T.C.
MANISA CELAL BAYAR UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

YUKSEK LiSANS TEZi
BiYOLOJi ANABILIM DALI
MOLEKULER BiYOLOJI BiLiM DALI

TAMOKSIFEN - DEBIO 1143 KOMBINASYONUNUN OSTROJEN
RESEPTOR POZITiF MEME KANSER HUCRE
KULTURLERINDEKI SITOTOKSIK VE APOPTOTIK
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Merve ISSEVEN

} } Danmisman 5
Dr. Ogr. Uyesi Berrin TUGRUL

/

MANISA-2018



TEZ ONAYI

Merve ISSEVEN tarafindan hazirlanan " Tamoksifen - DEBIO 1143
Kombinasyonunun (")strojen Reseptor Pozitif Meme Kanser Hiicre Kiiltiirlerindeki
Sitotoksik ve Apoptotik Etkilerinin Arastinlmas1 "adli tez galismasi 19/07/2018
tarihinde asagidaki jiiri iiyeleri 6niinde Manisa Celal Bayar Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalrnda YUKSEK LISANS TEZi olarak basar1 ile
savunulmustur.

Danisman Dr. Ogr. Uyesi Berrin TUGRUL
Manisa Celal Bayar Universitesi

Jiiri Uyesi Prof. Dr. Erdal BALCAN & UL-‘(f patinecl
Manisa Celal Bayar Universitesi

Jiiri Uyesi Prof. Dr. Remziye DEVECI BT
Ege Universitesi



TAAHHUTNAME

Bu tezin Manisa Celal Bayar Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’nde,
akademik ve etik kurallara uygun olarak yazildigini ve kullanilan tiim literatiir bilgilerinin
referans gosterilerek tezde yer aldigini beyan ederim.

Merve ISSEVEN



ICINDEKILER

ICINDEKILER .....ocviiiectcieeiee ettt st n sttt en st e |
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT .....covviiiiniiiinneseeesenne I
SEKILLER DIZINI.....cooiiiiieiiiceccee ettt VI
TABLO DIZINT ...ttt \l
TESEKKUR ...ttt sttt eae bt VIl
OZET ..ottt ettt sttt IX
ABSTRACT <ttt bbbt bt bbbt bbb e X
L GIRIS oottt ettt et 1
2. GENEL BILGILER .....covttiiiiiiiiiiieieisssiseies st 3
2.1, IMIBIME KANSEIT ...ttt 3
2.1.1. Meme KanSeri TIPIEI ........coiiiiiiiieieiec e 3
2.1.2. Meme Kanserinde Tedavi Yaklagimlart .........cccccoovoeiiiiiiniieinin i 4
2.1.2.1, TAMOKSITEN. ...t 5

2.1.3. Meme Kanseri Arastirmalarinda Kullanilan Hiicre Hatlari............................. 6
2.1.3.1. MCF-7 HUCTE Hattl ..c.veeiiieiiiiiiece e e 8
2.1.3.2. BT-474 HUCTE Hattl ....ooiviiiiiiiiiic s 8

2.2. Hiicre Olim MeKanizmalar............c.ccovoveueueviriecceeieeseeeeeeee e enessese e 9
2.2. 1. APOPLOZIS ...ttt bbbt 9
2.2.2. NEKIOPLOZIS ...ttt bbbt 13
2.2.3. OFOTAJT 1.ttt 15

2.3. Apoptozis Inhibitor Proteinleri (IAP’1Er) .......ccccvvivieiuereieiiiereeeeeeee e 17
2.4. Ikinci Mitokondri Kokenli Kaspaz Aktivatorleri (SMAC’1ar).......cccccovevveevnnnae. 20
2.5. SMAC MIMELIKIETT.....cviiiiiiiiicici e 20
2.5.1. SMAC Mimetiklerinin Etki MeKanizmast..........cc.ccooveerieiiienieiiie e 21
2.5.2. SMAC Mimetigi Olarak DEBIO 1143 .......cccccooieiviireiceeicceeie e 22

3. MATERYAL ve YONTEMLER .......cccceoseueieieieteieteieeteiete ettt ettt 24
B MALEIYAL ... 24
3.1.1. Kullanilan MalzZemeler ...........cccoiuiiiiiiiiiiiiiiiee e 24
3.1.2. Kullanilan ALSLIET .........eviiiiiiiiiiiiiie e 24

K 4411115 11 B TP U R P R PTRRUPPUPR 25



3.2.1. Hiicre Hatlarmin Kiiltiire Edilme ISIemi.........cccovoieviiiiiiice e 25

3.2.2. Ilaglarm Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmas ...........ccceeeeeeeeeeeeseeereeeennn, 26
3.2.3. MCF-7 ve BT-474 Hiicrelerinin Saylmi..........cccooveviiiiiieiiniinieeesee e 26
3.2.4. XTT Hiicre Canlilik TeSt ....ecuvreiiieiiieiiiiiiie et 27
3.2.5. Hiice Oliimiiniin Arastirilmasinda Kullanilan Yontemler .........c.cccccceveveeeee. 27
3.2.5.1. Floresan Mikroskobu ANalizi...........ccccoiieiiiiiiiiiiiiccee 29
3.2.5.2. AKim Sitometri ANAIZI......ccoveiiiiiiiiciieie e 30
3.2.3. IStatiStIKSEl ANALIZ.....cvcvcvvieieireieiecciete ettt 32
4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA ....cooiiiiiiieiceeeee e 33
4.1. Aragtirma Bul@UIari.........cccoiviiiiiiii s 33
4.1.1. XTT Yontemi ile Elde Edilen Sitotoksisite Bulgulart ............cccoceviiiinnennene 33
4.1.1.1 Tamoksifen’in ve DEBIO 1143’{in MCF-7 ve BT-474 Hiicrelerindeki
SIOLOKSTK ETKIST ... 33
4.1.1.2. Tamoksifen ve DEBIO 1143 Kombinasyonunun MCF-7 ve BT-474
Hiicrelerindeki SitotoKsik EtKIST.......ceiiviiiiiiiiiiiie e 35
4.1.2. Birden Fazla Parametre Kullanilarak Apoptozisin Analizi ile ilgili Elde
EdIEn BUIGUIAT ..o e 36
4.1.2.1. Floresan Mikroskobi Goriintiileme Bulgulart..........ccooeveiiiiiiiiiiennnn, 37
4.1.2.1.1. Mitokondrial Membran Potansiyelinin Ol¢iimii Bulgulari ............... 37
4.1.2.1.2. Niiklear Morfolojinin Degerlendirilmesi Bulgulart .............ccceeneee. 39
4.1.2.1.3. Apoptotik Hiicrelerin Dig Membranlar1 Uzerindeki Fosfatidilserin
Boyanmast Bulgulart..........ccccooiiiiiiiii 41
4.1.2.2. Tamoksifen ve DEBIO 1143’{in MCF-7 ve BT-474 Hiicreleri Uzerindeki
Sitotoksik Etkisinin Akim Sitometrisi (Flow Sitometri) ile Goriintiilenmesi....... 42
4.1.3. Istatistiksel Analiz BUIGUIALT ...........cevvireveiieeiiicieesceeee s 44
L I 4 5 1) 1 U PRSP OUPPRTROPPPRN 46
5. SONUC ve ONERILER.........cccocoiuitiiiiiitiieteisieeeie et 51
KAYNAKLAR oottt sttt te et e seenteesae st e e steeseesseenteeneeaneenseens 52
OZGECMIS .ottt 64



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Al

ATG14
ATPF
AVPI

BAK

BAX

BIR
BMP/TGFB

BRUCE

CARD
CC
cFLIP

CHOP
clAP1
clAP2
CMA
DAI

DISC
DR4/5
EGFR/HER?2

ER
ER +

Aromatase Inhibitors (Aromataz Inhibitdrleri)

Autophagy Related 14 (Otofaji liskili 14)

Ala-Thr-Pro-Phe

Ala-Val-Pro-lle

BCL2 Antagonist/Killer (BCL2 Antagonisti/Oldiiriicii)
BCL2-Related X Protein (BCL2 iliskili X Proteini)

Baculovirus Repeat Domain (Bakuloviriis Tekrar Domaini)

Bone Morphogenetic Protein/Transforming Growth Factor Beta
(Kemik Morfogenetik Proteini/Dontistiiriici Biiytime Faktorii
Beta)

BIR Repeat Containing Ubiquitin-Conjugating Enzyme (BIR
Tekrar1 Iceren Ubikitin Konjuge Edici Enzim)

Caspase Recruitment Domain (Kaspaz Toplama Domaini)

Coiled Coil (Sarili Halka)

Cellular Flice (FADD-Like 1l-1B-Converting Enzyme)-Inhibitory
Protein (Hiicresel Flice (Fadd-Benzeri Il-1B-Cevirici Enzim)-
Inhibe Edici Protein)

C/Ebp Homolog Protein

Cellular IAP1(Hiicresel IAP1)

Cellular IAP2 (Hiicresel IAP2)

