2020). Giilbahge ve ark.” nin
(2018) yaptig1 calismaya gore, bazal benzeri tiimorler geng kadinlarda TNMK'nin
daha biiyiik bir kismini olustururken, bazal olmayan alt tipler 65 yas tistii kadinlarda
TNMK'nin yaklasik yarisin1 olusturmaktadir (Gulbahce et al 2018). TNMK
hastalarinin aile ge¢mislerine bakildiginda ¢ogunlukla over ve/veya meme kanseri
oldugu goriilmektedir. Bu hastalarda erken baglangi¢ gézlenmesi hastaliin genetik
faktorlerle baglantili oldugunu da gostermektedir. Bu kapsamda TNMK’nin agresif
heterojen yapisina neden olan genomik yapisinin bilinmesi ve 6nemli mutasyonlarin
tanimlanmas1 ile TNMK’ya yonelik spesifik tedavilerin gelismesine katki
saglanabilir. Ayrica, TNMK’ya sebep olabilen hormonal degisiklikler arasinda
hamilelik de bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalar ile yasa (45-60 yas) ve hamilelige
bagli olarak (<35) iki yil igerisinde tanimlanan kanserlerin TNMK olmasi olasiliginin
yiiksek oldugu bildirilmistir. Daha erken menars yasi, ¢ogul gebelik, daha biiyiik bel-
kal¢a oranlari, daha diisiik emzirme oranlart ve yliksek yaglanmanin da TNMK

gelisimi ile iligkili oldugu belirtilmektedir (Karim et al 2023).
2.1.3. Klinik Ozellikleri

TNMK’nin agresif klinik ve patolojik 6zellikleri arasinda, erken yasta baslangic,
yiiksek mitotik indeks, olumsuz histolojilerin daha sik goriilmesi ve uzak bolgelere
niiks yer almaktadir (Rhee et al 2008). Tanidan sonraki ilk bes yil i¢inde sagkalim
oranlar zayif ve niiks olasiligr yiiksektir. Farklit TNMK alt tiplerinin ¢esitli terapdtik
yanit ve prognoz sergilemesine ragmen, klinik goriintilemede birgok Ozelligi
hakkinda oldukca az sey bilinmektedir. Molekiiler ve klinik 6zellikleri nedeniyle
TNMK tiimoérlerin goriintiilemedeki goriintimleri biiyiik farkliliklar gostermektedir.
TNMK olmayanlarla karsilagtirildiginda, TNMK  tiimérlerinin mamogramlarda ve
ultrasonlarda daha sik kotii huylu goriindiigii bildirilmektedir. Oldukca agresif
timorler tipik olarak hem karsilik gelen histopatolojik mikroskobik goriintiilerde

hem de klinik goriintiilemede piiriizsiiz ve zorlayici sinirlara sahiptir. Ayrica, TNMK



timorleri ile TNMK olmayan tiimorlerin 6zellikle ultrasonda TNMK’nin degisken
paterni nedeniyle smirli olabilecegi belirtilmektedir (Li et al 2018, Miiller et al
2020). Miiller ve ark’nin (2020) bulgularinda, TNMK tiimoérlerinin ultrasonografi ve
mamografideki goriiniimiiniin hem histolojik alt tipten hem de farklilagsma
derecesinden etkilendigi gosterilmistir (Miiller et al 2020). Ek olarak, TNMK ile
yapilan ¢alismalar sonucunda boyutu >20 mm olan tiimorler, yiiksek aksiller lenf
nodu metastazi sikligi, artan mitotoik aktivite gibi morfolojik ozellik gosterdigi

bildirilmistir (Reddy, Suresh and Pai 2017).
2.1.4. Molekiiler Ozellikler

TNMK’nin genomunun karmasikligi ve heterojenligi, yeni nesil dizilemedeki (NGS)
gelismelerle ortaya ¢ikmustir. TNMK ile iliskili kansere neden olan genlerin
mutasyonel spektrumunda 6nemli ilerlemeler kaydedilmektedir. Somatik ve germ
mutasyonlar TNMK gelismesine ve yatkinligina neden olmaktadir. Ek olarak,
TNMK ile iligkili mutasyon spektrumu sasirtici derecede heterojenlige sahiptir ve bu
nedenle TNMK’y1 diger meme kanseri tiirlerinden farkli kilmaktadir.
Coziimlenmemis 6nemli bir konu, TNMK'nin neden oldugu genetik degisikliklerin

tedavi olasiliklar1 i¢in nasil kullanilacagidir (Shi, Jin, Ji and Guan 2018).

TNMK, gen ekspresyonu profilleme calismasi kullanilarak siklikla bazal benzeri
meme kanserinin (BLMK) bir alt tipi olarak kategorize edilmektedir. TNMK ve
BLMK gen ekspresyon profilleri yaklagik %56 oraninda ortiismektedir. TNMK ile
BLMK arasindaki ortiisme orani %50 ila 90 arasinda degisebilirken, TNMK olmayan
ve BLMK arasinda yalnizca %11,5'tir (Yin et al 2020).

Lehmann ve ark. (2011) tarafindan 587 TNMK hastasindan alinan timor 6rnekleri
tizerinde gen ekspresyonu profili ¢ikarilmistir ve TNMK'y1 alti alt tipe
siiflandirilmigtir: luminal androjen reseptorii (LAR), immiinomodiilatér (IM),
mezenkimal kok benzeri (MSL), mezenkimal (M), bazal benzeri 2 (BL2) ve bazal
benzeri 1 (BL1) (Sekil 2) (Yin et al 2020).



Hiicre gogalmasi ve hiicresel
hasara tenki

Androjen reseptoru aracili
hormon sinyali

Miyoepitelyal belirtegler ve
yiiksek glikoz metabolizmasi ile
blyiime faktori sinvali

MET, farkhlagma ve kok
hiicre potansiyeli;
anjiyogenez ve biyime
faktori sinvali

MET ve farklilasma Bagisiklik sisteminin aracilik

ettigi sinyaller

Sekil 2: Genlerin ekspresyon profiline dayali olarak TNMK’nin molekiiler alt
tiplendirilmesi (He et al 2018).

BL alt tiirleri oldukga agresif ve proliferatif kanserlerdir (Karim et al 2023). BL1 alt
tipinde hiicre dongiisii ile baglantili genlerin anormal seviyede ekspresyonu ve
BRCA2, TP53, PTEN ve RB1 gibi DNA onarimi ile iliskili genlerin siklikla
homozigot ve heterozigot degisim goézlenmektedir (Yin et al 2020). BL2 alt tipinde
bliyiime faktorii hiicrelerinin anormal seviyede eksprese olmakta NGF, Wnt/fB-
katenin, EGFR ve MET sinyal yollar1 asir1 diizeyde etkinlestirilmektedir. Metaplastik
meme kanseri olarak da bilinen M alt tipi, olduk¢a aktif farklilagsma yollarma
(Anaplastik lenfoma kinaz yolu, Wnt yolu ve TGF sinyali), hiicre dis1 matriks-
reseptor etkilesim yollarina ve hiicre gogiiyle iligkili sinyal yollarina sahiptir (Yin et
al 2020, Karim et al 2023). M ve MSL alt tipleri hiicre farklilasma yolaklari, hiicre
dis1 matriks ve epitel mezenkimal gecis (EMT) ile ilgili genlerle karakterize
edilmektedir. MSL alt tipi ise proliferasyonla ilgili genleri daha az ifade etmesi ve
mezenkimal kok hiicrelerle ilgili genlerin asir1 eksprese olmasi ile karakterizedir
(Lehmann and Pietenpol 2014). Immiin hiicre fonksiyonlarinda yer alan genlerin
fazlaligi IM alt tipinde ifade edilmektedir. Immiin hiicre sinyali, antijen sunumu,
sitokin sinyali ve immiin sinyal iletim yolu (NF-B, JAK/STAT ve tiimor nekroz

faktorii (TNF) sinyallemesi gibi) IM alt tipinin zenginlestirilmis gen kiimeleri



arasindadir. LAR alt tipi ER negatif olmasina karsin zenginlestirilmis hormon
tarafindan diizenlenen yolak ile luminal alt tipe benzer bir gen ekspresyon modeli
sergilemektedir (Lee, Oh, Go, Han and Choi 2020).

TNMK tiimoérleri temelde bazal benzeri gen ekspresyonu modeli sergilemesine
ragmen, elde edilen verilerde farkliliklar hasta popiilasyonunun o6zelliklerinden
kaynaklanmaktadir (Lee et al 2020). Lehmann ve ark. (2014) PAMS50 intrinsik alt
tiplendirmesi olarak gerceklestirdigi ¢alismada, LAR ve MSL alt tipleri hari¢ diger
TNMK alt tiplerinin bazal benzeri alt tiplerden olustugu belirlenmistir (IM [%84],
BL1 [%99], M [%97] ve BL2 [%95]) (Yin et al 2020). Cok sayida arastirma,
Lehmann'in  siniflandirmasindan  sonra  TNMK'nin  benzer bir molekiiler
siiflandirmasimni  bildirmistir. 198 TNMK  vakasinin gen ekspresyon profilini
kullanan Burstein ve ark. (2015) bazal benzeri immiin sistemi baskilanmig (BLIA),
LAR, mezenkimal (MES), ve bazal benzeri immiin sistemi baskilanmig (BLIS) dort
molekiiler alt grup Onermistir. Uzun kodlamayan RNA (IncRNA) ve mRNA
ifadesiyle eslestirilmis 165 TNMK 6rneginin siniflandirma analizinin ardindan Liu
ve ark. (2016) diger arastirmalarla karsilastirilabilecek dort molekiiler TNMK alt tipi
(LAR, MES, IM ve BLIS) tanimlamistir (Lee et al 2020, Yin et al 2020). Yi-Zhou
Jiang ve ark., 2019 yilinda Cin'de TNMK hastalarinin RNA dizilimi, ekzom dizilimi
ve kopya numarasi dizisi analizine ile TNMK’lar1 luminal androjen reseptor (LAR),
immiinomodiilator (IM), bazal benzeri (BL) immiin baskilanmis ve mezenkimal

benzeri (MSL) olmak iizere 4 alt gruba ayirmistir (Jiang et al 2019).

Ayrica, Aparicio ve ark. tarafindan 100'den fazla TNMK tliimoriinde TP53
mutasyonlarinin yiiksek oranda oldugu belirlenmistir. Ancak vakalarmm %12'sinde
bilinen herhangi bir "driver" gende somatik mutasyonlarin bulunmamasi primer
TNMK tiimorlerinin  baglangigtan itibaren mutasyon agisindan heterojen yap1

sergiledigini gostermistir (Abramson, Lehmann, Ballinger and Pietenpol 2015).

Denkert (2017) calismalarinda TNMK, artan proliferatif aktivite, artan bagisiklik
hiicresi infiltrasyonu, bazal benzeri ve mezenkimal fenotipler, kismen BRCAI
fonksiyon kaybina bagli hatali homolog rekombinasyon ve androjen reseptorlerinin

asir1 ekspresyonu ile karakterize edilmektedir (Li et al 2022).



Bu nedenle, TNMK alt tip ozellikleri ve molekiiler degisimler hakkinda
edinecegimiz bilgiler sayesinde, molekiiler hedefli ve/veya immiinoterapétik tedavi

seceneklerinin gelistirilmesi miimkiin olabilir (He et al 2018).
2.2. TEDAVI YONTEMLERI

Erken evre TNMK'l1 hastalarin tedavisinin temel dayanaklari cerrahi, kemoterapi ve
radyaterapi igermektedir. Bu tedaviler hastaligin klinik kontroliinii ve iyilesme
oranmi artirmak amaciyla uygulanmaktadir. Son yillarda kemo-duyarlh TNMK
hastalarin platin ve rutenyum bazli ilaglarla neoadjuvan kemoterapiye olumlu yanit
verdigi belirtilmektedir. Bununla birlikte, TNMK hastalarinin (evre I ve III) %50'den
fazlasinda yogun ve kapsamli tedaviye ragmen niiks goriilmekte ve bu hastalarin
%37'sinden fazlas1 5 yil i¢inde kaybedilmektedir (Jia et al 2017). TNMK tedavisi
icin birincil adjuvan tedavi kemoterapidir. Ciinkii hormonel veya HER2-hedefli
ajanlara  TNMK hastalarinin  yaniti  diisiiktiir.  Bu  timorler antrasiklin - ve
antrasiklin/taksan bazli rejimlere yanit vermektedir. Bununla birlikte, yiiksek niiks
riskine sahiptirler. Bu kapsamda yenilik¢i tedavi seceneklerine spesifik gen
mutasyonlarina odaklanilmaktadir. Bu genler igerisinde, BRCA1 geninde islev
bozuklugu olan timérlerde ¢ift zincirli DNA tamiri onariminda rol alan homolog
rekombinasyon mekanizmasi ¢alismadigi igin platinyum gibi DNA'ya zarar veren
kemoterapétiklere kargt duyarliligin artmasina neden olmaktadir. Bazi ¢aligmalarda
platin bazli rejimlerin TNMK tedavisinde etkili olabilecegi belirtilmesine ragmen,
bunu destekleyen ¢ok fazla klinik kanit yoktur (Farmer et al 2005, Irvin and Carey
2008). Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) inhibitorleri ise son yillarda FDA
tarafindan TNMK tedavisinde kullanimi onaylanan diger yeni nesil bir ila¢ grubudur.
BRCA1/2 geninde mutasyon olan ve HR mekanizmasinin ¢alismadigi TN tiimorlerde
PARP’1n inhibe edilmesi ile sentetik letaliteye neden olarak TNMK hastalarinda
etkili Dbir tedavi olanagi olarak karsimiza c¢ikmaktadir.  Ek olarak, PARP
inhibitorlerinin  DNA'y1 hedefleyen kemoterapi ajanlari ile de sinerjistik etki

gosterdigi belirlenmistir (Farmer et al 2005, Irvin and Carey 2008).