Chaperone-Mediated Autophagy (Saperon Aracili Otofaji)
DNA-Dependent Activator Of Interferon-Regulatory Factor
(Interferon Diizenleyici Faktdriin DNA Bagimli Aktivatorii)
Death Inducing Complex (Oliim Indiikleyici Kompleks)

Fas Death Receptor (Fas Oliim Reseptorii)

Epidermal Growth Factor Receptor/ Human Epidermal Growth
Factor Receptor 2 (Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptdrii/Insan
Epidermal Biiyliime Faktorii Reseptorii 2)

Estrogen Receptor (Ostrojen Reseptorii)

Estrogen Receptor Positive (Ostrojen Reseptor Pozitif)



ET
FADD

FasL
HR+
1AP
IFN
IKK
ILP2
IRE1
LRRs
MAPK

MBC
MLKL

MTS

NAIP, BIRC1

NF-xB
NIK

NOD

PISK/AKT/MTOR

PR

RING
IP1

Endocrine Therapy (Endokrin Tedavi)

Fas-Associated Protein With Death Domain (Fas Iliskili Oliim
Domaini)

Fas Ligand (ilk Apoptotik Sinyal Ligandi)

Hormon Reseptor Pozitif

Inhibitor Of Apoptosis Proteins (Apoptozis Inhibitdr Proteinleri)
Interferon (Interferon)

IxB Kinase (Ixb Kinaz)

Testis Specific IAP (Testis Spesifik 1AP)

Inositol-Requiring Enzyme-1 (inositol Toplayic1 Protein-1)
Leucine-Rich Repeat (Losince Zengin Tekrarlar)
Mitogen-Activated Protein Kinase (Mitojenle Aktive Olan Protein
Kinaz)

Metastatic Breast Cancer (Metastatik Meme Kanseri)

Mixed Lineage Kinase Domain-Like (Karmasik Lineage Kinaz
Domain Benzeri Protein)

Mitochondria-Targeting Sequence (Mitokondriyal Hedefleyici
Sinyal)

Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein (Néronal Apoptozis inhibe
Edici Protein)

Nuclear Factor-Kappa B (Niikleer Faktor-Kappa B)

Nuclear Factor-Kappa B Inducing Kinase (Niikleer Faktor-Kappa
B indiikleyici Kinaz)

Nucleotide-Binding Oligomerization Domain (Niikleotit Baglanma
ve Oligomerizasyon Domaini)

Phosphatidylinositol ~ 3-Kinase/Protein  Kinase B/Mammalian
Target Of Rapamycin (Fosfatidil Inositol 3 Kinaz/Protein Kinaz
B/Rapamisinin Memeli Hedefi)

Progesterone Receptor (Progesteron Reseptorii)

Really Interesting New Gene (Gergekten Ilging Yeni Gen)
Receptor-Interacting Protein-1 (Reseptorle Etkilesen Protein 1)

v



SERD

SERM

SMAC

TAB1
TAK1

TAM
TLR
TNFR
TNF-a
TRADD

TRAF2
TRAIL

TWEAK

UBA
uBC
VPS15
VSP34
XIAP

Estrogen Receptor Down Regulators (Ostrojen Reseptorii Down
Regiilatorleri)

Selective Estrogen Receptor Modulator (Segici Ostrojen Reseptor
Modiilatorii)

Second Mitochondria-Derived Activator Of Caspases (lkinci
Mitokondriyal Kokenli Kaspaz Aktivatorii)

Tak1 Binding Protein (Tak1 Baglanma Proteini)
Mitogen-Activated Protein Kinase 7 (Mitojenle Aktive Olan
Protein Kinaz 7)

Tamoxifen (Tamoksifen)

Toll-Like Receptor (Toll Benzeri Reseptor)

TNF Receptor (TNF Reseptor)

Tumor Necrosis Factor-Alpha (Tiimo6r Nekrozis Faktor-Alfa)
TNFR1 Associated Death Domain Protein (TNFR1 Iliskili Oliim
Domain Proteini)

TNFR Associated Factor 2 (TNFR Iliskili Faktor 2)

TNF Associated Apoptosis Inducing Ligand (TNF-iliskili
Apoptozis Indiikleyici Ligand )

Tumor Necrosis Factor-Like Weak Inducer Of Apoptosis (TNF-
Benzeri Apoptozis Zayif Indiikleyicisi)

Ubiquitin-Associated Domain (Ubikitin Iliskili Domain)

Ubiquitin Conjugation Domain (Ubikitin Baglayict Domain)
Vacuolar Protein Sorting 15 (Vakuolar Protein Tasnifi 15)
Vacuolar Protein Sorting 34 (Vakuolar Protein Tasnifi 34)

X Chromosome-Linked IAP (X Kromozomu Bagli IAP)



SEKILLER DIiZiNi

Sayfa
Sekil 2.1. Tamoksifen’in kimyasal yapiSi.........cecveriririeninieeieiene e, 5
Sekil 2.2. Meme kanseri hiicre hatlar1 ve timor alt tirleri..........cccccooccvveeiiiinnenn, 7
Sekil 2.3. Farkli oranlardaki hiicre 6liimiiniin homeostazis iizerine etkisi............ 10
Sekil 2.4. Apoptozis sirasinda gergeklesen prokaspaz aktivasyonu...................... 11
Sekil 2.5. Apoptozis sorasindaki morfolojik degisikliklerin sematik gdsterimi... 12
Sekil 2.6. Apoptotik yolaklar ve diizenlenmeleri.............ccoceveeeeceeieericcricnieneenne. 13
Sekil 2.7. Nekroptozis ve apoptozisin TNFR1 aracilt hiicre 6liim yolaklart........ 15
Sekil 2.8. Temel otofaji 1S1eMi.......cccveeiiiieiiieeiieeeeeee e 17
Sekil 2.9. insan IAP ailesinin domain yapilart.............c.cccovveveveveeveveeeeeeeeeen, 18
Sekil 2.10. IAP’lerin hiicre i¢erisindeki gOrevIeri........cccoevvvveeviieecieeeiiieeieeeen, 19
Sekil 2.11. IAP antagonisti olarak SMACIAr........c.ccccviiiiiiniiieeeee e 20
Sekil 2.12. SMAC mimetiklerinin etki mekanizmasi..............cccceeviiiieeiiiinee e, 22
Sekil 2.13. DEBIO 1143’{in Kimyasal yapISl.........ccccecevrveverrererernreriseseseseesssnnans 22
Sekil 3.1. (A) BT-474, (B) MCF-7 hiicre hatlart (10 X)......ccccovevviiieiiieieiie e, 26
Sekil 4.1. MCF-7 ve BT-474 meme kanseri hiicrelerinde doza bagli olarak canliligin
(A) Tamoksifen ve (B) DEBIO 1143 tarafindan inhibisyonu.....................cco...... 34

Sekil 4.2. (A) MCF-7 ve (B) BT-474 meme kanseri hiicrelerinde doza bagli olarak
canliligin Tamoksifen ve DEBIO 1143 kombinasyonu tarafindan inhibisyonu.
Grafikler, ti¢ farkli deneyin verileri kullanilarak olusturulmustur (***p<0.001).... 35
Sekil 4.3. TMRE boyasi ile boyanan MCF-7 hiicrelerinin floresan mikroskobundaki
goriintiileri (Biiyiitme orani: 6,3X; Olgek: 100. M).......ccovovviveveveieeeeerieereeeeseiennns 38
Sekil 4.4. TMRE boyasi ile boyanan BT-474 hiicrelerinin floresan mikroskobundaki
goriintiileri (Biiyiitme orant: 6,3X; Olgek: 100. JM)........coiveveverereeeeeeereeeeeeeeeeenenns 39
Sekil 4.5. Hoechst boyasi ile boyanan MCF-7 hiicrelerinin floresan mikroskobundaki
goriintiileri (Biiyiitme orant: 6,3X; Olgek: 100. JM)........covivevevererereeeeereeeeeeeeeeeeenns 40
Sekil 4.6. Hoechst boyasi ile boyanan BT-474 hiicrelerinin floresan mikroskobundaki
goriintiileri (Biiyiitme orant: 6,3X; Olgek: 100. JM)........coveveveverererererereeerereeeeeeeens 41
Sekil 4.7. Annexin V ve RedDot™2 ile boyanan MCF-7 hiicrelerinin akim sitometrisi
cthazindan elde edilen bulgulart............cccocvoiiiiiiii 43
Sekil 4.8. Annexin V ve RedDot™?2 ile boyanan BT-474 hiicrelerinin akim sitometrisi
cthazindan elde edilen bulgulart............cccocovoiiiiiii 44