TNMK'nin  heterojen yapist goz Oniine alindiginda, tlimoére Ozgii molekiiler
degisimlere odaklanan kisisellestirilmis tedavi segenekleri kemoterapiye tam olarak

yanit vermeyen TNMK hastalarinin %60-70'inin tedavisinde etkili bir segenek



olabilir. Bu kapsamda c¢ogu arastirma, TNMK'da tek ilag olarak basariyla
hedeflenebilecek veya kemoterapinin dogal direncini asabilecek molekiiler hedeflerin
belirlenmesi iizerine yogunlasmaktadir (Bianchini, Balko, Mayer, Sanders and
Gianni 2016). Bu kapsamda gergeklestirilen ¢alismalarda bazi molekiiler hedeflere
ozgii spesifik inhibitdrlere odaklanilmaktadir. Ornegin; Livasy ve ark.'nm (2006)
tarafindan bazal benzeri TNMK tiimorlerinin  %70-78'inin  EGFR'yi  yiiksek
seviyelerde ifade ettigi bildirilmistir. Bu nedenle EGFR'nin TNMK'da potansiyel bir
terapotik hedef oldugu belirtilmistir. Klinik ¢alismalarda, EGFR'nin TNMK hedefli
tedavi icin umut vaat eden bir hedef olarak 6ngériilmesini destekleyen klinik dncesi
verilere ragmen, TNMK i¢cin EGFR hedefli tedavinin ile istenilen etki hastalarda
belirlenememistir (Yin et al 2020). Kemoterapi ile EGFR inhibitorii olarak
setuksimabin kombin uygulandigi ¢alismada sadece kemoterapiye gore yanit
oraninda (RR) az bir artig belirlenmistir (%28'e karsilik %33). Sisplatin ile yapilan
bir calismada, setuksimab ile birlikte veya setuksimab olmadan metastatik TNMK
hastalarinda tedaviye setuksimab eklenmesinin RR’yi %]10'dan %20'ye ¢ikardigi
bildirilmistir. Bu nedenle gergeklestirilen klinik ¢alismalar ile tek basmma EGFR
hedefli tedavinin anlamli etkinlik saglamadig: bildirilmistir. Lehmann ve ark.'nin
yapmis oldugu gen profilleme analizi ¢alismasina dayanarak, BL-2, M ve MSL alt
tiplerinde asag1 yonde sinyal iletim inhibitorlerinin (PI3K, MAPK ve Scr
inhibitdrleri) biiylime faktorli inhibitdrleriyle kombin halinde kullanilmasinin daha
anlamli sonuglar elde edilebilecegi belirtilmektedir (Lehmann et al 2014, Yin et al
2020).

Fosfatidilinositol-3 kinazlar veya PI3K'ler olarak bilinen lipid kinaz ailesi, inositol
fosfolipitlerde bulunan inositol halkas1 3'-OH grubunu fosforile etme 6zellikleriyle
karakterizedir. Akt ise li¢ izoformdan (Aktl, Akt2 ve Akt3) olusan bir serin/treonin
kinazdir. Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, protein sentezi gibi bir¢ok hiicresel siire¢ igin
onem teskil etmektedir (Vara et al 2004, Nitulescu et al 2018). TNMK’da PI3K veya
AKTI1'deki mutasyonlar siklikla goriildiigiinden, bu yolak TNMK’da onemli bir
hedef haline gelmektedir (Li et al 2022). PI3K yolu yaygin olarak hem M hem de
LAR alt tiplerinde asir1 aktivasyona sahiptir (Shi et al 2018). Kanser modellerinde,
oldukga secici pan-AKT inhibitorleri capivasertib ve ipatasertib taksanlarla

kombinasyon halinde, 6zellikle PI3K yolu mutasyonlar1 olan hastalarda sinerjistik
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antitimor etkinligi kanitlanmigtir. Benzer bir ¢alismayla capivasertibin antitimor
aktivitesi degerlendirilmis ve klinik kanitlar g¢eligkili olmakla birlikte TNMK igin
PI3K/Akt sinyal yolaginin hedeflenmesinin terap6tik O6nemi vurgulanmaktadir
(Karim et al 2023).

TNMK tedavisinde bir diger tedavi segenegi olarak anti-androjen tedavi dikkat
cekmektedir. Hem saglikli meme dokulari hem de meme kanseri dokular1 AR
ekspresyonuna sahip olmasia ragmen, AR ekspresyon diizeylerinin iki tip meme
kanseri dokusu arasinda belirgin sekilde farklilik gosterdigi belirtilmektedir. TNMK
hastalarimin %10-15'inde AR ifadesi pozitiftir. LAR alt tipinde TNMK’nin AR
pozitif oldugu bilinmektedir. Doane ve ark.’nin 99 meme Kkanseri hastasi ve
birbirinden farkli 8 meme kanseri hiicre hatlari ile yaptigi ¢calismada, LAR alt tipi
hastalar i¢in AR’yi inhibe etmeye yonelik tedavi stratejisi Onerilmistir. Bir bagka
caligmada Gucalp ve ark. LAR alt tipi TNMK hastalari i¢in antiandrojen tedavisinin
olumlu sonuglar verebilecegini bildirmistir. Segici bir AR inhibitdrii olan
bikalutamid’in, AR (+) ve ER ve PR ekspresyonu olmayan meme Kkanseri
hastalarimin tedavisi i¢in gergeklestirilen faz 11 klinik ¢alismasinda %19'luk bir Klinik
fayda oram1 (CBR) gosterdigi belirlenmistir. Ayrica Bikalutamid, AR pozitif
timorleri olan hastalara tek ajan olarak uygulandiginda, tedaviden 6 ay sonra
hastalarin %19'unda klinik iyilesme goriilmiistiir. Diger bir ileri evre AR (+) TNMK
hastalarinda yapilan faz II arastirmasinin sonuglarina gére enzalutamid’in daha etkin
bir AR inhibit6rii oldugu agiklanmistir. Ayrica, Traina ve ark. ¢alismalarinda AR+
TNMK tiimoérlerinde AR inhibitorii olan enzalutamidin  %25'lik CBR elde
etmiglerdir. Tiim bu calismalara ek olarak halen preklinik ¢alismalara ve AR'nin
TNMK karsinogenezindeki roliine iliskin daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir

(Bianchini et al 2016, Yin et al 2020).
2.3. HUCRE DONGUSU

Hiicre dongiisti, hiicrelerin genetik materyalini kopyalayarak iki yavru hiicre
olugsmasini saglayan karmasik ve etkili bir sekilde kontrol edilen bir siirectir. G1, S
(DNA sentezi), G2/M'den (genetik materyalin kopyalanmasi ve esit dagilim) olusan
tic hiicre dongilisli agsamasi, ¢ok sayida hiicresel protein tarafindan diizenlenmektedir

(Zou and Lin 2021). Hiicre dongiisti, ii¢ temel kontrol noktasi tarafindan diizenlenen
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ve geri donisii olmayan bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Icard, Fournel, Wu,
Alifano and Lincert 2019). Interfaz ve M fazi, mitotik hiicre dongiisiiniin iki ayr1
asamasidir. Sonug¢ olarak, interfaz sirasinda hiicresel materyalin kopyalanmasi ve
ardindan mitoz sirasinda genetik olarak aymi iki yavru hiicreye boliinmesi sirayla
gerceklesmektedir. Genomik DNA'nin zamaninda ve kesin sekilde kopyalanmasi ve
ayrilmasi, hiicre dongiistinii olusturan karmasik diizenleyici bilesenler tarafindan
diizenlenmektedir. S faz1 (sentez fazi), DNA replikasyonunun gergeklestigi fazdir.
Hiicre dongiisiinlin G1 sirasinda baglatilmast ve G2 sirasinda kromozomal
segregasyonla sonuglanan siirecin baglatilmasina iligkin 6nemli se¢imler, hiicre
dongiistiniin kontrolii i¢in ¢ok onemli olan bu asamalarda yapilmaktadir (Visconti,

Della Monica and Grieco 2016).

Gectigimiz birka¢ on yil boyunca yiiriitiilen arastirmalara gore, hiicre dongiisii
fazlarinin gecisi, temel olarak ¢esitli hedef proteinlerin sikline bagimli kinaz (CDK)-
siklin kompleksler tarafindan fosforilasyon ile diizenlenmektedir (Sekil 3). Maya ve
memeli hiicrelerinde yapilan kapsamli ¢aligmalarda hiicre dongiisiinii diizenleyen
mekanizmalar arastirilmis ve 20'den fazla CDK tanimlanmistir. CDK'nin diizenleyici
alt birimi olan siklinlerin, CDK aktivitesine kuvvetli bir sekilde bagl oldugu
bilinmektedir. Ayrica CDK'larin  aktivasyonu, siklinlerin  sentezine ve
parcalanmasina baglhdir. Siklinlerin aksine sikline bagimli kinaz inhibitorleri
(CKTI'ler) CDK aktivitesini baskilamaktadir. Bu ii¢ yapinin calismasi, hiicre dongiisii
sirasinda uygun ilerlemeyi siirdiirmek igin olduk¢a onemlidir. Bunlara ek olarak
fosforilasyon ve defosforilasyon iglemleri CDK aktivitesini de kontrol etmektedir
(Zou et al 2021, Icard et al 2019).

Siklin D1, D2 ve D3, G1 fazina gecisi baglatmak ve CDK4 veya CDKG6 ile etkilesime
girmek i¢in biiylime faktorleri tarafindan aktive edilmektedir. Siklin D-CDK4/6
aktivitesinin artmasi ile retinoblastoma proteini (RB) fosforillenmekte ve p53
inaktivasyonu ger¢eklesmektedir. Bunun sonucunda pRB-E2F kompleksinden E2F
salinimi  ger¢eklesmektedir. E2F’nin salinmasi diisiik diizeyde besin olmasi
durumunda hiicre siklusunda tutulmaya neden olan G1 kontrol noktasinin inaktif
olmasina neden olmaktadir. Siklin E-CDK2'nin aktivasyonu ile ise S fazina giristeki

ihtiya¢ duyulan genlerin ifadesi saglanmaktadir. S fazi ilerlemesi siklin A-CDK?2
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tarafindan yonlendirilmekte, G2 fazi ilerlemesi siklin A-CDKI tarafindan ve G2
fazinin sonundan mitoz fazi ¢ikisina kadar ilerleme ise siklin B-CDK1 kompleksi
tarafindan diizenlenmektedir. Ozellikle Polo benzeri kinaz 1 (PLK1) ve Aurora kinaz
A/B dahil olmak iizere diger kinazlar mitoz, kromozomal ayrilma ve sitokinez

yoluyla ilerleme igin gereklidir (Icard et al 2019).

Siklin B/ CDK1
Siklin D/CDK4/6
M G,
Siklin E/CDK2
Siklin A/CDK1

Siklin A/CDK2

Sekil 3: Memeli hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi (Suryadinata, Sadowski and
Sarcevic 2010).

2.3.1. DNA Hasar1 Kontrol Noktasi ve Hiicre Dongiisii

Endojen ve eksojen hasarlar siklikla hiicre boliinmesi mekanizmasini ve genomun
stabilitesini tehlike altinda birakmaktadir. Ornegin reaktif oksijen tiirleri, metabolik
olaylar, inflamasyon gibi durumlar kromozomlara zarar verebilmekte ve DNA
replikasyonuna ve kromozomlarin segregasyonuna miidahale edebilmektedir. Hasar
durumunda hiicre dongiisti ilerlemesini durdurmak, onarimi tesvik etmek veya
onarilamaz bir mutasyon varliginda, hasarli genomun yavru hiicrelere transferini
onlemek amaciyla hiicre 6liimiinii tesvik etmek i¢in hiicre dongiisii kontrol noktalar
rol almaktadir (Visconti et al 2016). Hiicre boliinmesi sirasinda genetik hatalarin
birikimini ve aktarimini onlemek ig¢in hiicreler, donglideki kontrol noktalarina
giivenmektedir. Bu kontrol noktalari, interfaz asamasinda DNA hasarindan, S
fazinda replikasyon catali biitinliigiinin bozulmasindan korunmasinda ve M fazi

asamasinda metafazdan anafaza geg¢isi regiile eden sinyal yolaklarinin aktivitesi ile



diizenlenmektedir (Sekil 4) (Matthews, Bertoli and Bruin 2022). Hasar gormiis
DNA'ya karst DNA hasar yaniti (DDR), hiicre dongiisiiniin ilerlemesini durduran ve
onarimi tesvik eden sensdr proteinlerinden olusmaktadir. DNA hasarinin geri
dondiiriilemez olmadigr durumlarda bu sinyal yollar1 aktiflestirilmektedir. Bununla
beraber hasar onarilamaz diizeye ulastiginda ise programlanmis hiicre Olimi
gerceklesmektedir (Visconti et al 2016, Pedroza- Garcia, Xiang and De Veylder
2022).

Artan DNA T
hasan
seviyeleri

Yaglanma

Durgunluk Yaglanma

Ig ipligi

DNA hasar kontrol noktasi diizenegi
kontrol noktasi

Cogalma stresi kontrol noktasi

: Siklin A/B
CDK4/6 CDK2 CDK1/2
Mitotik girigin

Epcrc"

Hiicre dongst Go&almanin engellenmesi  jtotik
giriginin baslatiimasinin DNA replikasyonu gikisin
engell i Il i engellenmesi
Cikis Sfazl Metafaz Anafaz  Sitokinez

et M

Sekil 4: Kontrol noktasina bagl hiicre dongiistiniin durdurulmasi ve ¢ikis1 (Matthews
et al 2022).

Hasarli DNA'y1 tanimak, DNA hasar1 olustugundaki ilk adimdir. Okaryotik hiicreler,
cesitli hasar tiirlerini tespit eden ve sonunda bu proteinlerden birini aktive edecek
farkli sensor protein kompleksleri igermektedir. Her ikisi de fosfatidilinositol 3-kinaz
benzeri ailenin iiyeleri olan mutasyona ugramis ataksi telenjiektazi (ATM) ve ATM
ve Rad3 ile iliskili (ATR), bu tiir hasarin sinyal donistiiriiciileri olarak gérev yapan
iki ana kinazdir. ATR genellikle tek sarmalli DNA (ssDNA) ve replikasyon ¢atalinda
gerceklesen hatalar tarafindan etkinlestirilirken, ¢ift zincir (dsDNA) kiriklar1 biiyiik
Olglide ATM kinazi etkinlestirmektedir (Pedroza- Garcia et al 2022). dsDNA kiriklari
tarafindan aktive edilen ATM, Kontrol Noktas1 Kinaz 2’yi (CHK?2) fosforile etmekte
ve G1 kontrol noktasinin uyarilmasini saglamaktadir. Aktive olan CHK2, CDC25A
fosfataz1 inhibe ederek, CDC25A, siklin A/CDK2 ve siklin E/CDK2 kompleksleri
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tizerindeki inhibe edici fosforilasyonu kaldirma 6zelligini kaybetmektedir ve bdylece
hiicrelerin S fazina ilerlemesi engellenmektedir. G1 noktasinin p53’e 6nemli dlglide
bagimli oldugu goz Oniine alindiginda ATM kinazin bir diger énemli gérevi dikkat
¢ekmektedir. ATM, p53’iin fosforilasyonunu indiikleyerek negatif yonde diizenleyici
0zelligi olan ubikutin ligaz MDM2’ye olan baglanma giiciinii azaltmaktadir. Boylece
p53 stabilizasyonu gergeklesmektedir (Visconti et al 2016). S fazi girigini 6nlemek
icin p53, oncelikle G1'de siklin-CDK komplekslerini inhibe eden CDK inhibitorii
p21'i aktive etmektedir (Matthews et al 2022).

S faz1 kontrol noktasi, durdurulan replikasyon catallarinda veya niikleotid tamir ve
eksizyon siireglerinde S fazinda DNA hasar1 gercgeklestiginde replikasyonu onlemek
icin etkinlestirilmektedir. ATR, hasar1 tespit ederek kontrol noktasi kinaz 1'i
(CHK1) aktive etmekte ve Cdc25A proteozomal yikimina neden olmaktadir.
Boylece, hiicrenin S fazina ilerlemesini engellemektedir. Buna ek olarak hasarli
DNA varliginda, ATR ve CHK1 G2/M kontrol noktasini uyararak hiicrelerin mitoza
girmesini engellemektedir. Mitoz baslangici i¢in ana mitotik kinaz siklin B’ye
bagimhi kinaz 1’in (CDK1) aktivasyonu gerekmektedir. Kontrol noktasi, biiyiik
Olglide CDC25'in proteazomal degredasyonu ve CHK1'e olan bagimli fosforilasyon
ile beraber Weel'in baglanmasini indiikleyerek CDK aktivitesini sinirlamaktadir.
Sonug olarak ATR, CDK1 inhibitér kinaz Weel'i aktive ederek ve CHK araciligiyla
CDC25C'yi inhibe ederek hasarli DNA'ya sahip hiicrelerin mitozu baslatmasini
onlemek igin siklin B/CDK1 aktivasyonunu baskilamaktadir (Feijoo et al 2001,
Visconti et al 2016, Matthews et al 2022).

ATM ve ATR, DNA hasarina cevap olarak hiicre dongiisii ilerlemesini engellemekle
birlikte bir dizi baska substrati fosforile ederek DNA onarimini da baglatmaktadir.
Hasarin onarilamadigi durumlarda, hiicrenin akibeti 6lim ya da yaslanma
olabilmekte; bu da biiylimenin kalici olarak durmasi anlamina gelmektedir.
Onarillamayan DNA hasarina sahip hiicreler mitoz bdliinmeye zorlandiginda, kalici
proliferasyonun duraklamasina veya hiicre yok olmasina neden olan mitotik katasrof
mekanizmas1 olarak adlandirilan bir mekanizmayla karsilasmaktadir. Ancak,

mitotoik Kkatastrof mekanizmasmin detaylar1 hala belirsizligini korumakla birlikte,
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hiicreler, ya mitozda 6lmekte olup ya da hiicre dongiisiiniin bir sonraki G1 fazina

geldiginde 6lmesi ya da yaslanmasiyla sonug¢lanmaktadir (Visconti et al 2016).
2.3.2. Hiicre Dongiisiinde Weel Yolaginin Rolii

Weel, siklin bagimli kinaz 1 (CDK1) iizerindeki tirozin rezidiilerini fosforilleyerek
CDK’y1 inaktive edebilen ve G2/M fazi gecisinde hiicre dongilinlin durmasini
indiikleyen bir serin/treonin kinazdir (Barnaba and LaRocque 2021). Mitotik giristen
once DNA onarimi i¢in G2/M hiicre dongiisii kontrol noktasinin durdurulmasinin
onemli bir kismi, tirozin kinaz Weel tarafindan gergeklestirilmektedir (Sekil 5) (Zou
et al 2021). Bu protein, CHK1 gibi, kanser hiicrelerinin, DNA hasart mevcut
oldugunda hiicre dongiisiiniin durdurulmasin1 indiiklemesi i¢in gerekmektedir
(Barnaba et al 2021). Weel, CDK1 ve CDK?2'yi fosforile ederek inaktivasyonlarina
sebep olmaktadir (Zou et al 2021). Bunun sonucunda mitoz tesvik edici faktor (MPF)
olarak da bilinen homodimer siklin B/A-CDK1 kompleksinin G2/M kontrol
noktasinda inaktif hale gelmesiyle hiicre dongiisii durdurulmaktadir. Ayrica, G1/S
kontrol noktasinda gelisen inaktif siklin E CDK2 kompleksi tarafindan da hiicre
dongiisii durdurulmaktadir (Alli, Yadav, Suresh and Jadav 2023).

G1/S kontrol noktasi ve tiimor baskilayict TP53, kanser hiicrelerinin ¢ogunda aktif
degildir. Sonug¢ olarak, S fazindaki replikasyondan once hiicreler DNA'y1 onarma
kapasitelerini kaybetmekte, bu da onlarin mutasyonlart barindirmasina olanak
tanimaktadir (Alli et al 2023). Sonu¢ olarak hiicrelerin G2/M kontrol noktast,
dongiiniin durdurularak apoptozu atlatacak kadar DNA onariminin gergeklesmesine
olanak saglamaktadir. Bu sebeple G2/M kontrol noktasindaki kisitlamanin ortadan
kaldirilmasi kanser hiicrelerini onemli 6lgiide etkileyecektir. Weel ayni zamanda
G1/S kontrol noktasin1 da inaktive etme 0zelligine sahip oldugundan dSDNA
kiriklart bir biyobelirteci olan y-H2AX (histon ailesi proteini X) seviyesinin
artmasina ve mitotik katastrofa neden olmaktadir (Matheson, Backos and Reigan
2016).

Ozetle, Weel'in inhibe edilmesi, Weel'i asir1 eksprese eden veya Weel'i eksprese

etmek icin indiiklenen hiicreler, mitotik felaketten kagmak icin G2/M Kkontrol
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noktasina bagimli oldugundan dolay1, Weel inhibisyonu kanser tedavisinde dikkat
¢ekmektedir (Esposito, Giuffrida, Raciti, Puglisi and Forte 2021).

Sfazi G2/M fazi

Erken P
@ — @ P WEE1
(core) (core) »
g A CDK1 CDK1
COK1 cocasa | CDK1 SIiNBL | cposse siklin B1
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Sekil 5: Weel’in hiicre dongiisiiniin regiilasyonunda islevi (Elbak, Petrosius and
Serensen 2020).

2.3.3. Weel inhibitorleri

Mitotik evreden once DNA onarilmast igin G2/M kontrol noktasinin
durdurulmasinda Weel kinaz kritik bir rol oynamaktadir. Hasarli DNA, Gl
evresinde hiicrelerin tutulmasi sirasinda normal hiicreler tarafindan onarilirken,
kanser hiicreleri ¢ogunlukla hasarli DNA'y1 onarmak i¢in iglevsel bir G2/M kontrol
noktasina bagimlidir. Weel kinaz, melanom, yetiskin ve pediatrik beyin timorleri,
16semi ve meme maligniteleri dahil bir dizi kanser tipinde yiiksek diizeyde eksprese
olmaktadir. Bu malignitelerin bircogu DNA'ya hasar veren ilaglarla tedavi
edildiginden, Weel'in inhibe edilmesi ve G2/M kontrol noktasinin zayiflatilmasi
tedaviyi gelistirme sansi sunmaktadir (Matheson et al 2016). Weel inhibitorleri,
kanser hiicrelerini G2/M hiicre dongiisii kontrol noktasini atlamasinda ve mitoza
olmas1 gerekenden daha erken girmesini uyararak mitotik katastrofa ve sonucunda
hiicre oliimiiniin ger¢eklesmesine neden olmaktadir. Bu nedenle Weel inhibitorleri

ayni zamanda antimitotik inhibitorler olarak rol almaktadir (Kong and Mehanna
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2021). Bugiine kadar farkli Weel inhibitorleri (Adavosertib, PD0166285, Debio
0123, Azenosertib) ile farkli kanser tiplerinde yapilan klinik faz g¢alismalari devam

etmekte olup Tablo 1.’de Ozetlenmistir. Ayrica her bir inhibitére 6zgii preklinik

calismalara asagidaki tabloda yer verilmistir. (Tablo 1).

Tablo 1: Weel inhibitorlerinin farkli kanser tiirlerindeki klinik ¢alismalari.