Vi



TABLO DIiZiNi

Sayfa
Tablo 2.1. Meme kanseri hiicrelerinin siniflandiriligina goére ekspresyon durumlart.. 4
Tablo 2.2. MCF-7 ve BT-474 hiicre hatlarinin 6zelliKIeri..........ccoovvvrereniiicniinnnnnns 8
Tablo 3.1. Kullanilan kimyasallarin HSteSi.........cccoriririiiniieieieenesesesese e, 24
Tablo 3.2. Kullanilan aletlerin HSteSi......uouuririiiiiniiiiesiseseeiese e 25
Tablo 3.3. Floresan mikroskobi analizi i¢in optimal belirleme islemleri ve kullanilan Kitin
igerigindeki boyalarin 6ZellIKIETT..........ccvviiiiiiiiic i 30
Tablo 3.4. Akim sitometri igin optimal belirleme islemleri ve kullanilan kitin igerigindeki
BOYALArTN OZEIIIZH. . eeivvviiiciiie i 31
Tablo 4.1. MCF-7 ve BT-474 Hiicrelerindeki Tamoksifen’in ve DEBIO 1143’iin ICso
(4 153453 4 1<) o DTSRRI 34
Tablo 4.2. MCF-7 ve BT-474 meme kanseri hiicrelerinde Tamoksifen ile kombinlenen
DEBIO 1143’iin kombinasyon indeks analizi.............ccecovevrrrirererserersisereninsessesennnns 36
Tablo 4.3. MCF-7 hiicre hatt1 i¢in istatistiksel p degerleri.........cocoovrvriiiiencncinnnnn 45
Tablo 4.4. BT-474 hiicre hatt1 igin istatistiksel p degerleri........ccoovvrvrvriniiiiininennnn, 45

Vil



TESEKKUR

Calismamin her asamasinda bana destek olan, bilgi ve deneyimleri ile yol gosteren
danisman hocam Sayin Dr. Ogr. Uyesi Berrin TUGRUL’a ve ¢alismamdaki deneysel
asamalarda degerli goriis ve deneyimlerinden yararlandigim hocam Sayin Dog. Dr. Harika
ATMACA ya; lisans ve lisansiistii 6grenim hayatim boyunca bilgi ve tecriibesi ile manevi
desteklerini esirgemeyen hocam Saym Prof. Dr. Erdal BALCAN’a; ¢alismanin
gerceklestirilmesi igin gerekli laboratuvar olanaklarini kullanmama izin veren Manisa
Celal Bayar Universitesi Deneysel Fen Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkezi
(DEFAM)"ne; DEFAM g¢alisanlarina; bu tez ¢alismasi igin gerekli finansal destegi 2016-
133 numaral1 proje ile saglayan Manisa Celal Bayar Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi’ne (BAP); ve bugiinlere gelmemde en biiyliik emegin
sahibi sevgili aileme destek, giiven ve en Onemlisi sevgileri i¢in minnet dolu sonsuz
tesekkiir ederim.

Merve ISSEVEN
Manisa, 2018

VI



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Tamoksifen - DEBIO 1143 Kombinasyonunun Ostrojen Reseptor Pozitif Meme
Kanser Hiicre Kiiltiirlerindeki Sitotoksik ve Apoptotik Etkilerinin Arastirilmasi

Merve ISSEVEN

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Berrin TUGRUL

Diinyada kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tiirlerinden ve o6liim
sebeplerinden biri meme kanseridir. Meme kanseri tedavisinde en ¢ok tercih edilen
endokrin tedavisi, se¢ici Ostrojen reseptor modiilatoric (SERM) olan Tamoksifen
(TAM)’dir. Ostrojen reseptor pozitif (ER+) meme kanserinde TAM’nin uzun siireli
kullanim1 sonucu gelisen dirence karsi ve tedavinin etkinliginin arttirilmasi amaciyla
kombine tedaviler gelistirilmektedir. Endojen AP protein ailesinin antogonisti olarak
fonksiyon goren ¢esitli SMAC mimetikleri farkli kanser tiirlerinde tedavide yeni kanser
ajanlari olarak ilgi gekmektedir. Bu ¢calismada MCF-7 ve BT-474 ER+ meme kanser hiicre
hatlarinda 48. ve 72. saatlerde Tamoksifen’in ve DEBIO 1143’in artan
konsantrasyonlarinin ayri1 ayr1 ve birlikte kombine edilmesinin hiicreler iizerindeki
sitotoksik etkisini belirlemek i¢in XTT testi, sitotoksik etkinin hangi hiicre 6liim tipi ile
iliskili oldugunu belirlemek igin birden fazla parametre kullanilarak apoptozis testi
yapilmustir. Elde edilen bulgular ANOVA ve ardindan Dunnet’s istatistiksel analizleriyle
degerlendirilmistir. XTT testi bulgularimiza gore ICso degeri MCF-7 ve BT-474 hiicre
hattinda TAM igin sirastyla 3.8 = 0.6 uM, 18.9 + 6.7 uM’dur, DEBIO 1143 i¢in MCF-7
icin ICso degeri 15 £ 0.5 uM, BT-474 hiicre hatt1 i¢in artan dozlardan sadece 20 uM’da
etki gortilmiistiir. Kombinasyon bulgularimiza gore tiim kombinasyon dozlarinda her iki
hiicre hatt1 icin de sinerjistik etki oldugu belirlenmistir. Elde edilen kombinasyon
bulgularimiz, ANOVA ve Dunnet’s analizlerine gore her iki hiicrre hatti i¢in de
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001). Kombinasyonun sitotoksik etkisinin
her iki hiicre hattinda da apoptozis ile olmadigi, diger hiicre oliim tipleri ile iliskili
olabilecegi gosterilmistir. Sonu¢ olarak, ER+ meme kanseri hiicre hatlarinda
kombinasyon dozlarinin sitotoksik etkisinin, kemoterapoétik ilacin ve SMAC mimetiginin
kombinasyondaki dozlariin tek basina uygulanmasina gore sinerjistik etkili oldugu
belirlenmistir. Kombine uygulamanin sitotoksik etkisinin apoptozis disinda hangi hiicre
6liim tipi mekanizmasi ile olabilecegini belirlemek amaciyla ileri aragtirmalara ihtiyag
oldugu sonucuna varilmastir.

Anahtar Kelimeler: DEBIO 1143, ER + meme kanseri, SMAC mimetik, Tamoksifen.

2018, 77 sayfa.



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

Evaluation of Cytotoxic and Apoptotic Effects of Tamoxifen - DEBIO 1143
combination on Estrogen Receptor Positive Breast Cancer Cell Culture

Merve ISSEVEN

Manisa Celal Bayar University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Berrin TUGRUL

Breast cancer is one of the most common and deadly cancer type among the women in the
world. Tamoxifen (TAM), which is a selective estrogen modulator (SERM) is the most
fovoured anti-hormone therapy for breast cancer. Combination therapies are being
developed against developing resistance due to long time usage of TAM in the estrogen
receptor positive (ER+) breast cancer and to increase the efficacy of treatment. Various
SMAC mimetics which function as antagonists of the endogenous IAP protein family have
drawn great attention as new cancer agents in treatment of different types of cancer in
recent years. In this study, it is aimed to be revealed cytotoxic effect of using TAM and
DEBIO 1143 as single agents and combined agents with increasing concentrations in
MCF-7 and BT-474 ER+ breast cancer cell lines. Concentrations applied at 48th and 72th
hours. Results are achieved by using XTT cytotoxicity test. To determine cytotoxic effect
and which type of cell death to associate with, multi parameter apoptosis assay has been
performed. The obtained data were analyzed by using one-way analysis of variance test
(ANOVA) and Dunnet’s statistical test. According to XTT test results ICso value of TAM
has been detected as 3.8 £ 0.6 uM, 189 + 6.7 uM in MCF-7 and BT-474 cells,
respectively. However 1Csg value of DEBIO 1143 has been detected only in MCF-7 cells
as 15 + 0.5 uM. DEBIO 1143 agent’s low cytotoxic effect has been detected only for 20
uM in BT-474 cells. According to our combination data, it has been observed that there
is a synergistic effect to all of combination doses in both cell lines. Our combination
results obtained were found statistically significant according to ANOVA and Dunnet’s
analysis for both cell lines (p<0.001). It is showed that the cytotoxic effect of combination
was not associated with apoptosis, might be related to the other types of cell death. As a
result, cytotoxic effect of combination doses in ER+ cells, compared to single application
of TAM and DEBIO 1143 has synergistic effect. It is concluded that advanced researches
are needed to be performed to determine cytotoxic effect of combined treatment might be
associated with which type of cell death mechanism except for apoptosis.

Key Words: DEBIO 1143, ER + breast cancer, SMAC mimetic, Tamoxifen.

2018, 77 sayfa.



1. GIRIS

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda goriilen en yaygin 6liim sebeplerinden
biri olan heterojen hastalik gruplarindan birisidir. Hastalifin ortaya ¢ikmasinda rol
oynayan nedenler kontrolsiiz hiicre gelisimi ve farklilagsmasi ve normal programlanmis
hiicre 6liimiiniin kaybidir. Meme kanserinin alt tipleri arasindaki molekiiler farkliliklara
gore ¢esitli tedavi secenekleri uygulanmaktadir. Klasik tedavide uygulanan kemoterapdtik
ilaclarin yan etkileri ve uzun siireli kullanimi sonucunda ilaca karst direng

gelisebilmektedir [1].

Insanlardaki meme kanserlerinin %60°’dan fazlasi dstrojen reseptdr (ER) pozitiftir.
Secici Ostrojen reseptor modiilatorii (SERM) olan Tamoksifen (TAM), bu kanser tipinde
kullanilan en yaygm endokrin tedavidir. Ostrojen reseptdr pozitif (ER+) meme kanseri
olan hastalarin yaklagik olarak %50-60’1 Tamoksifen’den yarar saglarken, bazilarinda ise
Tamoksifen’e kars1 yanit alinamamaktadir. Tamoksifen’in ya da membrana/sitoplazmaya
bagimli ER’niin sinyallemeye aracilik eden molekiillerle ¢oklu etkilesimi araciligiyla
epidermal biiylime faktorli reseptorii/insan epidermal biiyliime faktorii reseptorii 2
(EGFR/HER2) yolagi aktive edilebilir. Aktive edilen alt kademedeki (downstream)
kinazlar niiklear ER ve onun kofaktorlerini fosforilleyebilir. Boylece, sinyal ¢evrimiyle
EGFR/HER2 yolagindaki genlerin ifadesinde artis olur. HER2’yi asir1 ifade eden
hiicrelerde alt kademedeki kinazlarin aktivasyonu sonucu Tamoksifen’e direng

gelisebilmektedir [2].

Ikinci mitokondriyal kokenli kaspaz aktivatorii (SMAC) mimetikleri, kanser
tedavisinde hedeflenen ilaglarin yeni bir sinifidir. Hematolojik kanserler ve solid

tiimdrlerin tedavisi igin gelistirilmektedir.

Son yillarda farkli kanser tiplerinde kemoterapétiklerle birlikte endojen apoptozis
inhibitdr proteini (IAP) antogonisti SMAC’1 taklit eden IAP’nin kiigiik molekiillii
inhibitorleri olan SMAC mimetikleriyle kombinasyon tedavilerine yonelik ¢aligmalara
ilgi artmistir. Cesitli calismalar, hem monovalent hem de bivalent SMAC mimetiklerinin;

diger antikanser ajanlarin antitimor aktivitesini artirdigini, in vitro insan kanser hiicre



hatlarinda apoptozisi tesvik etttigini, insan kanseri hayvan modellerinde tiimor iyilestirme

kapasitesi oldugunu gostermistir [3].

SMAC mimetiklerinden olan DEBIO 1143, XIAP’1 ve cIAP1/2’yi etkili sekilde
hedefleyen oral acidan aktif bir SMAC mimetigidir [4]. DEBIO 1143’{in, ¢esitli insan
kanser hiicre hatlar1 ile ilgili in vitro arastirmalarda kanser hiicresi gelisimini yiiksek
etkinlikle baskiladig1 belirtilmektedir. Fare, sigcan, kopek ve insan olmayan primatlarda
yapilmig in Vivo ksenograft tiimor arastirmalarinda apoptozisi indiikledigi gosterilmistir.
Giiniimiizde DEBIO 1143, insan kanser tedavisi igin faz-1 klinik denemelerinde

arastirtlmaktadir [5].

Giliniimiizde kullanilan anti-endokrin ilaclar farkli aksiyon mekanizmalarina
sahiptir ve onlarin ajanlarla kombine edilmesi endokrin tedavinin (ET) etkinligini artirir
yaklagimi mantikli tedavi stratejilerindendir [6]. Hurwitz ve arkadaslarinin [7] ilk kez
yaptiklari ilerlemis farkli tipte kanser hastalarnda DEBIO 1143 ile ilgili farmokokinetik
ve farmokodinamik arastirmada, ajanin yardimci bir tedavi olarak gelistirilebilecegi

belirtilmektedir.

SMAC mimetiklerinin kaspaz-8’i aktive ederek apoptozisin tesvik edilmesiyle
sitotoksik etki gosterdigi belirtilmektedir [8, 9]. Ancak yapilmig bazi ¢aligmalarda da,
kaspaz aktivasyonu olmayan kanser hiicrelerinde SMAC mimetiklerinin diger hiicre 6lim

tiplerinden nekroptozisi aktive ettigi rapor edilmistir [10].

Yeni bir ajan olan DEBIO 1143 ile Tamoksifen’in kombine tedavisi ile ilgili meme
kanserine iligskin yapilmis ¢alismaya rastlanmamistir. Bu kapsamda caligsmamizda, MCF-
7 (Luminal A tipi) ve BT-474 (Luminal B tipi) dstrojen reseptor pozitif meme kanseri
hiicre hatlarinda Tamoksifen ile SMAC mimetigi DEBIO 1143’iin birlikte
uygulanmasinin hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisi ve bu etkinin hangi hiicre 6liim tipi

ile iligkili olabileceginin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlar arasinda en genis dagilim gdsteren, tiim kanser vakalarinin
% 26’sma denk gelen ve kadin 6liimlerindeki nedenlerin ikinci faktorii olan bir kanser
tiiridiir. Genel olarak, meme kanseri riski yasla birlikte artmaktadir, ama ayn1 zamanda
genetik olarak da bilesen icermektedir. Ciinkii meme kanserinin gelisimi siklikla hiicresel
farklilagsmay1 ve biiyltimeyi kontrol eden genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir.
Meme kanseri klinik ve biyolojik olarak c¢esitli 6zelliklere sahip farkli alt tipleri olan

heterojen bir hastalik oldugundan tedavisinde bir¢ok zorlukla karsilagilmaktadir [1].

Meme kanseri, heterojen bir hastaliktir. Kadinlarda en sik rastlanilan ve kanserin
sebep oldugu &liimlerde ikinci sirada gelen bir kanser tiirii oldugu Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafindan belirtilmektedir. Meme kanseri ile iligkili baz1 risk faktorleri yas,

cinsiyet, aile ge¢misi, alkol tiiketimi ve obezitedir [11].

Amerika’da 2015’te tahmin edilen yeni meme kanseri vakalar1 yaklasik olarak
231800’diir ve bu rakam da tiim kanserlerin %29 una denk gelmektedir. Avrupa birliginde

ise meme kanseri 2009°dan beri azalmaktadir ve bu ylizde %10.2°dir [12].

Tiirkiye’de meme kanseri sikligi hizla artmaktadir. 1993 yilinda yapilan bir
calismada 24.1/100.000 olarak hesaplanan meme kanseri sikliginin, 2010 yilinda
50/100.000’e ulagtig1 tahmin edilmektedir. Bu sonuglar, son 20 y1l igerisinde Tiirkiye’de

meme kanseri sikliginin 2 katindan daha fazla arttigin1 géstermektedir [13].

2.1.1. Meme Kanseri Tipleri

Yapilan calismalarda meme kanseri bes sinifa ayrilmistir: Luminal A, Luminal B,
HER2 Pozitif, Bazal benzeri, Uglii Negatif (Tablo 2.1). Cesitli ¢alismalar Luminal A’ nin
daha iyi farklilasmis tiimorler oldugunu, yash hastalarda goriildiigiinii ve diger tiplere
kiyasla en iyi prognoza sahip oldugunu gostermistir. Bes yillik sagkalim oran1 %95tir.
Luminal B tipi, proliferasyon ile ilgili genlerin daha yiiksek ekspresyonuna sahiptir ve
Luminal A’dan daha kotii prognozu vardir. Bes yillik sagkalim orani %50°dir. HER2 tipi

nodal metastaz ile karakterizedir. Bes yillik sagkalim oran1 %30’dur [14]. Bazal benzeri



tip siklikla daha geng hastalarda olusmaktadir ve i¢ organ metastaziyla karakterizedir. Bes
yillik sagkalim oran1 %10’dur [15]. Uglii negatif meme kanseri, hizli tiimér biiyiimesiyle
ve diyagnozdan iki {i¢ y1l sonra tekrarlamasiyla karakterizedir. Uglii negative meme
kanseri olan hastalarda, tekrarlamalarin bir¢ogu diyagnozdan sonraki bes yildan kisa
stirede gerceklesmektedir. Hastanin yasina ve klinik faktorlere bagli olarak bes ve on yillik

sagkalim oran1 vardir [16].

Tablo 2.1. Meme kanseri hiicrelerinin siniflandirilisina gore ekspresyon durumlari [ 14]

Meme Kanseri Hiicre Tipi ER* HER2** EGFR***
Luminal A + - -1+
Luminal B + + -1+
HER?2 Pozitif - + -1+
Bazal Benzeri - - +
Uclii Negatif - - -

*ER Ostrojen Reseptorii (Estrogen Receptor)

**HER2 Insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii 2 (Human epidermal growth
factor receptor 2)

*** Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR Epidermal growth factor
receptor)

2.1.2. Meme Kanserinde Tedavi Yaklasimlar:

Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptdrii (PR) ve ERBB2/HER2 gibi
belirtegler tan1 icin ve hastalarin tedavilerine karar vermek i¢in ayirmakta kullanilmaktadir
[17]. Luminal tiimorlerde hormon reseptorleri pozitif oldugundan kemoterapiden
kacgiilmasi ve endokrin tedavinin 6n plana alinmasi gerekmektedir. Diger tip timdrlerde

ise kemoterapinin 6n plana alinmasi gerekmektedir [18].