ADAVOSERTIB

NCT DURUMU HASTA FAZ
NUMARASI POPULASYONU
NCTO01748825 | Tamamlanmig Kati Tiimorler Faz |
NCT01164995 | Tamamlanmis Epitelyal over kanseri | Faz Il
NCT02207010 | Tamamlanmis Gliablastoma Erken
Faz |
NCTO0087241 Tamamlanmig Daha 6nce tedavi Faz Il
edilmemis evre IV
skuamoz olmayan
kiigiik hticreli dist
akciger kanseri
NCT02037230 | Tamamlanmis Pankreas Faz |
adenokarsinomu Faz Il
NCT02482311 Tamamlanmis Over kanseri, TNBC, | Faz |
SCLC, diger kat1
tiimorler
NCT02610075 | Tamamlanmis Lokal ileri diizey kat1 | Faz |
tiimorler, metastatik
kat1 timorler, over
kanseri
NCTO03668340 | Aktif ve suanda | Rahim kanseri Faz Il
katilimci
alimmaktadir
NCT02513563 | Aktif ve katilimer | Akciger kanseri Faz Il
almadan devam
etmektedir
NCT02341456 | Tamamlanmig fleri kat1 tiimorler Faz |
NCT03718143 | Sonlandirilmig Myelofibrosis, akut Faz Il
myeloid 16semi,
miyelodisplastik
sendromlar
NCT02585973 | Tamamlanmig Karsinoma, bas ve Faz |
boyundaki skuamoz
hiicre
NCT03313557 | Tamamlanmis Kati tiimorler Faz |
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NCT02381548 | Sonlandirilmis Akut miyeloid Faz |
I6semiler
NCT02593019 | Tamamlanmig Kiigtik hticreli Faz Il
akciger kanseri
NCT02511795 | Tamamlanmis Refrakter kati Faz |
timorler, tekrarlayan
kiiglik hiicreli akciger
kanseri (SCLC)
NCT02688907 Sonlandirilmis Kiiciik hiicreli Faz Il
akciger kanseri
NCT02617277 | Aktif ve Katilimer | Ileri kat1 timérler Faz |
almadan devam
etmektedir
NCT03012477 | Tamamlanmis Uclii negatif Faz Il
metastatik meme
kanseri
NCT02194829 | Tamamlanmis Metastatik pankreas | Faz |
adenokarsinomlari Faz Il
NCT02196168 Sonlandirilmig Karsinoma Faz Il
NCTO02101775 | Aktif ve katilimer | Over kanserleri Faz Il
almadan devam
etmektedir
NCT03284385 Aktif ve katilime1 | Bobrek karsinomlar1 | Faz 1l
almadan devam
etmektedir
NCT03253679 | Tamamlanmis Tleri malign Kati Faz Il
neoplazm, refrakter
malign kat1 neoplazm
NCT02448329 | Tamamlanmig fleri mide Faz Il
adenokarsinom
NCT02087176 Sonlandirilmis Daha 6nce tedavi Faz Il
edilmis kiigtik hiicreli
olmayan akciger
kanseri
NCT04439227 | Aktif ve katilimei | {leri lenfoma, Faz Il
almadan devam refrakter multipl
etmektedir miyelom
NCT02666950 | Tamamlanmis Kronik Faz Il
miyelomonositik
16semi
NCT03315091 | Tamamlanmis Kat1 tiimorler Faz |
NCT02906059 | Tamamlanmis Metastatik kolorektal | Faz |
kanser
NCT02508246 | Tamamlanmis Bas ve boyun Faz |

skuamoz hucreli
karsinom
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NCT02659241 | Aktif ve katilimer | Fallop tipii Erken
almadan devam karsinomlari, over Faz |
etmektedir karsinomlari, periton

karsinomlar1

NCT03028766 | Tamamlanmis Hipofarenks skuaméz | Faz |

hucreli karsinom,
agiz boslugu
skuamoz hiicreli
karsinom, girtlak
kanseri

NCTO02791919 | Bu galisma CNS 2a, CNS 2b, Faz |
kaydindan 6nce | CNS 2c¢, CNS1,
geri ¢ekilmistir tekrarlayan yetiskin

akut miyeloid l6semi,
tekrarlayan ¢ocukluk
cag1 akut miyeloid
I6semi

NCT03333824 | Tamamlanmis Kat1 Tiimorler Faz |

NCTO03579316 | Bu calismaya su | Tekrarlayan fallop Faz |
an katilime1 tipii karsinom,
almmaktadir tekrarlayan over

karsinom, tekrarlayan
primer periton
karsinom

NCTO04462952 | Tamamlanmig fleri kat1 tiimdrler Faz |

NCTO04197713 | Aktif ve katilimei | ileri malign kati Faz |
almadan devam neoplazm
etmektedir

NCTO01922076 | Aktif ve katilimer | Anaplastik Faz |
almadan devam astrositom, anaplastik
etmektedir oligoastrositom,

diffiiz intrinsik pontin
glioma, glioblastoma,
gliosarkoma

NCT02095132 | Tamamlanmig Kati tiimorler, Faz |

sarkoma, Faz Il
pineoblastoma, sinir

sistemi tiimorleri,

neoplazma

NCT02576444 | Sonlandirilmig Kanser Faz Il

NCT04460937 | Aktif ve katilime1 | Adenokarsinomlar Faz |
almadan devam
etmektedir

NCT02546661 | Aktif ve katilimer | Kas invazif mesane Faz |
almadan devam kanseri
etmektedir
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NCT01076400 | Sonlandirilmis Rahim agz1 kanseri Faz |
Faz Il
NCTO01047007 Sonlandirilmig Kati timorler Faz |
NCT03345784 | Aktif ve katilimcr | Adenokarisnomlar, Faz |
almadan devam uterin kanserleri,
etmektedir vajinal kanserler,
servikal kanserler
NCT01849146 | Aktif ve katilime1 | Glioblastoma Faz |
almadan devam
etmektedir
NCT01357161 | Tamamlanmis Over kanseri Faz Il
NCT02937818 | Aktif ve katilimer | Platin refrakter genis | Faz Il
almadan devam evre kiiciik hiicreli
etmektedir akciger karsinom
NCT04590248 | Tamamlanmis Rahim seroz Faz Il
karsinom
NCT03330847 | Aktif ve katilime1 | Metastatik TNBC Faz Il
almadan devam
etmektedir
NCT04814108 | Bucalismaya su | Rahim seroz Faz Il
an katilimet karsinom
alinmaktadir
NCT05128825 | Bucalismaya su | Yiiksek dereceli Faz Il
an katilimct seroz over, fallop
almmaktadir tipti veya primer
periton kanseri
NCT05198804 | Bucalismaya su | Over kanserleri, Faz |
an katilimct primer periton Faz Il
alinmaktadir karsinom, fallop tiipii
kanseri
NCT05368506 | Bu calisma fleri fallop tiipii Erken
kaydindan 6nce | Karsinomlart, ileri Faz |
geri ¢ekilmistir over karsinomlari,
ileri primer periton
karsinomlari, meme
kanserleri
NCTO04972422 Durum Kati tiimorler Faz |
bilinmemektedir
AZENOSERTIB NCT05743036 | Bucalismayasu | Metastatik kolorektal | Faz |
an katilime1 kanser Faz Il
alinmaktadir
NCT04833582 | Bugalismaya su | Osteosarkom Faz |
an katilimci Faz Il
alinmaktadir
NCTO05431582 | Bu calisma Tilimorler, akciger Faz |

kaydindan 6nce
geri ¢ekilmistir

kanseri, pankreas
kanseri, yumurtalik
kanseri, meme

21




kanseri
NCTO04158336 | Bucalismayasu | Kat1 tiimdrler Faz |
an katilime1
alinmaktadir
NCT06015659 Bu ¢alisma heniiz | Pankreas kanserleri Faz Il
katilimer alim
i¢in a¢ilmamustir
NCT05682170 | Bucalismaya su | Akut miyeloid I6semi | Faz |
an katilime1 Faz Il
alinmaktadir
NCTO04516447 | Bucalismaya su | Kati timorler, fallop | Faz |
an katilimet tiipt kanseri,
alimmaktadir epitelyal over
kanseri, periton
kanseri
Bu ¢alisma heniiz | Metastatik kolorektal
NCT06109883 | katilimer alimi kanser Faz |
i¢in agilmamisgtir
NCT03968653 | Bu calismaya su | lleri kat1 tiimérler Faz |
an katilime1
alinmaktadir
NCT05109975 | Bu calismaya su | lleri kat1 timérler Faz |
an katilime1
alinmaktadir
DEBIO 0123 NCT05765812 | Bu calismaya su | Glioblastoma IDH Faz |
an katilime1 (isositrat Faz Il
almmmaktadir dehidrojenaz) tabani
tip, astrositom-
derece 11
NCT05815160 | Bugalismaya su | Kiigiik hiicreli Faz |
an katilimet tekrarlayan akciger
alimaktadir kanseri

2.3.3.1. Adavosertib

Adavosertib (AZD-1775, MK-1775), segici ve oldukga gii¢lii bilinen ilk Weel
inhibitoriidiir. Adavosertib ile tek ajan ve ¢esitli kanserlerde DNA hasarina yol acan
ajanlarla birlikte kombin tedavi olarak galismalar1 devam etmektedir (Matheson et al
2016, Ghelli Luserna di Rora, Cerchione, Martinelli and Simonetti 2020). Etki
mekanizmasina bakildiginda Adavosertib, monoterapi olarak uygulandiginda kanser
tiirline bagl olarak S ve/veya G2/M kontrol noktalarinin etkisiz kilinmasini tesvik

etmektedir. Adavosertib, hiicre dongiisiinde bozulmalar ve apoptozun indiiklenmesi
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ile iliskili olup hiicre dongiisiiniin Farkli fazlarinda hiicre siklusunun durmasina

neden olmaktadir

(i) S faz1 kontrol noktasinin etkisiz hale getirilmesinin sonucu olarak; hasar
varliginda dahi kanser hiicreleri DNA replikasyonunu baglattiginda
replikatif katastrof,

(i) G2/M faz1 kontrol noktasinin etkisiz hale getirilmesinin ardindan, DNA’da
hasar olsa dahi mitoza giris sonucu mitotik katastrof gergeklesmektedir
(Ghelli Luserna di Rora et al 2020).

Ayrica, Adavosertib kombin tedavi olarak kullanildiginda kemoterapi ve radyasyon
tedavisi ajanlarmin sitotoksisitesini arttirmaktadir. Bu stratejiler apoptotik o6limii
uyararak, DNA hasar onarimini engellemekte ve hiicre dongiisii kontrol noktalarini
inaktivasyonuna neden olmaktadir (Ghelli Luserna di Rora et al 2020). Ornegin,
AZD1775, yiiksek dereceli glioma hiicre hatlarini radyasyona, NSCLC hiicrelerini C
iyonlarna, p53 eksikligi olan pankreas ve kolon kanseri hiicrelerini 5-florourasil
dahil olmak iizere ¢esitli DNA'ya zarar veren ajanlara ve AML hiicrelerini
sitarabin'e, medulloblastoma hiicre hatlarini sisplatine duyarli hale getirebilmektedir
(Du et al 2020). Ek olarak yapilan ¢alismalar ile P53 eksikligi olan hiicrelerde ve in
vivo olarak, Adavosertib’in, gemsitabin, karboplatin ve sisplatin dahil olmak tizere
DNA'ya zarar veren ¢esitli kemoterapotik ilaglarin  etkinliklerini  arttirdigi
gosterilmistir (Kong and Mehanna 2021).

AZD1775 ile yapilan preklinik ¢aligmalarin ¢ogu, niikleosid analoglati, platinler veya
topoizomeraz inhibitorleri gibi DNA ¢apraz baglanan ilaglar dahil olmak iizere hiicre
dongiisii S fazin1 hedefleyen ajanlar ile kombin uygulandiginda kemo-duyarlilig:
arttirict  etki  gosterdigini  bildirmektedir. Bununla beraber ¢esitli tiimorlerde
AZD1775’in taksanlar gibi anti-mitotik ilaglarla kombin uygulamasin1 destekleyen
preklinik kanitlar da mevcuttur (Visconti et al 2015, Kong and Mehanna 2021).

2.3.3.2. PD0166285

Weel kinaz inhibitérii olan PDO0166285 ile yapilan calismalar, bu inhibitoriin,
kanserli hiicrelerdeki G2 kontrol noktasini hasarli hale getirdigi gostermistir. Bu,

DNA'ya zarar veren hiicrelerin ¢ok erken mitoza girmesine neden olarak katastrof ile
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sonuglanmakta ve hiicreleri Oliime karst daha duyarli hale getirmektedir

(PosthumaDeBoer et al 2011).

PD0166285'in kanser hiicreleri tizerindeki etkisi, p53'iin islevsellik diizeyine baglidir.
Temozolomid veya radyoterapi ile kombin uygulandiginda glioblastoma hiicre
dizilerinde apoptoza neden olabilmekte ve mikromolar konsantrasyonlarda B16
melanom hiicre dizilerinin proliferasyonunu engelledigi belirlenmistir. Ayrica,
normal insan astrositleri veya fibroblastlar1 iizerinde herhangi bir toksik etkisi

belirlenmemistir (Du et al 2020).

Wang ve ark.’nin (2001) yaptigi ¢alismada, sekiz kanser hiicre hattindan (PA-1,
HT29, HeLa, HCT8, HCT116, DLD-1, H460, C26 ) PD0166285, hiicresel diizeyde
radyasyonun neden oldugu Tyr-15 ve Thr-14'te Cdc2'nin fosforilasyonunu 6nemli
Olclide baskiladig1 gosterilmistir. Floresansla aktiflesen hiicre ayirici analizi ve
biyokimyasal belirteglerin her ikisi de PD0166285'in mitotik hiicre popiilasyonlarini
biiyliik ol¢lide artirdigini ve radyoterapinin neden oldugu G2/M fazinda hiicre
tutulmasin tersine gevirerek TP53 mutasyonu olan hiicrelerde daha etkin oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle, erken mitozu tetikleyerek, G2/M kontrol noktasini
ortadan kaldiran ajanlar, geleneksel kanser terapisinde hiicre dldiiriilmesini gelistiren

essiz bir antikanser ilag sinifin1 olusturmaktadir (Wang et al 2001).