Meme kanserlerinin yaklasik %80°ni 0Ostrojen reseptdr pozitiftir (ER+). Bu
nedenle hastalarin biiylik bir kisminda cerrahi miidahaleyi tamamlayici tedavi endokrin
terapidir (ET). ET’de segici Ostrojen reseptor modiilatorleri (SERM), ER down
regiilatorleri (SERD) ve aromataz inhibitorleri (AI) kullanilmaktadir. Segici Ostrojen

reseptOr modiilatorii olan Tamoksifen en yaygin kullanilan kemoterapétiklerdendir [6].



Menopoz sonrasi kadinlarda adrenal bezlerden androjenik substratlarin
sentezlendigi zaman aromataz enzimi tarafindan Ostradiole donistiiriildiigi
belirtilmektedir. Aromataz inhibitorleri (Al), bu hastalarda plazma Gstrojen seviyelerini

baskilamaktadir [19].

Ulusal Kanada Kanser Enstitlisi (NCIC) MA.17 denemesi, 5 yil boyunca
Tamoksifen kullanan hastalarin sonrasinda 5 yil letrozol kullanmasinin plasebo ile

karsilastirildiginda hastaliksiz sagkalimi 6nemli derecede arttirdigint géstermistir [19].

Endokrin direnci metastatik meme kanseri olan ER+ hastalarda kritik bir konudur.
Bazi timorler, endokrin ajanlarina karsi intrinsik direng gostermektedir. PI3K/Akt/mTOR
yolaginin aktivasyonu, ER’in Ostrojen bagimsiz aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu
durum endokrin tedavisine direngle iliskilendirilmektedir. Preklinik ¢alismalar, mTOR
inhibisyonunun endokrin tedavisine hassasiyeti yeniledigini ve meme Kkanseri

hiicrelerinde apoptozisi indiikledigini gostermistir. [19].

2.1.2.1. Tamoksifen
Tamoksifen (Sekil 2.1) [20] segici Ostrojen reseptor modiilatoriidiir (SERM). [21].
Endokrin terapisi gerekli oldugunda hem premenopoz hem de postmenopoz donemindeki

kadinlarda en yaygin kullanilan ilagtir [12].

Sekil 2.1. Tamoksifen’in kimyasal yapis1

Tamoksifen’in meme kanseri tedavisinde kullanilmaya baslanmasi, 1958 yilinda
Dr. Elwood Jensen’in §strojen reseptorlerini kesfetmesine dayanmaktadir [22]. Jensen’in

bu bulusu birgok kadinmn hayatini kurtarmustir [23]. 11k kesfedildigi yillarda Tamoksifen,
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subfertil kadinlarda ovulasyonun indiiklenmesi ve postmenopoz donemdeki kadinlarin
metastatik meme kanserinin tedavisi gibi limitli alanda kullanilmigtir. Ancak daha
sonradan yapilan ¢alismalar, yiiksek meme kanseri riskine sahip kadinlarda Tamoksifen
sayesinde bu risk oraninin diistiigiinii gostermistir. 1970’lerde yapilan ¢alisma sayesinde,
Tamoksifen’in Ostrojen reseptor meme kanserlerini uzun donemde tedavi ettigi

kesfedilmistir [24].

Ostrojen, normal ve kanserli meme epitel hiicrelerindeki dstrojen reseptériine (ER)
baglanarak reseptorii aktive etmekte ve bu da hiicre boliinmesi, hiicre O6liimiiniin
baskilanmasi, yeni kan damar1 olusumu ve proteaz aktivitesinden sorumlu olan genlerin
aktivasyonuna yol agmaktadir [25]. Bu nedenle hormon reseptor pozitif (HR+) hastalarda

endokrin terapi (ET), tedavinin temelini olusturmaktadir [6].

TAM, 0Ostrojen reseptorii pozitif (ER+) meme kanseri olan kadinlarda 6liimii ve
hastaligin tekrarlanmasini azaltir. Ayrica, yiiksek meme kanseri riski tasiyan kadinlarda

primer dnlem yontemidir [21].

Postmenapozal kadinlarda, Tamoksifen gibi geleneksel endokrin tedavileri,
Ostrojen reseptoriinii  hedefleyerek Ostrojeni inhibe etmeye ¢alismaktadir [26].
Tamoksifen, meme dokusunda ER antagonisti olarak davranarak [21], Ostrojen
reseptoriine baglandiginda tiimor hiicre Oliimiinii baslatarak, gelismeyi durdurarak,
metastaz1 Onleyerek, anjiyogenezi azaltarak etkisini gostermektedir [27]. Tamoksifen
tedavisinden optimal verim genellikle 5 yillik kullanimla alinmaktadir. Ne yazik ki uzun
stireli Tamoksifen kullanim1 de novo ya da kazanilmis ilaca diren¢ ve tromboembolik
durumlar, endometriyal kanser oraninda artma gibi istenmeyen yan etkilerle
iliskilendirilmektedir [28].

2.1.3. Meme Kanseri Arastirmalarinda Kullanilan Hiicre Hatlan
Meme kanseri, kadinlarda en sik karsilagilan malignitedir. Bu kanserin populasyon
tizerindeki biiylik etkisi nedeniyle, kritik bir halk saglig1 problemidir. Prognozunu ve

spesifik tedavisini belirlemek i¢in molekiiler seviyede daha ¢ok aragtirma gerekmektedir.



Bu ¢alismalar i¢in laboratuvarda in vitro modeller olarak hiicre hatlar1 kullanilmaktadir

[29].

Bu kanser tipi, cesitli klinik 6zelliklere sahip genetik ve epigenetik olarak farkli
hastalik gruplarini igeren yiiksek derece heterojen bir kanser tiirtidiir [30]. Meme kanseri
hiicre hatlari, meme kanseri patobiyolojisini ve yeni tedavileri arastirmak i¢in genis capta

kullanilmaktadir [17].

ER, PR, HER2 durumlarina gére meme kanseri luminal A, luminal B, HER2
pozitif ve {iclii negative olarak adlandirilir. Uglii negatif tiimérler, bazal, klaudin-diisiik,

MBC (metastatik meme kanseri) ve interferonca zengin olarakta ayrilabilir (Sekil 2.2).

[30].

Daha lyi Daha Kotii
Luminal A | Luminal B | HER2+ | Triple negative
| Basal | Claudin-low | MBC |>'
Luminal Luminal-HER2+ ER-negative-HER2+ Basal
@l Basal B \
Daha Az Hiicre Hatti Alt Tiirleri Daha Cok
Agresif Agresif

Sekil 2.2. Meme kanseri hiicre hatlar1 ve tiimorl alt tiirleri [30]

Arastirmacilar tarafindan yapilan genis molekiiler karakterizasyon ve gen
mutasyon analizi, meme kanseri hiicre hatlarinin, klintk meme tiimorlerinde de

gozlemlenen 6nemli molekiiler 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir [31].

Bu yiizden bu ¢esitlilikte calismada kullanilacak hiicre hatlarinin hangisinin 1yi

model oldugunu anlamak 6nemlidir [17].



Ote yandan meme kanseri ¢alismalar1 icin kullanilan hiicre hatlar1 cok azdir (MCF-
7, T47D ve MDA-MB-231 gibi) [30].

Luminal meme kanseri hiicre hatlar1 pozitif ER ve/veya PR ekspresyonlariyla
karakterizedir. Bu hiicre hatlari, daha ¢ok farklilasmistir ve siki hiicre-hiicre baglantilar

nedenleriyle migrasyona daha egilimlidir. Bu durum tiimor seviyesiyle baglantilidir [30].

2.1.3.1. MCF-7 Hiicre Hatti

MCF-7, diinyada en ¢ok galisilan insan meme kanseri hiicre hattidir [32]. MCF-7
hiicre hatt1, Dr. Soule ve arkadaslari tarafindan 1973 yilinda metastatik hastaligi olan 69
yasindaki Kafkas bir kadinin plevral eflizyonundan izole edilmistir [29] MCF-7 hiicre
hattinin meme kanseri arastirmalarina en biiyiik katkilarindan birisi ERa ¢alismasi i¢in
uygun olmasidir. Ciinkii ER+ invazif insan meme kanserlerinin ¢cogunu taklit eden, yiiksek
seviyelerde ER eksprese eden ¢ok az hiicre hattindan bir tanesidir [32]. Bu hiicreler ayni
zamanda onlar1 medikal aragtirmada degerli araglar yapan androjen, progresteron ve
glukokortikoid reseptorlerini iiretir [33]. MCF-7 hiicre hatlarinin 6zellikleri Tablo 2.2°de

verilmektedir.

2.1.3.2. BT-474 Hiicre Hatti

BT-474 hiicre hatt1, Lasfargues ve arkadaslar1 [34] tarafindan 1978 yilinda 60
yasindaki Kafkas bir kadininin solid invazif duktal meme karsinomasindan elde edilmistir.
Kanser biyolojisini ¢alismak ve yeni ilaglar gelistirmek i¢in kullanilan popiiler bir hiicre
hattidir. [35]. Giiglii hiicre-hiicre adezyonuna ve diizensiz sekilde yerlesmis g¢ekirdege
sahip olan BT-474 hiicre hatt1 yigin morfolojisi igerisinde siniflandirilmaktadir [36]. BT-

474 hucre hatlarinin 6zellikleri Tablo 2.2°de verilmektedir.



Tablo 2.2. MCF-7 ve BT-474 hiicre hatlarinin ozellikleri

Hiicre Hatti  Tiimdr Tipi ER PR HER?2 P53 Alt Tipi

MCF-7 Invaziv + + - Saglam  Luminal A
Duktal
Karsinom

BT-474  Invaziv + + + Mutant  Luminal B
Duktal

Karsinom

2.2. Hiicre Oliim Mekanizmalari

DNA hasar1 olan, organelleri strese giren veya onkogenleri asir1 eksprese durumda
olan hiicrelerin elimine edilmesinde major bir mekanizma olan hiicre 6limii rol
almaktadir. Aksi takdirde hiicre icinde gerceklesen tiim bu olaylar hiicreyi onkogenik
transformasyona egilimli hale getirmektedir. Hiicre 6liimiinii baglatan ve gerceklestiren
yolaklar, genetik olarak kodlanmistir, komplekstir ve siki sekilde diizenlenmektedir.
Sonug olarak, malignite durumlarinda tiim bu yolaklar siklikla mutasyona ugramistir ve

tedavi agisinda tiimor hiicrelerinin 6liimiinii indiiklemek 6nemli bir konudur [37].

2.2.1. Apoptozis
Programli hiicre 6liimii olarak da bilinen apoptozis, normal gelisimde ve hasarli
veya mutasyonlu hiicrelerin elimine edilmesinde ¢ok hiicreli organizmalarin

homeostazisinin saglanmasi i¢in ger¢eklesen dnemli hiicresel bir islemdir [38] (Sekil 2.3).

DNA hasari, kromozomal anormallikler, onkogen aktivasyonu, viral enfeksiyon
ve hipoksi normal hiicrede apoptozisi tetikleyebilir [39]. Bir insanda, her giin apoptozis
nedeniyle milyarlarca hiicre 6lmektedir. Bu islemden dolay1 her bir kisi, bir yilda viicut

agirligina esit miktarda hiicre iiretip yok etmektedir [40].

Organizmalarda hiicre sayisi, hiicre proliferasyonu ve oOliimii ile dengede
tutulmaktadir. Apoptozis bozuklugu, nérodejeneratif, otoimmiin hastaliklarin ve birgok

malignitenin karakteristigidir [41] (Sekil 2.3).



Hiicre proliferasyonu orani Hiicre 6limii orani

Hiicre
e — 0 birikimi
o08 o bozukluklan

e @ — % Homeostazis

o § Hiicre kaybi
- % » o 9 bozukluklan

Sekil 2.3. Farkli oranlardaki hiicre O6limiiniin homeostazis lizerine etkisi. Hiicre
proliferasyonu ve hiicre Sliimiiniin oranlar1 oklarin biiyiikliigiiyle belirtilmistir. Hiicre
proliferasyonunun ve hiicre 6liimiiniin oranlarinda dengeleyici degisikliklerin olmamasi

durumunda hiicre birikimi veya hiicre kaybiyla sonuglanmaktadir [42]

Apoptozisin temel efektorleri, hiicre igindeki proteinleri spesifik olarak sistein
aspartil rezidiielerinden kesen kaspazlardir [43]. Kaspazlar, apoptozisi karakterize eden
morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerden sorumludur [40]. Apoptotik siirecte gorev
alan kaspazlar, apoptozisin hem baglamasini (baslatici kaspazlar; kazpaz-2, -8, -9 ve -10)

hem de yiiriitiilmesini (efektor kaspazlar; kaspaz-3, -6 ve -7) saglar [44].

Sistein proteazlar tiim memeli hiicrelerinde inaktif prokaspazlar olarak
sentezlenmektedir. Baglatic1 prokaspazlar, otokatalitik kesim ile aktive olmaktadir; iki
prokaspaz molekiiliinden iki kesilen kisim, aktif kaspazi olusturmak i¢in birlesir. Bu
molekiil iki kiigiik ve iki biiyiik alt {initeden olusan tetramer bir molekiildiir. Baslatici
kaspazlar, birgok efektor kaspazi aktive etmek i¢in keserler. Bu durum proteolitik kaspaz

yolagin1 baslatir. Efektor kaspazlar, daha sonra hiicre i¢indeki ¢esitli anahtar proteinleri
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(spesifik sitozolik proteinler ve g¢ekirdek laminleri) keserek kontrollii hiicre Sliimiine

neden olur. (Sekil 2.4) [45].

®) Kesim ile prokaspaz Aktif kaspaz (B) Kaspaz yolag

aktivasyonu
‘ Buyuk alt Aktif baglatici
I unite  KUguk alt kaspazin bir molekdili

Unite

Ke5|m
blgelen KES|M d
COOH COOH " Axtif kaspaz L‘ L‘ L‘

\;..l
Prodomainler

Efektdr kaspazlann blrgok molekulu

13§ >

Sitozolik proteinin Cekirdek lamininin
yarilmasi yariimasi

inaktif
prokaspazlar

Sekil 2.4. Apoptozis sirasinda gergeklesen prokaspaz aktivasyonu [45]

Apoptozis siireci ile olugsan hiicre morfolojisindeki karakteristik degisiklikler
sematik olarak gosterilmistir (Sekil 2.5). Adhezif hiicreye apoptotik sinyal gelir (A).
Hiicre iskeleti, kaspazlar tarafindan yikildiktan sonra hiicre biizlismesi ve yuvarlaklagma
gerceklesir (B). Bu sirada apoptotik hiicre, etrafindaki hiicrelerle olan baglantisini
kaybeder. Kromatin kondensasyonu gozlenir (C). DNA fragmentasyona ugrar (D) Hiicre;
sitozol, kondanse kromatin ve organelleri iceren kompakt ve membranla ¢evrili yapilarla
(apoptotik cisimler) paketlenir (E). Olusan bu yapilar, makrofajlar tarafindan fagositozla
elimine edilir. (F) [44].
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Sekil 2.5. Apoptozis sorasindaki morfolojik degisikliklerin sematik gosterimi [44]

Apoptozisin baglamasi, hiicre 6liim sinyalinin orjinine bagli olarak iki temel sinyal
yolagi ile gerceklesir; I¢ (intrinsik) yolak (mitokondriyal yolak) ve dis (ektrinsik) yolak
(6liim reseptorii yolagi) [46].

Apoptozisin dis yolagi, 6lim ligandlarinin (Fas ligand (FasL), TNF-iligkili
apoptozis indiikleyici ligand (TRAIL), Tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-o)), TNF-benzeri
apoptozis zayif indiikleyicisi (TWEAK)) TNF reseptor (TNFR) siiper ailesine dahil olan
Olim reseptorlerine (Fas, olim reseptorii (DR)4/5, TNFR ve DR3) baglanmasiyla
baslatilir. Bu etkilesim, IAP yoklugunda prokaspaz aktivasyon platformu olan 6lim
indiikleyici kompleksin (DISC) toplanmasi ile devam eder. Aktif kaspaz-8 efektor
kaspazlar olan prokaspaz-3 ve 7’yi keserek aktive eder ve apoptozisin ger¢eklesmesini
saglar Baz1 durumlarda hiicre tipine bagl olarak dis yolagin devaminda i¢ yolak da
devreye girer ve boylece apoptozis meydana gelir. Intraselliiler stres (DNA hasari,
radyasyona ve kemoterapotik ajanlara maruziyet gibi) i¢ yolagin aktivasyonu ile
sonuglanir. ¢ yolakta, proapoptotik BCL-2 ailesi iiyelerinin (BAX/BAK) aktivasyonu,
mitokondriyal membran gecirgenligine neden olur. Apoptojenik proteinler (sitokrom c,

SMAC gibi) sitozole salinir [47]. Sitokrom c, Apaf-1’e baglanarak prokaspaz-9’u
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aktivasyonunu saglayan apoptozomun formasyonuna neden olur. Sonraki adimda ise
kaspaz-3 ve 7’nin aktivasyonu, dolayisiyla da apoptotik hiicre 6limii gergeklesir. Ek
olarak, kronik endoplazmik retikulum (ER) stresi, i¢ apoptotik yolagi inositol toplayici
protein-1 (IRE1) ve C/EBP homolog protein (CHOP) aktivitesi araciligiyla tetikler. Tim
apoptotik sinyalleme yolaklar1 efektor kaspazlar (kaspaz-3,-7) seviyesinde birlesir [48]
(Sekil 2.6).