Bu inhibitor, 6zellikle geleneksel tedavilerle kanser hiicrelerinin 6liimiinii arttiran
yeni bir antikanser ilaci sinifina ait olmakla birlikte zayif segiciligi nedeniyle klinik

uygulamasi sinirlidir (Hashimoto et al 2006, Du et al 2020).
2.3.3.3. Debio 0123

Debio 0123, oldukea segici oral bir Weel tirozin kinaz inhibitoriidiir. Debio 0123'iin
hem in vivo hem de in vitro tiimoér modellerinde antikanser etkinligi gosterilmistir.
Debio-0123, histon H3 ve yH2AX miktarlarindaki doza ve zamana bagh artisla
hedefe dikkate deger bir etkilesim sergilemektedir. Ilerlemis kat1 tiimorlii hastalarda,
karboplatin ve aralikli Debio 0123'4 kombin uygulamasinin faz I ¢aligmasinda
antikanser etkinlige ve hastalarda yonetilebilir bir giivenlik profiline sahip oldugunu
belirlenmistir (Papadopoulos et al 2022, Alli et al 2023). Yapilan bir bagska

arastirmada Debio-0123'in in vitro glioblastoma kars1 giiglii bir ilag oldugu
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bulunmustur. Ayrica, Debio-0123"in monoterapi olarak agiz yoluyla uygulanmasinin
kan-beyin bariyeri penetrasyonunu arttirdigit ve in vivo timdr bilylimesinin
inhibisyonunu neden oldugu belirlendigi igin terapotik potansiyeli vurgulanmaktadir
(Alli et al 2023).

2.3.5. Azenosertib

Azenosertib olarak da bilinen Zn-C3, monoterapi olarak antikanser etkinligi
sergileyen yeni gelistirilmis oral ve segici bir Weel inhibitoradir (Liu et al 2023).
Azenosertib, ¢esitli kanser hiicre dizileri tizerinde gii¢lii anti-proliferatif etkilere
sahiptir. Kat1 timorler, osteosarkom ve over kanseri dahil olmak iizere farkli kanser
tiplerinin tedavisinde Weel kinaz inhibisyonunun etkinligini incelemek igin
Azenosertib’in ¢ok sayida klinik ¢alismasi yiiriitiilmektedir. Ayrica Azenosertib’in,
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri ve over kanseri klinik ¢aligmalarinda tiimor
gerilemesini indiikledigi bildirilmektedir. Azenosertib, AZD1775'ten 6nemli 6lgiide
daha diisiik dozlarda kanser hiicrelerinin proliferasyonunu baskilayabilen yiiksek
diizeyde tolere edilebilen doza sahip olma avantajina sahiptir. (Vakili- Samiani et al
2022).

Azenosertib ile ilgili preklinik bir ¢alisma heniiz literatiirde yer almamasina ragmen,
poster sunumlarinda AZD1775 ile karsilastirildiginda, Azenosertib’in gelismis
giivenlik profiline ve daha yiiksek secicilige sahip oldugu gosterilmis ve o6zellikle
kombin tedavi i¢in uygun bir ajan oldugu bildirilmistir. Aym1 c¢alismada
Azenosertib’in, platine direngli over kanseri olan hastalarda karboplatin,
doksorubisin, paklitaksel ve gemsitabin gibi diger kemoterapotiklerle birlikte klinik

olarak test edilmekte oldugu bildirilmistir (Bukhari, Chan and Gamper 2022).

Bir diger poster sunumunda, Azenosertib, HER-2 pozitif trastuzumab direngli meme
timdrlerinde, TNMK ve ER pozitif olan meme kanserlerinde degerlendirilmis ve
ER-pozitif MCF-7 meme tek basina ve segici dstrojen reseptor parcalayict (SERD)
ZN-c5 veya bir CDK4/6 inhibitorii Palbociclib ile kombin uygulandiginda antitimor
etki gosterdigi bildirilmistir. Ayrica Azenosertib, MDA-MB-436 TNMK ksenograft
modelinde hem tek basina hem de PARP inhibitorleri Olaparib veya Niraparib ile
kombin sinerjistik etki gosterdigi belirtilmektedir (Li et al 2022). Hastadan tiiretilmis
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ksenograft (PDX) TNMK tiimorlerinde Azenosertib’in hem monoterapi olarak hem
de Niraparib ile kombin etkisi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada PARP inhibitorlerine
direngli meme tiimorlerinin ksenograft modellerini olusturulmus ve bu direngli timor
ksenograft modellerde Azenosertib uygulandiginda tiimor gelisiminde kayda deger
bir azalma goriilldiigii gosterilmistir. Bu bulgulara gore Azenosertib’in PARP
inhibitér direncinin asilmasinda terapotik Onemi vurgulanmaktadir. Son olarak,
trastuzumab direngli HER-2 pozitif meme timori ksenograft modelinde (JIMT-1)
Azenosertib aktivitesini degerlendirilmis ve Azenosertib’in hem tek basina hem de
trastuzumab ile birlikte anti-timor aktivitesi gosterdigi sonucuna varilmistir. Sonug
olarak, bu bulgular Azenosertib’in meme kanseri modellerinde hem tek basina hem
de diger hedefe yonelik ilaglarla birlikte terapotik potansiyelini gostermektedir.
Ayrica Azenosertib, trastuzumab ve PARP inhibitoriine karsi direncin asilmasinda
etkinligi bildirilmistir. Azenosertib’in su anda farkli kanser tiplerinde Kklinik
denemeleri devam etmektedir (Li et al 2022).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

e -80°C derin dondurucu (Haier, Cin)

e Buzdolab1 (Real, Tiirkiye)

e Inkiibator (Thermo Fisher Scientific, ABD)

e Distile su cihaz1 (Niive, Tiirkiye)

e Vorteks (Hangzhou Allsheng, Cin)

e Sogutmali santrifiij (Niive, Tiirkiye)

e Hassas Terazi (Shimadzu, Japonya)

e Inverted mikroskop (BestScope, Cin)

e Orbital ¢alkalayic1 (Hangzhou Allsheng, Cin)

e Su banyosu (Stuart, Birlesik Krallik)

o SmifII Biyogiivenlik Kabini (Thermo Fisher Scientific, ABD )
e Otoklav (Niive, Tiirkiye)

e (CO2 inkiibator (Thermo Fisher Scientific, ABD)

e Mini jel tank sistemi (Thermo Fisher Scientific, ABD)

e iBind Flex (Thermo Fisher Scientific, ABD)

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

e EVOS Goriintiileme Sistemi (Thermo Fisher Scientific, ABD)
e Kemoliminesans goriintiileme sistemi (Syngene, Birlesik Krallik)
e Qubit 4.0 Flurometer (Invitrogen, ABD)

e Countees hiicre sayim cihazi (Invitrogen, ABD)

e Muse® Cell Analyzer (Luminex Corporation, ABD)
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3.1.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

o« DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium) (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, ABD)

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

o Azenosertib (Selleckchem, ABD)

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

e Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD)

e Penisilin-Streptomisin (Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD)

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

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

o Cell Counting Kit-8 (CCK-8) (Raybiotek)

o Akridin oranj (Sigma Aldrich, ABD)

» Paraformaldehit (Sigma Aldrich, ABD)

e MuseTM Annexin V & Dead Cell Kit (Luminex Corporation, ABD)

o MitoTracker Red CMXRos (Cell Signaling Technology, ABD)

e Muse Cell Cycle Kiti (Luminex Corporation, ABD)

o NUPAGE Sample Reducing Agent (Thermo Fisher Scientific, ABD)

e NUPAGE LDS Sample Buffer (Thermo Fisher Scientific, ABD)

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

o Bolt4-12%, Bis-Tris, 1.0 mm, Mini Protein Gels (Thermo Fisher Scientific,
ABD)

« iBind Flex Card (Thermo Fisher Scientific, ABD)

o SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher
Scientific, ABD)

3.2. YONTEM

3.2.1. Hiicre Kiiltiri

Bu c¢aligmada TNMK hiicre hatti olan MDA-MB-231 hiicreleri ve kontrol grubu
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olarak MCF-10A hiicreleri kullanildi. Hiicre kiiltiirii islemleri laminar hava akimli
kabinde gerceklestirildi ve hiicreler 37°C’de %5 karbondioksit (CO2) igeren
inkiibatorde uygun besiyerleri ile inkiibe edildi. -80°C’de depolanmakta olan hiicreler
calisma sirasinda almip 37°C su banyosunda ¢6ziildii ve uygun besiyerleri bulunan
T75 filtreli hiicre kiiltiir flasklarina ekildi. MDA-MB-231 hiicre hatlar1 %10 FBS ve
%1 Penisilin/Streptomisin iceren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
besiyerinde eklendikten sonra ve MCF-10A hiicreleri %10 FBS, 1 mg/mL
hidrokortizon, %1 Penisilin/Streptomisin, 100 mg/mL EGF ve 10 mg/mL insiilin
iceren DMEM/F12 besiyerinde kiiltiire edildi. Kiiltiire edilen hiicrelerin ¢ogalmasi
inverted mikroskop ile kontrol edildi. Flask yiizeyini kaplayan adherent hiicreler PBS
ile yikandiktan sonra trypsin-EDTA soliisyonu (%0,25 trypsin/ ImM EDTA)
kullanilarak kaldirilmalar1 saglandi. Tripsinizasyon islemi sonrasinda hiicreler, steril
falkona alinarak 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra 1 mL uygun
besiyeri ile slispanse edildi. Tripan Blue (tripan mavisi boyasi) ile 1:1 oraninda diliie
edilerek toplam 20ul hacim alinarak Smart Slides’a eklendi. Hiicre sayim islemi,
sayim cihazi (Countess II Automated Cell Counter, Thermo Scientific, ABD) ile
gergeklestirildi.

3.2.2. CCK-8 Canlilik Analizi

MDA-MB-231 ve MCF10-A hiicre hatlarinda Azenosertib’in toksik etkisinin
belirlenmesi amaciyla CCK-8 analizi gerceklestirildi. Mikroplakalardaki tek tabakali
veya slispansiyon hiicrelerinin ¢cogalmasi ve toksisitesi en iyi sekilde tetrazolyum
bazli analizler kullanilarak degerlendirilmektedir (Lutter vd., 2017). Bu kapsamda
konfluent duruma gelen hiicre hatlari dncelikle 96 kuyucuklu plakalara 2x10* hiicre
olacak sekilde hiicreler ekildi ve farkli konsantrasyonlarda Azenosertib uygulanarak
24, 48, 72 ve 96 saat araliklarinda 37C’de %5 karbondioksit (CO2) igeren
inkiibatorde inkiibe edildi. Hiicrelere, 1-10 nM Azenosertib uygulanarak sitotoksik
etki, belirlenen inkiibasyon siirelerince degerlendirildi. Inkiibasyon sonrasi her
kuyucuga 10 pL CCK-8 boyasi eklenip 45 dakika inkiibe edildi ve 450 nm dalga
araliginda mikroplate okuyucu (Allsheng, Cin)’da Ol¢iimler yapildi. Bilesen ile

muamele edilmeyen kontrol hiicre canliligi %100 olarak kabul edilerek, deney
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hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak ifade edildi. CCK-8 analizi sonrasinda
gerceklestirilecek tiim analizlerde Azenosertib’in belirlenen en etkin doz/dozlar ve

inkiibasyon siiresi ileri analizler gerceklestirildi.

3.2.3. Annexin V Analizi

Azenosertib ’in apoptotik etkisinin belirlenmesi amaciyla Annexin V analizi
uygulandi. Annexin V analizi, hiicre zarmin fosfolipid asimetrisinin kaybini
hedefleyerek apoptozu belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir. Annexin V, plazma
zarinin digindaki fosfotidilserin (PS) ile giiglii ve spresifik etkilesime girmektedir. Bu
da hiicre tipinden bagimsiz olarak apoptozun erken saptanmasinda kullanilan
yontemler arasindadir (van Engelans et al 1998) Bu kapsamda 6ncelikle MDA-MB-
231 hiicreleri 6 kuyulu plakalara 1x10° hiicre ekilerek 37°C ve %5 CO2 igeren
inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi. Sonrasinda hiicrelere CCK-8 analizine gore
belirlenen 3 ve 4 nM Azenosertib uygulanarak 72 ve 96 saat boyunca 37°C %5 COz
igeren inkiibatorde inkiibe edildi Daha sonra hiicreler tripsin ile muamele edildikten
sonra 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve 2 kez PBS ile yikandi. Her bir tiipe
100 uL. Muse Annexin V & Dead Cell Assay kiti eklendi ve 30 dakika karanlikta ve
oda sicakhiginda inkiibe edildi. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra hiicrelerdeki

apoptoz miktart Muse Cell Analyzer (Luminex Corporation, ABD) cihazi ile analiz
edildi.