Sekil 2.6. Apoptotik yolaklar ve diizenlenmeleri [49]

2.2.2. Nekroptozis

TNFR1 aracili apoptotik sinyallemenin kaspaz inhibisyonu nedeniyle blokajt
alternatif hiicre yolagi olan nekroptozise neden olabilir. Nekroptozis nekrotik hiicre
Oliimiiniin diizenlenmis formudur [50]. Nekroptozis sinyallemesi bir¢ok tetikleyici
faktorle baslatilir; Tiimor nekrozis faktor-alfa (TNFa), ilk apoptotik sinyal ligandi (FasL),
TNF iliskili apoptozis indiikleyici ligand (TRAIL), interferonlar (IFN), Toll benzeri
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reseptor (TLR) ligandlart ve DNA sensorii DAI (Interferon diizenleyici faktoriin DNA
bagimli aktivatorii) aracili viral enfeksiyon [51]. Nekroptozis, reseptorle etkilesen protein
1 (Receptor-Interacting Protein 1, RIP1), RIP3 ve karmasik lineage kinaz domain benzeri
(Mixed Lineage Kinase Domain-Like, MLKL) protein tarafindan yonetilmektedir [10].
Apoptozis kaspaz-8 bagimliyken, nekroptozis kaspaz-8 bagimsizdir ve RIP1 aracili olarak
gerceklesir. Her iki 6liim tipi de ayn1 6liim reseptori ile baslatilir [52, 53]. Nekroptotik
hiicrelerde plazma membran biitiinliigliniin erken kaybi1 s6z konusudur, yar1 saydam

sitozol ve kabarmis bir mitokondri igerir [10].

En iyi anlasilan nekroptozis tipi TNFa ligand: ile indiiklenendir [51]. TNFo’nin
TNFRI1 ile etkilesimi TNFRI1 iligkili 6liim domain proteini (TRADD), TNFR iliskili
faktor 2 (TRAF2), RIP1 ve cIAP1’i igceren kompleks I’in sitoplazmik membranda
olusumuna neden olur. cIAP1 tarafindan RIP1’in poliubikitinasyonu IkB Kinaz (IKK)
kompleksinin, mitojenle aktive olan protein kinaz 7 (TAK1) nin toplanmasina ve niikleer
faktor-kappa B (NF-«kB) ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yasam
yolaklarinin aktivasyonuna neden olur [54, 55]. NF-kxB ve MAPK sinyallemesinin
aktivasyonu transkripsiyon faktorlerinin ¢ekirdege translokasyonunu saglayarak yasam
yanlisi ve inflamatuar yanlis1 genlerin (TNFa, cFLIP, cIAP2 gibi) ekspresyonuna neden
olur [56]. clAP1 veya cFLIP yoklugunda RIP1, FADD ve kaspaz-8’i i¢eren sitozolik
kompleks Ila olusur. Kompleks Ila, kaspaz yolagini ve apoptozisi indiikler. Kaspaz-8’in
inhibe oldugu durumlarda, RIP1, RIP3 ve MLKL ile etkileserek nekroptozisin aracisi olan
kompleks IIb’yi olusturur. RIP1’in kinaz aktivitesi kompleks IIb i¢in énemlidir ve RIP1
kinaz inhibitorii Nec-1 nekroptozisi engeller. Kompleks IIb i¢indeki RIP3 ve MLKL
fosforillenerek plazma membranina transloke olur [54, 55]. Boylece membran biitiinligii
bozulan hiicrede nekroptozis tetiklenir [55] (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Nekroptozis ve apoptozisin TNFR1 aracili hiicre 6liim yolaklar1 Zhou ve
arkadaglar1 [54] ve Moreno-Gonzalez ve arkadaglarinin [55] yaymlarindan adapte

edilmistir.

2.2.3. Otofaji
Otofaji veya hiicresel kendi kendini sindirme, protein ve organel degredasyonunu

iceren, insan hastaliiyla ve fizyolojiyle baglantilar1 olan hiicresel bir yolaktir. Christian
de Duve 1963 yilinda elektron mikroskobisiyle sitoplazmik materyal igeren tek ve ¢ift
membranli vakuolleri gdzlemlediginde ‘otofaji’ terimini literatlire katmistir. Otofajideki
bir bozukluk kanser, ndrodejenerasyon, mikrobiyal enfeksiyon ve yaslanmayla iliskili

olabilmektedir [57].

Otofajinin ¢esitli tipleri vardir; mikro-otofaji, makro-otofaji ve saperon aracili

otofaji (CMA). Bu otofaji tiplerinin mekanizma ve fonksiyonlari farklidir. Mikro-otofaji
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ve makro-otofaji bliylik yapilart segici ve segici olmayan mekanizmalarla yutma
kapasitesine sahipken, CMA secici olarak calisarak sadece c¢oziinebilen proteinleri

pargalar [58].

Memeli hiicrelerindeki otofaji, kupa sekilli ¢ift membranli fagoforun (izolasyon
membrani) sitoplazmik materyali kapatan kiire seklinde ¢ift membranli otofagozom halini
almasini igerir. Bu sirada hedef hiicresel bilesenler ve organeller sitoplazmadan ayrilir.
Sonugta otofagozomun dis membrani lizozom ile kaynasarak otolizozomu olusturur ve

otofagozomun i¢ membraninin ve tasidigl materyalin par¢alanmasina neden olur [57].

Rapamisin kinazin memeli hedefi (mTOR), otofajinin kritik diizenleyicisidir.
mTOR aktivasyonu otofagozom diizeneginin toplanmasini inhibe eder [59]. Hiicre aglig1
sirasinda mTOR inhibe edilir ve baslama kompleksinin olusumu tetikler [60]. Otofaji
fagoforun sekillenmesiyle baslar ve mTORCI ile yonetilen Ulk1/2-Atg13-FIP200-
ATG101 baglatict kompleksin aktivasyonu tarafindan kontrol edilir. Niikleasyon ve
fagofor sekillenmesi Beclinl, Vakuolar protein tasnifi 15 (Vps15) ve Otofaji iligkili 14
(Atgl4) kompleksini sekillendiren Vps34 aktivasyonu tarafindan yonlendirilir. Ubikitin
benzeri protein baglayan sistemler (Atgl2-Atg5 ve PE ile bagl Atg8 (LC3 II)) tarafindan
diizenlenen fagoforlarin elongasyonu ve ilerlemesinden sonra otofagozomlar sekillenir.
Otofagozomlar; (1) endozomlarla veya endozom kokenli vezikiillerle kaynasarak
amfiyozomlar1 sekillendirebilir veya (2) lizozomlarla kaynasarak otofagozomal kargolari

parcalamak igin tagiyan otolizozomlar1 sekillendirebilir. (Sekil 2.8) [61].
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Sekil 2.8. Temel otofaji islemi [61]

2.3. Apoptozis Inhibitér Proteinleri (IAP’ler)

Apoptozis doku homeostazisini saglayan ¢cok onemli bir islem oldugundan dolay1
hiicrenin kaderini belirleyecek olan pro- ve antiapoptotik faktorler tarafindan siki bir
sekilde yonetilmektedir. Bunlardan ikisi apoptozis inhibitor proteinleri (IAP’ler) ve ikinci

mitokondri kdkenli kaspaz aktivatorleri (SMAC’lar)’dir.

Gilinlimiizde 8 adet IAP proteini tanimlanmaistir. Bu proteinler; Noéronal Apoptozis
Inhibe Edici Protein (NAIP, BIRC1); X Kromozomu bagli IAP (XIAP); Hiicresel IAP1
(cIAP1); Hiicresel IAP2 (cIAP2); Testis spesifik IAP (ILP2); BIR igeren ubikitin konjuge
edici enzim (Bruce), Survivin, ve Livin (ML-IAP)’dir [62]. IAP’lerin &zelligini
tanimlayan anahtar 6zellik, en az bir en fazla ii¢ adet Bakuloviriis tekrar domaini (BIR)
icermeleridir (BIR1, 2 ve 3) (Sekil T). BIR domainleri, IAP’lerin kaspazlara baglanarak

inhibe etmesini saglayan ~80 aminoasit igeren zinc baglanma domainleridir. NAIP,
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Survivin ve Bruce disindaki IAP’lerin yapisinda, degredasyon amaciyla kaspazlarin
ubikitinasyonunu saglayan Gergekten Ilging Yeni Gen (Really Interesting New Gene,
RING) bulunur ve bazi IAP’ler, ubikitinlenmis proteinlerle etkilesen ubikitin iligkili
(UBA) domaini igerirler [63, 64] (Sekil 2.9).