3.2.4. Akridin Oranj/Propidyum iyodiir (AO/PI) Boyama

Akridin Oranj (AO) ve Propidyum Iyodiir (PI) niikleik asit boyama ajanlaridir. Bu tip
boyamalar, farkli tedavi gruplarinda canli ve O6li hiicreleri belirlemek amaciyla
kullanilmaktadir (Jafarzadeh vd., 2021). 6 kuyucuku plakaya 5x10° hiicre ekildikten
sonra hiicrelere CCK-8 analizine gore belirlenen 3 ve 4 nM Azenosertib uygulanarak
72 ve 96 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicrelere %4
paraformaldehit eklenerek 30 dakika boyunca fikse edildi. Sonrasinda her bir
kuyucuk 3 defa PBS ile yikanarak 1 mL AO/PI boyas: ile 30 dakika karanlikta
inkiibasyona birakildi. Son asamada, kuyular 3 defa PBS ile yikandiktan sonra EVOS
FL Cell Imaging System (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile goriintiilendi.
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3.2.5. Hiicre Dongiisii Analizi

Azenosertib hiicre siklusunda neden oldugu hasarli DNA miktarindaki degisiminin
Olclilmesi icin Muse Cell Cycle Kit (Millipore, Almanya) kullanildi. Hiicreler
(5x10°) 6ncelikle 6 kuyulu plakalara ekildi ve CCK-8 analizi ile belirlenen 3 ve 4 nM
Azenosertib (Zn-C3) uygulanarak 72 ve 96 saat boyunca 37°C %5 CO: igeren
inkiibatorde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda her bir kuyucuk tripsin ile
muamele edilerek hiicreler kaldirildi. Ependorf tiiplere alinan hiicreler PBS ile 2 kez
yikandiktan sonra tiiplere 1 mL %70 etanol eklendi ve -20 °C’de minimum 3 saat
olacak sekilde fikse edildi. Fiksasyon sonrasi tiipler 1500 rpm’de 5 dakika boyunca
santifriij edildi ve elde edilen pelletler 2 defa soguk PBS ile yikandi. Sonrasinda her
bir hiicre 200 uL. Muse Cell Cycle Kit ile boyandi ve Muse Cell Analyzer (Luminex
Corporation, ABD) cihazi ile analiz gerceklestirildi.

3.2.6. Mito Tracker Boyama

MDA-MB-231 hiicrelerinde meydana gelen mitokondriyal hasarin belirlenmesi

amaciyla MitoTracker® Red CMXRos boyasi kullanildi. Bu boya mitokondriyal
membran potansiyelini (MMP) tespit edilebilmekte ve hiicredeki metabolik olarak
aktif mitokondriyi kirmiz1 floresan prob ile hassas bir sekilde etiketleyebilmektedir
(Ma et al 2021). Bu kapsamda oncelikle MDA-MB-231 hiicreleri (5x10°) 6
kuyucuklu plakalara ekildi. 24 saatlik inkiibasyon ardindan CCK-8 analizine gore
etkinligi belirlenen 3 ve 4 nM Azenosertib hiicrelere uyguland1 ve 72 ve 96 saat
boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi MitoTracker Red CMXRos
boyast kuyucuklara eklendi ve 37 C°’de 45 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda
kuyucuklardaki boya uzaklastirildi ve her kuyu 3 defa PBS ile yikandi. Daha sonra
kuyulara 1 mL %4 paraformaldehit eklendi ve orbital ¢alkalayicida 30 dakika
fiksasyona birakildi. Fiksasyon sonrasi kuyular 3 defa PBS ile yikandi. Niikleuslar
DAPI ile boyandiktan sonra EVOS hiicre goriintiilleme sistemi (Thermo Fisher
Scientific, ABD) ile goriintiilendi.
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3.2.7. ROS Analizi

Hiicrelerde meydana gelen ve strese bagli gelisen reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
Olclilmesi amaciyla Muse® Oxidative Stress kiti kullanilmistir. Bu kapsamda ROS
miktarinin belirlemek igin ilk olarak MDA-MB-231 hiicreleri her bir kuyuda 5x10°
hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plakala ekildi. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan
her bir kuyucuga CCK-8 analizine gore belirlenen 3 ve 4 nM Azenosertib uygulandi
ve 72 ve 96 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Sonrasinda Tripsin-EDTA ile
kaldirilan hiicreler tiiplere alinarak 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve olusan
supernatant uzaklagtirilarak pellet 3 defa PBS ile yikandi. Daha sonra her bir tiipe
190 pL Muse® Oxidative Stress soliisyonu eklendi ve 37 C°de 30 dakika
inkiibasyona birakildi. Son asamada hiicreler Muse Cell Analyzer (Luminex

Corporation, ABD) cihazinda analiz edildi.

3.2.8. Western Blot

Azenosertib uygulanan hiicrelerdeki Weel, p-yH2AX, p-Rb proteinleri ve kontrol
olarak aktin beta ekspresyon diizeyleri Western Blot analizi ile belirlendi. ilk olarak
konfluens duruma gelen hiicreler 1x10° olacak sekilde platelere ekildikten sonra
CCK-8 analizine gore belirlenen 3 ve 4 nM etkin Azenosertib ile 72 saat boyunca
37°C ve %5 COz igeren inkiibatorde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi RIPA lizis
buffer ile hiicrelerden total protein izolasyonu yapildi ve protein miktarlart Qubit 4.0
Flurometer (Invitrogen, ABD) cihazinda 6lciildii. Izole edilen proteinlerden 30 g
alimarak Sample Reducing Agent (10X) ve Sample Buffer (4X) karigimi ile toplamda
40 pL olan ornekler ilk olarak 90 C°’de 5 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasi ornekler Mini Blot Module (Thermo Fisher Scientific, ABD) sisteminde 200
V 22 dakika boyunca yiiriitiildii. Ayristirilan proteinler Thermo Fisher Scientific
iBlot 2 Dry ile nitroseliiloz membrana aktarildi. Transfer sonrasi nitrdseliiloz
membrana aktarilan proteinler iBind Flex Automated Western Systems ile uygun
dilisyon oranlarinda hazirlanan primer ve sekonder antikorlarla inkiibasyona
birakildi. Son asamada membranlar kemoluminesans goriintilleme sisteminde

(Syngene, Ingiltere) goriintiilendi.
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Tablo 2: Western blot analizinde yararlanilan antikorlar

Antikorlar Diliisyon Oranlari
Rabbit Anti Weel 0.04-0.4 ng/mL
Mouse anti-yH2AX 1:500

Mouse Anti-p-Rb 1:250
Mouse-Anti-ACTB 1:1000

3.2.9. istatiksel Analiz

Bu caligmada istatiksel analiz SPSS 22.0 kullanilarak degerlendirildi.  Coklu
karsilastirmalar i¢in One Way ANOV A Post-hoc Tukey testi kullanildi. Her deney 3
kez tekrar edilerek p< 0.05 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. AZENOSERTIB’IN HUCRELERDE ANTIi-KANSER ETKISININ
DEGERLENDIRILMESI

Azenosertibin MDA-MB-231 TNMK ve MCF-10A kontrol hiicrelerinde antikanser
etkisinin degerlendirilmesi icin CCK-8 analizi yapilmis ve elde edilen bulgular Sekil

6’da sunulmustur.

24 saat boyunca 1, 2, 3, 4, 6, 8 ve 10 nM Azenosertib uygulanan MDA-MB-231
hiicrelerinde canlilik yiizde degerleri sirasiyla %93,97 + 3,36, %86,13 + 1,25,
%91,08 + 4,63, %93,77 + 2,60, %88,52 + 5,68, %88,70 + 1,91 ve %86,92 + 1,46
iken, 48 saat inkiibasyon sonunda canlilik degerlerinin sirasiyla %88,45 + 3,82,
%90,08 + 1,99, %85,08 + 2,24, %87,76 £ 4,79, %96,47 £ 1,19, %93,94 £ 2,42 ve
%77,89 + 3,27 ’ye azaldig1 belirlenmistir (p<0,05).

Buna karsilik, 72 saat boyunca 1, 2, 3, 4, 6, 8 ve 10 nM Azenosertib uygulanan
hiicrelerde canlilik degerleri sirastyla %86,68 + 2,85, %69,50 + 3,50, %66,78 + 3,38,
%66,07 *+ 4,03, %99,51 + 2,32, %90,31 + 0,98 ve %70,70 + 1,48 (p<0,01), olarak
belirlenirken, 96 saat boyunca canlilik ylizdeleri sirastyla %81,01 + 2,47, %67,39 +
3,31, %60,44 + 2,01 (p<0,01), %60,07 + 1,51 (p<0,01), %72,27 + 3,89, %69,64 +
1,96 (p<0,01) ve %62,22 + 3,87 istatistiksel olarak anlamli azaldig1 analiz edilmistir
(p<0.05).

Ek olarak Azenosertib’in MCF-10A hiicrelerinde 24 saat siiresince 1, 2, 3, 4, 6, 8 ve
10 nM dozlarinda canlilik yiizdeleri sirasiyla %94,80 + 1,26, %93,77 + 0,43
(p<0,01), %102,08 + 0,41, %90,96 + 0,13 (p<0,01), %85,41+ 2,72, %82,08 + 0,31
(p<0,01) ve %79,84 + 0,16 (p<0,01) iken, 48 saat siiresince uygulandiginda sirasiyla
%93,14 + 0,64, %102,44 + 1,60, %92,58 + 1,49, %84,27 + 2,50, %67,17 + 0,71
(p<0,01), %60,31 + 1,56 (p<0,01) ve %60,82 + 2,91 (p<0,01) oldugu tespit
edilmistir. Buna karsilik 72 saat siiresince ayni dozlarda inkiibasyon sonrasinda

canlilik yiizdelerinin sirasiyla %81,42 + 0,34 (p<0,01), %58,79 + 0,33 (p<0,01),
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%60,14 + 1,35 (p<0,01), %52,41 + 2,18 (p<0,01), %50,48 + 0,87 (p<0,01), %50,17 +
2,76 (p<0,01) ve %44,40 + 0,20 (p<0,01)’ye istatiksel olarak anlamli diizeyde
azaldig1 belirlenmistir (Sekil 6).

Elde edilen bulgulara gére, MDA-MB-231 hiicrelerinde Azenosertibin etkin dozlar
72 ve 96 saat siiresi i¢in 3 ve 4 nM olarak belirlenmistir.

MDA-MB-231
T mm 24 saat
mm 48 saat
& 100 X e mm 72 saat
E i N ** I N mm 96 saat
§ so-
0-

Kontrol 1 2 3 4 6 8 10

Konsantrasyon (nM)

MCF-10A
LS mm 24 saat
mmm 48 saat
§ 100- . » . mm 72 saat
x o % L * %k
E 2 sk . “ *k .
(&] 50— 1 ok
0_

Kontrol 1 2 3 4 6 8 10

Konsantrasyon (nM)

Sekil 6: Azenosertib’in MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde anti-kanser
etkisinin CCK-8 analizi ile degerlendirilmesi (p<0,05*, p<0,01*%*).
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4.2. AZENOSERTIB’IN APOPTOTIK ETKIiSININ DEGERLENDIRILMESI

MDA-MB-231 hiicrelerinde CCK-8 analizine gore etkin oldugu belirlenen 3 ve 4 nM
dozlar ve 72 ve 96 saat uygulama siirelerinde Azenosertib’in hiicreler iizerindeki
apoptotik etkisinin belirlenmesi amaciyla Annexin V analizi gerceklestirildi ve
sonuglar Sekil 7’de sunulmustur. Annexin V analizi verilerine goére kontrol
hiicrelerine kiyasla Azenosertib’in MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptotik hiicre

miktarinda istatiksel olarak anlamli bir artig gosterdigi belirlenmistir (p<0.01).

72 saat boyunca 3 ve 4 nM Azenosertib uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde
kontol grubuna kiyasla (%2,62 + 0,15) erken apoptotik hiicre oranmnin sirasiyla
%6,83 £+ 0,70 ve %5,75 £ 0,22 iken ge¢ apoptotik hiicre oraninin kontrol grubuna
(%1,14 £ 0,12) kiyasla sirastyla %22,25 + 0,95 ve %20,61 + 0,81°¢ arttig1 analiz
edilmistir (Sekil 7, p<0.01).

96 saat uygulama siiresince 3 ve 4 nM Azenosertib uygulanan MDA-MB-231
hiicrelerindeki erken apoptotik hiicre miktarinin kontrol hiicrelerine (%6,74 + 0,17)
kiyasla sirasiyla %24,41 + 0,61 ve %18,48 + 1,49 iken, ge¢ apoptotik hiicre
miktarinin kontrol grubuna (%1,33 + 0,09) kiyasla sirastyla %4,70 + 0,42 ve %5,12

+ 0,11 olarak anlamli diizeyde arttig1 gézlenmistir (Sekil 7, p<0.01).

Sonu¢ olarak elde edilen verilere gore Azenosertib uygulanan MDA-MB-231
hiicrelerinde erken ve ge¢ apoptotik hiicrelerin doza bagli arttigi ve 72 saatlik
uygulama siiresinde erken apoptoz yiizdesinde artis belirlenmesine ragmen, 96 saat

inkiibasyon sonunda ge¢ apoptotik dliimde artis tespit edilmistir.
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Sekil 7: (A) Azenosertib uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptotik etkinin

degerlendirilmesinde Annexin V analizi histogramlar1 (a) 72 saat (b) 96 saat

inkiibasyon (B) Azenosertib’in neden oldugu apoptotik 6liimiin istatistiksel olarak

degerlendirilmesi (a) 72 saat ve (b) 96 saat inkiibasyon (p<0.05*, p<0.01**).
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4.3. AZENOSERTIB’iN HUCRE SIKLUSUNA ETKIiSIiNiN
DEGERLENDIRILMESI

Azenosertib’in  MDA-MB-231 hiicrelerinde, hiicre siklusu tizerindeki etkisinin

belirlenmesi amaciyla hiicre siklusu analizi yapilmistir.

72 saat boyunca 3 ve 4 nM Azenosertib uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde
kontrol grubuna kiyasla (GO/G1: %56,73 + 0,31; S: %3,43 + 0,21; G2/M: %39,23 +
0,31) GO/G1 fazinda sirasiyla hiicre miktarmin %50,83 + 0,40 ve %56,50 + 1,05’¢
istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde arttig1 gézlenmistir (p<0,05). Buna karsilik S
fazinda sirasiyla %5,17 £+ 0,15 ve %4,80 + 0,10’ a ve G2/M fazinda sirasiyla %47,87
+ 0,55 ve %38,83 £ 0,38’ e azaldig1 belirlenmistir (Sekil 8, p<0,01).

96 saat uygulama siiresince 3 ve 4 nM Azenosertib uygulanan TNMK hiicrelerinde
kontrol hiicreleri (GO/G1: %64,70 + 0,36; S: %4,53 + 0,12; G2/M: %31,07 + 0,31)
ile karsilastirildiginda GO/G1 fazinda hiicre sayisi sirastyla %64,67 + 0,42 ve %78,57
+ 0,40 (p<0,05) anlamli bir sekilde arttig1 gozlemlenmesine karsilik, S fazinda hiicre
miktarinin sirastyla %3,53 + 0,15 ve %2,40 + 0,10 ve G2/M fazinda sirastyla %31,67
+ 0,47 ve %18,83 + 0,21’ e azaldig: tespit edilmistir (Sekil 8, p<0,01).

Elde edilen verilere gore Azenosertib’in 72 saat inkiibasyon siiresi sonunda hiicre
siklusunda belirgin bir etkisi tespit edilmemesine ragmen, 96 saat inkiibasyon

sonunda hiicrelerde GO/G1 fazinda tutulmaya neden oldugu belirlenmistir.
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Sekil 8: (A) Azenosertib’in MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre dongiisiine etkisine ait
histogramlar (a) 72 ve (b) 96 saat inkiibasyon (B) Azenosertib’in G0/G1, S ve G2/M

fazlarinda hiicre miktariin istatistiksel karsilastirilmas: (a) 72 ve (b) 96 saat
inkiibasyon (p<0.05*, p<0.01*%*).
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4.4. AZENOSERTIB’IN TNMK HUCRELERINDE APOPTOTIK ETKIiSININ
GOZLEMLENMESI

Azenosertib’in TNMK hiicrelerinde neden oldugu degisimlerin gézlenmesi amaciyla

AO/PI boyamasi gergeklestirilmis ve elde edilen goriintiiler Sekil 9°da sunulmustur.

3 ve 4 nM dozlarinda Azenosertib uygulanan TNMK hiicrelerinin kontrol grubuna
gdre mekiksi yapidaki normal morfolojilerini kaybettikleri gdzlenmistir. Ozellikle 72
saat inkiibasyon sonunda DNA fragmentasyonuna ve erken apoptoza neden oldugu
gbzlenmistir. 96 saat inkiibasyon sonunda ise Azenosertib’in TNMK hiicrelerinde
kontrol grubuna gore daha biiyiik morfolojide vakuoler olusumlara neden oldugu

goriintiilenmistir.

Kontrol 3nM 4 nM

Sekil 9: Azenosertib uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde meydana gelen

degisimlerin goriintiilenmesi (a) 72 ve (96) saat inkiibasyon.
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4.5. AZENOSERTIB’IN ROS SEVIYESINDE ETKIiSINiN
DEGERLENDIRILMESI

Azenosertib’in - MDA-MB-231 hiicrelerinde ROS miktarinda neden oldugu

degisimler ROS analizi degerlendirilmis ve sonuglar Sekil 10°da sunulmustur.

72 saat inkiibasyon siiresinde 3 ve 4 nM Azenosertib uygulanan TNMK hiicrelerinde
ROS seviyesi kontrol hiicrelerine [ROS(+): %3,95 £ 0,07] kiyasla sirastyla %20,08 £
0,45 ve %19,63 + 0,78’ e istatiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi, buna karsilik
ROS(-) miktarmin kontrol grubuna (%96,67 £ 0,47) gore sirastyla %80,55 + 0,40 ve
%81,50 £ 0,50’ye azaldigi belirlenmistir (Sekil 10, p<0,01).

96 saat boyunca 3 ve 4 nM Azenosertib uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde ROS
seviyesi kontrol grubuna [ROS(+): %6,85 + 0,24] gore sirastyla %17,83 + 0,67 ve
%13,19 £ 0,45’ e yiikseldigi, bunun yan1 sira ROS(-) seviyesinin kontrol hiicrelerine
(%93,70 £ 0,36) kiyasla sirasiyla %82,72 + 0,24 ve % 87,43 + 0,51°¢ azaldig: tespit
edilmistir (Sekil 10, p<0,01).

Sonug olarak Azenosertib’in 6zellikle 72 saat inkiibasyon sonunda MDA-MB-231

hiicrelerinde ROS seviyesini arttirdig: belirlenmigtir.
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Sekil 10: (A) Azenosertib’in  MDA-MB-231 hiicrelerinde ROS miktarinin

degerlendirilmesi (a) 72 ve (b) 96 saat inkiibasyon (B) Azenosertib’in ROS
miktarindaki neden oldugu degisimlerin istatistiksel analizi (a) 72 ve (b) 96 saat
inkiibasyon (p<0.05*, p<0.01*%*).
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4.6. AZENOSERTIB’IN MiTOKONDRI MORFOLOJISINE ETKISININ
DEGERLENDIRILMESI

Azenosertib’in TNMK hiicrelerinde neden oldugu mitokondriyal hasar MitoTracker

Red boyasi ile goriintiilenmistir (Sekil 11).

72 ve 96 saat siirelerinde 3 ve 4nM Azenosertib uygulanan MDA-MB-231
hiicrelerinde 6zellikle 72 saatte artan floresans yogunluguna bagli olarak
mitokondriyal hasar tespit edilmistir. Hiicrelerde mitokondri morfolojilerinde
degisimler, fragmente niikleuslar ve oOzellikle ¢ok sayida sismis mitokondriler

gozlenmistir.

Kontrol 3nM

Sekil 11: Azenosertib uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde meydana gelen
mitokondri morfolojisindeki degisimlerin goriintiilenmesi (a) 72 ve (96) saat

inkiibasyon.
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4.7. AZENOSERTIB’IN ETKIiSiNiN PROTEIN DUZEYINDE
DEGERLENDIRILMESI

Azenosertib’in MDA-MB-231 hiicrelerinde Weel, p-yH2AX, p-Rb proteinlerinde
neden oldugu degisimlerinin incelenmesi amaciyla Western Blot analizi

gerceklestirilmis ve elde edilen bulgular Sekil 12°de sunulmustur.

Kontrol grubuna kiyasla MDA-MB-231 TNMK hiicrelerinde Azenosertib’in artan
konsantrasyonuna bagli olarak Weel ekspresyon diizeylerinin arttig1 belirlenmesine
ragmen, DNA c¢ift sarmalinda meydana gelen kirilmalardan dolay1 6zellikle 3 nM
Azenosertib uygulandiginda p-yH2AX ekspresyon diizeyinde belirgin artig tespit
edilmistir. Azenosertib uygulanan hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla hiicre
dongiisiinde GO/G1 fazlart gegisinde rol oynayan p-Rb’nin ekspresyon diizeyinin de

azaldig1 gézlenmistir.

Sonug olarak Azenosertib’in TNMK hiicrelerinde Weel kinaz inhibisyonuna bagl
olarak hiicre siklusunda ve DNA hasar yanitinda meydana gelen degisimler protein

diizeyinde belirlenmistir.

Kontrol 3nM 4 nM

Kontrol 3 nM 4 nM

PR

p'Rb ~

ACTB
[Fre——

Weel

ACTB

Sekil 12: 72 saat boyunca Azenosertib uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde DNA
hasar yanitinda ve hiicre dongiisiinde rol alan proteinlerin ekspresyon diizeylerindeki

degisimler.
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5. TARTISMA VE SONUC

Mevcut tez calismasinda ilk kez Azenosertib’in MDA-MB-231 TNMK hiicrelerinde
antikanser etkisi arastirilmistir. Elde edilen bulgular, Azenosertib’in artan doz ve
inkiibasyon siiresine bagli olarak TNMK hiicrelerinde apoptoza, mitokondriyel
hasara ve ROS seviyesindeki artisa sebep oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda,
Azenosertib, TNMK hiicrelerinde inkiibasyon siiresine bagli olarak G0/G1 fazinda
tutulmaya neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica, Azenosertib uygulanan hiicrelerde
artan Weel protein diizeyinin belirlenmesi ile birlikte, p-Rb ekspresyonunda azalma
ve p-yH2AX seviyesindeki artis analiz edilmistir. Sonu¢ olarak, Azenosertib’in
TNMK hiicrelerinde Weel aktivitesini inhibe ederek hiicre siklusunda molekiiler

diizeyde etkisi ilk kez ortaya konmustur.

Weel inhibitorlerinden AZD-1775’in literatiire kazandirilmis birgok ¢alismasi
bulunmaktadir. Kreahlin ve ark. (2012) yaptig1 ¢alismada farkli sarkom hiicre
tiplerini (MG63, U20S, SW872, A673, SKUT, MNNG, HT1080 ve SKES) 72 saat
boyunca 1Csg degeri 100-550 nmol/L araliginda AZD-1775’e uygulandiginda p53
mutasyon durumundan bagimsiz olarak apoptozun indiiklendigi sonucuna varilmistir
(Kreahlin et al 2012). Mevcut tez ¢alismasinda, Azenosertib’in etkin dozunun 3 ve 4
nM oldugu ve 4 nM uygulamasindan sonra hiicrelerde antikanser etkisinin azaldigi
belirlenmistir. Bu kapsamda, ileri deneylere antikanser etkinin en yiiksek belirlendigi
3 ve 4 nM olan dozlar ile devam edilmistir. Bi ve ark. (2019) 6zofagus skuamoz
hiicreli karsinomu (ESCC) hiicre hatlarinda (EC109, Het-1A ve KYSE150) yaptig1
calismada, 72 saat boyunca AZD1775 uygulanan EC109, KYSE150 ve Het-1A
hiicrelerde canlilik yiizdeleri sirasiyla 0,58 + 0,02 uM, 0,55 + 0,01 uM ve 4,51 £ 0,17
uM olarak bildirilmistir. Aynm1 ¢alismada, 48 saat boyunca AZD1775 (2.0 uM)
uygulanan hiicrelerde kaspaz-3 ve kirilmis PARP ekspresyonunun arttarak ytiksek
oranda apoptotik 6liime neden oldugu ve mitokondriyal hasarin doza baglh arttigi
bildirilmistir (Bi et al 2019). Murakami ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada iirotelyal
kanser (UC) hiicre hatlarinda (UMUCS3, T24, RT4, J82, TCCSUP, 253J) tek basina
Weel inhibitérii AZD1775 (MK1775) ve sisplatin (CDDP) kombin etkisi
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incelenmistir. AZD1775 monoterapi uygulamasi sonucunda TP53 durumundan
bagimsiz olarak UC hiicrelerinin proliferasyonunda azalma goriiliirken, CDDP
sinerjistik etkisinin sadece TP53 mutant UC hiicrelerinde oldugu gosterilmistir.
Kaspaz bagimli apoptoz analizinde Kirilmis PARP’mn kombin halinde CDDP ve
MK1775 verilen TP54 mutant UC hiicrelerinde artarken, mutant olmayan TP53
hiicrelerinde artmadigi gosterilmistir. Bu bulgularla uyumlu olarak yaptiklar
Annexin V analizinde ise CDDP ve MK 1775 kombin verilen TCCSUP hiicrelerinde
apoptotik hiicre sayisinin 3 kat arttigim1 ve RT4 hiicrelerinde ise hi¢bir degisiklik
olmadig1 gosterilmistir (Murakami et al 2021). Kim ve ark. (2016) ¢alismasinda,
mide kanseri hiicre hatlarinda (SNU-668, SNU-216, SNU-719, SNU-638, SNU-601,
KATO Ill, MKN28, YCC-2 ve AGS) 48 saat boyunca AZD1775 uygulamasinin
SNU-601, SNU-216, AGS, SNU-638, SNU-719, YCC-2 ve MKN28 hiicrelerinde
doza bagl olarak hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu belirlenmesine ragmen,
SNU-668 ve KATO III hiicrelerinde Weel inhibitoriine karsi direng oldugu analiz
edilmistir. Elde edilen bulgularin Weel ekspresyonu ile iliskili oldugu belirlenmekle
birlikte, Weel ifadesi yiiksek hiicrelerde digerlerine kiyasla duyarliligin daha fazla
oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica 0,5 uM AZD1775 ile tedavi edilen YCC-2 ve
AGS hiicrelerinde G1/S fazinda hiicre siklusunda tutulma belirlenmesine ragmen, 1
uM AZD1775 uygulanan p53 mutant SNU-601 ve MKN28 hiicrelerinde G2/M
kontrol noktasmin hiicre siklusunun durdugu bildirilmistir. Ilging bir sekilde,
Annexin V analizi sonuglarina gore ilaca maruz birakilan kanser hiicrelerinde 24 saat
inkiibasyon sonunda erken apoptoz goézlemlenirken, 72 saatlik tedavi sonrasinda
hiicrelerde ge¢ apoptoz oldugu belirlenmistir (Kim et al 2016). Mevcut tez
caligmasinda, Azenosertib uygulanan TNMK hiicrelerinde inkiibasyon siiresine gore
72 saat inkiibasyon sonunda hiicrelerde erken apoptoz goézlemlenirken, 96 saat
inkiibasyon sonunda ise ge¢ apoptoz tespit edilmistir. Ayrica, 72 saat inkiibasyon
siiresinde kismen G2/M hiicre siklusunda artig belirlenmesine ragmen, 96 saat
inkiibasyon sonunda hiicre siklusunun GO/G1 fazinda hiicre tutulmasina neden
oldugu tespit edilmistir. Bu kapsamda MDA-MB-231 hiicrelerinin TP53 mutant
olmasindan dolay1 hiicrelerde Weel aktivitesinin inhibe edilmesinin G2/M kontrol
noktasimin aktivitesini ortadan kaldirarak hiicrelerde mitotik katastrofa ve GO/G1

fazinda hiicre tutulmasina neden oldugu sonucuna varilmistir. Ancak, farkli genomik
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Ozelliklere sahip TNMK hiicre hatlarinda Azenosertib’in etkinliginin arastirilmasina

yonelik ileri calismalarin gergeklestirilmesi gerekmektedir.

Lescarbeau ve ark. (2016) ¢alismasinda 48 saat boyunca MK1775 (1 umol/L)
uygulamasinin ¢esitli glioblastoma hasta kaynakli ksenograft (PDX) modellerinde ve
ti¢ farkli hattinda (GBM38, GBM6 ve GBM36) antikanser etkinligini belirlemistir
(Lescarbeau et al 2016). Guertin ve ark.’nin (2013) ti¢ farkli hiicre hattinda (LoVo,
HT-29 ve A2058) ile gergeklestirdigi c¢alismada, AZD1775 uygulamasininda
hiicrelerde YH2AX miktarinda artisa (A2058'de %28, HT-29'da %77, LoVo'da %53)
neden oldugu tespit edilmistir (Guertin et al 2013). Yang ve ark. (2020) 6zafagus
kanseri hiicre hatlarmi (FLO1 ve OE33) kullandiklar1 ¢alismada MK1775(100
nmol/L) ile tedavi edilen hiicrelerde monoterapi sonuglarmin yYH2AX ekspresyonunu
arttirdigini, bununla beraber radyasyon tedavisi ile kombin ¢alismasinda, MK 1775
inhibisyonunun G2/M kontrol noktasinda hiicre siklusunun tutulmasini atlatarak
radyasyon aracili DNA hasarmi arttirdigi bildirilmistir (Yang et al 2020). Yang ve
ark.’nin yaptig1 calismada OE33, SK4, FLO1, KYSE30 6zofagus kanseri (ESCA)
hiicre hatlar1 kullanilarak radyasyon terapisi ve Weel inhibisyonu kombin etkisi
calisilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda AZD1775 tarafindan Weel inhibisyonunun,
CDK1 aktivitesini ve replikasyon stresini arttirarak radyasyona bagli G2/M hiicre
dongiisii kontrol noktasi durmasinmi tersine ¢evirdigi sonucuna varilmistir. Bu
bulgular, Weel'in gii¢lii inhibisyonunun radyasyon kaynaklt DNA hasarina ragmen
hiicre boliinmesini destekledigini ve in vivo deneylerde AZD1775'e kars1 belirgin
radyoduyarlilig1 arttirdigr gosterilmistir. Hirai ve ark.’nin yaptigi ¢aligmada kolon
kanseri hiicre hatlar1 (Ls411N, sW948, COLO205, WiDr) kullanilarak Weel
inhibitéric MK 1775 ve 5-FU kombin etkisi aragtirllmigtir. Caligmada p53 eksikligi
olan kanser hiicrelerinde MK1775’in 5-FU’nun sitotoksik etkisini arttirdigi ve
apoptoza neden oldugu gosterilmistir. Ayrica, 5-FU’nun antitiimor etkinliginin MK-
1775 tarafindan arttiritlmasinin Weel inhibisyonu tarafindan saglandigin1 dogrulamak
icin, mitotik girisi temsil eden YI15'te CDC2 ve S28'de Histon H3'lin
fosforilasyonlarinin western blot analizi ve immiinohistokimya ile degerlendirilmesi
sonucunda MK1775’in CDC2 fosforilasyonunu inhibe ederken doza bagli olarak
Histon H3 fosforilasyonunu indiikledigi gosterilmistir (Hirai et al 2010). Jin ve
ark.’nin yaptig1 c¢alismada, MDA-231, Hs578t, MDA-157, BT549, HCC1937,
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HCC70, MDA-468, MCF7 ve MCF10A hiicre hatlarinda AZD1775’1in tek ve kombin
etkileri arastirilmistir. ICso degerlerinin ¢ogunlugu 1 uM'nin altinda oldugundan
TNMK hiicre hatlariin AZD1775’e oldukca duyarli oldugu gosterilmistir. Ayrica,
AZD1775’in, YH2AX, pATM, pATR, pCHK1 ve pCHK2 protein ekspresyonlarinin
zaman ve doza bagl olarak arttig1 ve buna ek olarak pHH3 seviyesinin 1 saat gibi
kisa bir slirede dnemli miktarda arttig1 gosterilmistir. Bu durum mitotik hiicrelerinin
oraninin arttigin1 géstermektedir. Weel inhibisyonunun DNA hasarini ciddi anlamda
indiiklemesi ve DNA hasar yanitin1 aktive etmesi kanitlarina dayanarak AZD1775’in
kombin ¢aligmalar1 arastirildiginda, MDA-231 ve HsT578T hiicrelerinde
monoterapiye kiyasla kombin tedavinin apoptozu daha fazla indiikledigi sonucuna
varilmistir. Bu verilere ek olarak AZD1775 ve AZD6738 kombin uygulamasinin,
BRCA mutasyon durumundan bagimsiz olarak TNMK hiicre hatlarini sisplatin ve
veliparib’e duyarli hale getirdigi ve BRCAL eksikligi olan TNMK hiicrelerinde daha
etkin oldugu sonucuna varilmistir (Jin et al 2018). Ha ve ark.’nin yaptig1 ¢calismada
Weel inhibitori AZD1775’in, alti farklhh TNMK (MDA-MB-157, MDA-MB-231,
MDA-MB-468, HCC 1143, BT-549 ve Hs578T) hiicre hattinda etkisi arastirilmais,
ICs0 degerleri 0,38 ile 0,81 umol/L araliginda olup <0.5 pmol/L olan MDA-MB-231
ve BT-549 hiicre hatlar1 duyarli iken, IC50 degeri >0.5 olan MDA-MB-468 hiicre
hatlar1 orta derecede duyarli olarak belirtilmistir. Bilinen literatiir ile uyumlu bir
sekilde CDK1 ve CDK2’nin azalmig fosforilasyon seviyeleri ile AZD1775’in hedef
kinazlarin aktivitesini etkin bir sekilde downregiile ettigi gosterilmistir. Bu c¢alisma
aynt zamanda alti farkli TNMK hiicre hattinda AZD1775 duyarliligi ile TP53
mutasyon durumu arasinda higbir iliski olmadigi, bu hiicre hatlarinda AZD1775’in
anti-proliferatif etkisinin p53 mutasyonundan bagimsiz oldugu gosterilmistir. Ayrica
AZD1775’in duyarh hiicrelerde ¢ok cekirdekli mitotik hiicre sayisinda artisa neden
oldugu ve bu nedenle Weel inhibitorii AZD1775’in mitotik etkilerinin yani sira
replikasyon baslangicini da etkiledigi sonucuna varilmistir. (Ha et al 2020). O’Dowd
ve ark. (2019), cesitli hiicre hatlarinda Debio-0123 ile gerceklestirilen g¢alisma
sonucu YH2AX ve histon H3 miktarinda konsantrasyon ve zamana bagl olarak artis
tespit edilmistir (O’Dowd et al 2019). Piggot ve ark. (2022) ¢alismasinda, Debio-
0123 ile etoposid ve karboplatin kombinasyonunun SCLC hiicrelerinde apoptoz

miktarinda 6nemli bir artisa neden oldugu bildirilmistir (Piggot et al 2022). Mevcut
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tez calismasinda ilgili literatiir ile uyumlu olarak 3 ve 4 nM Azenosertib uygulanan
TNMK hiicrelerinde 72 saat inkiibasyon siiresi sonunda p-yH2AX protein diizeyinin
artmasi ile birlikte, Azenosertib’in artan dozuna bagl olarak Weel protein diizeyinin
arttig1 analiz edilmistir. Elde edilen bulgularda, Azenosertib’in Weel aktivitesini
inhibe ederek hiicre siklusunda mitotik felakete ve GO/G1 fazinda hiicre tutulmasina
neden oldugu belirlenmistir. Ancak MDA-MB-231 TNMK hiicrelerinde 6zellikle 96
saat inkiibasyon siiresinde hiicre siklusunda etkisi belirlenen Azenosertib’in TP53
mutant ve mutant olmayan farkli TNMK hiicrelerinin yani sira farkli alt tipte meme
kanseri hiicrelerinde etkinliginin belirlenmesi ve mitotik felaketle ve DNA hasar
yanitinda molekiiler diizeyde terapotik etkinliginin arastirilmasina yonelik ileri

calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Sonug olarak, TNMK hiicrelerinde Azenosertib’in 72 ve 96 saat inkiibasyon siiresi
sonrast canlilik ylizdelerinde anlamli bir azalisa sebep oldugu belirlenmistir. Ayrica,
72 saat inkiibasyon sonunda Azenosertib’in TNMK hiicrelerinde erken apoptoz
neden oldugu belirlenmesine ragmen, 96 saat inkiibasyon sonunda ge¢ apoptozu
indiikledigi tespit edilmistir. Ayrica, hiicre siklusunda etkisinin inkiibasyon siiresine
gore degistigi analiz edilmistir. Bu kapsamda farkli TNMK hiicreleri basta olmak
lizere Azenosertib’in hiicre siklusunda etkisinin aydinlatilmasina yonelik ileri
caligmalarin  gerceklestirilmesi gerekmektedir. Ayrica, Azenosertib’in TNMK
hiicrelerinde neden oldugu intraseliiler ROS miktarinda artis ve mitokondriyel
hasardan dolayr farkli oliim tiplerinde etkisine yonelik ileri c¢aligmalar
gergeklestirilebilir. Son olarak Azenosertib uygulamasinin TNMK hiicrelerinde
Weel aktivitesinde inhibisyonu ilk kez protein diizeyinde tez kapsaminda
degerlendirilmis olup, G0/G1 fazlan gegisinde rol oynayan p-Rb’nin azalmasina ve
DNA’da cift zincir kiriklarinin biyobelirteci olarak p-yH2AX protein diizeyinde
artisa neden oldugu belirlenmistir.Henliz molekiiler mekanizmast tam olarak
bilinmeyen ve mevcut tez ¢alismasi ile TNMK hiicrelerindeki antikanser etkisi ilk
kez arastirilan Azenosertib’in hiicre siklusunda GO/G1 ve G2/M fazinda etkinliginin
molekiiler diizeyde aydinlatilmasina yonelik ileri ¢alismalarin gerceklestirilmesi
gerekmektedir. Ayrica, farkli kemoterapi ajanlar1 ve radyterapi ile kombin etkisinin
belirlenmesine yonelik calismalar da gerceklestirilebilir. Ozetle, mevcut tez

calismasinda TNMK hiicrelerinde Azenosertib’in antikanser etkinligine dair ilk
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veriler literatiire kazandirilmis olup yenilikgi tedavilere yonelik bakis agisi

kazandirilmasina katki saglar niteliktedir.
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