Simif 1
xiap  — er1 H oere -{ers | uBa | Rine O
cIAP1 [BrR1 [ BR2 | [ BIRS || UBA | {carD) w )
clAP2  — BIR1 H BIR2 |-{ BIR3 H uea |— carp _:—@:
ILP-2 [ BR3 || uBA I /’;EF\
ML-IAP/ { . CRING
pye BIR3 .
Sirf 2
NIAP [BR1 | BR2 | | BRS | ([O
LRRs
Sinif 3

SURVIVIN BIR

BRUCE [ BR

Sekil 2.9. insan IAP ailesinin domain yapilari. CARD: kaspaz toplama domaini; CC: saril1
halka; LRRs: 16since zengin tekrarlar; NOD: niikleotit baglanma ve oligomerizasyon
domaini; RING: ‘ger¢ekten ilging yeni gen’; UBA: ubikitin iliskili; UBC: ubikitin
baglayici [65]

IAP’lerin yiiksek seviyede olmasi, IAP ile indiiklenmis kaspaz inhibisyonuyla
sonuclanir. Kaspaz-IAP etkilesimi, hem kaspazin hem de IAP’nin otoubikitinasyonunu
tetikler. Biitiin kompleks yikima ugrar ve apoptotik islem durdurulur [62]. XIAP, etkili
bir apoptozis diizenleyicisi oldugu i¢in en iyi bilinen IAP iiyesidir. Sadece XIAP, kaspaz-

3’ e, kaspaz-7’ye baglanarak ve kaspaz-9’un homodimerizasyonunu ve aktivasyonunu
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onleyerek direk olarak kaspaz aktivitesini engeller. Boylece apoptotik yolaklar1 inhibe

eder [4].

IAP’ler hiicre icerisinde ¢esitli gorevlerde bulunurlar; (A) Kaspaz diizenlenmesi;
XIAP, c-IAP’ler ve survivin belirli kaspazlari inhibe ederler. (B) Hiicre siklusu kontrolii;
Survivin mitotik iglerin mikrotiibiilleriyle iliskilendirilmektedir ve G2/M kontrol
noktasinda diizenleyici fonksiyonu olabilecegi diistiniilmektedir. XIAP, kaspaz-3 ve hiicre
siklusu regiilatorii p21 ile ticli kompleks olusturmaktadir. (C) Protein degredasyonu;
XIAP ve c-IAPI timositlerde apoptozisin indiiksiyonuyla ubikitinlenerek degrade edilir.
BRUCE ubikitin konjuge edici enzim olarak tanimlanmistir. (D) Reseptor aracili
sinyalleme; c-IAP1 ve c-IAP2 TNFR2 sinyalleyivi komplekslerin bilesenleri olarak
tanimlanmistir ve TRAF1 ve TRAF2 sinyalleme araglarinin birlikteligi araciligiyla
TNFR2’ye indirekt olarak toplanmaktadir. XIAP ayni zamanda BMP/TGFj
sinyallemesinin regiilatorii olan TABI1 birlikteligiyle BMP/TGFf yolagina da dahil
edilmektedir (Sekil 2.10) [66].

TNFR2 BMPR1

D) Reseptér aracili
sinyalleme

diizenlenmesi

C) Protein

degredasyonu l
XIAP
clAP1 Apoptozis
clAP2

BRUCE? -

g % | Transkripsiyon N \

B) Hiicre siklusu kontrolii
Survivin yV
XIAP

Sekil 2.10. IAP’lerin hiicre i¢erisindeki gorevleri [66]

19



2.4. Tkinci Mitokondri Kokenli Kaspaz Aktivatorleri (SMAC’lar)

SMAC’lar, 25 kDa’luk pro-apoptotik mitokondriyal proteinlerdir. SMAC’ 1n,
amino ucunda mitokondriyal hedefleyici sinyal (MTS) bulunur. Apoptotik uyaranin
gelmesiyle birlikte bu sinyal sekansi proteolitik olarak mitokondri i¢inde kesilir. Olgun
SMAC, BCL2 iligkili X Protein/BCL2 antagonisti (Bax/Bak) kanallar1 araciligiyla sitozol
igine salinir [67]. SMAC proteininin N terminal ucu dort aminoasit sekansi (Ala-Val-Pro-
Ile) igerir ve SMAC’1n, IAP’lerdeki BIR2 ve BIR3 bdlgelerine baglanmasina izin verir.
Boylece IAP’nin kaspazlara karsi inhibitér fonksiyonu olusmaz ve hiicre 6liimii tesvik
edilir [68, 69]. IAP’lerin kanserlerde yiiksek derecede eksprese ediliyor olmasindan ve
timor gelisimi, kemoterapiye direng, kotli prognoz ile iliskisinden dolayr IAP’ler

terapotik hedefler olarak degerlendirilmektedir [70, 71].

SMAC, XIAP, cIAPI ve cIAP2’nin endojen antagonistidir [4]. [AP’lerde RING
dimerizasyonunu ve E3 aktivasyonunu saglayarak konformasyonal degisikligi tetikler
(Sekil 2.11) [73]. Kaspaz-9’un XIAP tarafindan inhibisyonunu etkisiz hale getirir. Bunu,
XIAP’nin BIR3 domainine Ala-Val-Pro-Ile (AVPI) tetrapeptit motifi araciligiyla
baglanarak yapar. Ve kaspaz-9’daki benzer tetrapeptit Ala-Thr-Pro-Phe (ATPF) motifi ile
direk olarak yarigir. SMAC proteini XIAP BIR2’ye AVPI motifi araciligtyla baglanir ve
XIAP’nin kaspaz-3/kaspaz-7’ye baglanmasini engeller [72].

Ub yp b
Ub ® 2 U:cg Ub Ub
0 -

- olm , _ @l - %
RING Q"’O. - % < (Vs et
CARD Antagonist {2 Dimerizasyon = § ub Degredasyon —

& e
Kapall baglanmasi Acik %\ & Aktivasyon e b Ub f— Ub
inaktif inaktif ' Aktif Proteazom

dimer

Sekil 2.11. IAP antagonisti olarak SMAC’lar [73]

2.5. SMAC Mimetikleri

Endojen IAP antogonisti SMAC’1 taklit eden IAP’nin kiiciik molekiilli
inhibitorleri SMAC mimetikleri olarak adlandirilir [65]. IAP proteinlerine baglanirlar ve
IAP-kaspaz etkilesimini bozarak IAP’lerin inhibitor aktivitesini engellerler [74].
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Endojen SMAC’lar ile ilgili yapisal ve biyokimyasal ¢aligmalardan elde edilen
veriler, SMAC proteininin XIAP, cIAP1 ve cIAP2’ye baglanmasini taklit eden SMAC
mimetiklerinin tasarlanmasinin temelini olusturmustur [70]. SMAC mimetikleri, hem bir
tetrapeptit pargasi tasiyan endojen SMAC’1 taklit eden monovalent bilesenler olarak hem
de kimyasal baglayici ile birbirine bagli iki taklit sekansi igeren bivalent bilesenler olarak
tasarlanmistir [69]. Monovalent bilesenler, tek AVPI baglanma motifinin IAP’lere
baglanmasini taklit ederler. Bivalent bilesenler, baglayici araciligryla baglanmis iki AVPI
baglanma motifi icerirler. Cesitli ¢alismalar, hem monovalent hem de bivalent SMAC
mimetiklerinin; (1) Diger antikanser ajanlarin antitimor aktivitesini artirdigini, (2) in vitro
insan kanser hiicre hatlarinda apoptozisi tesvik etttigini, (3) Insan kanseri hayvan
modellerinde tiimor iyilestirme kapasitesi oldugunu gostermistir [3]. Endojen IAP
antagonisti olan SMAC ve IAP inhibitérlerinden sonra gelistirilen SMAC mimetikleri, faz

I/I1 klinik denemelerinde yeni kiigiik molekiillerin 6nemli bir sinifini olusturmaktadir [68].

Simdiye kadar dort monovalent (DEBiO 1143, GDC-0917/CUDC-427, LCL-161,
ve GDC-0152) ve iki bivalent (TL-32711/birinapant ve HGS-1029/AEG-40826) SMAC
mimetigi bileseni farmakolojik, dozaj ve giivenlik karateristiklerinin belirlenmesi

amaciyla klinik teste dahil edilmistir [68].

2.5.1. SMAC Mimetiklerinin Etki Mekanizmasi

SMAC’lar, AVPI tetrapetit motifi ile IAP’leri inhibe ettikleri i¢in, SMAC
mimetiklerinin dizayn1 bu prensibe gore olusturulur ve SMAC proteininin cIAP1, cIAP2,
ve XIAP’abaglanma aktivitesini iki katina ¢ikarir. SMAC mimetiklerinin cIAP1 ve cIAP2
ile etkilesimi IAP proteinlerinin konformasyonel degisikliklerine neden olur. Bu
degisimler, cIAP1 ve cIAP2’lerin endojen E3 ubikitin ligaz aktivitesinin uyarilmasina,
otoubikiitinasyonuna ve proteazomal degredasyonuna neden olur [69]. SMAC mimetigi
ile indiiklenen hiicre 6liimiiniin TNF sinyallemesine bagli oldugu bulunmustur [75].
SMAC mimetigi aracili cIAP’nin azalmasi, niikleer faktor-kappa B (NF-kB) indiikleyici
kinaz (NIK) birikimine, kanonikal ve kanonikal olmayan NF-«kB sinyallemesine ve TNFa
gibi NF-kB hedef genlerinin upregiilasyonuna neden olur. Reseptorle etkilesen protein 1
(RIP1)’in ubikiitinasyonu engellenir. TNFa, RIP1, FAS iligkili 6lim domaini (FADD) ve
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kaspaz-8 igeren sitozolik hiicre 6liim kompleksinin olusumu tesvik edilir. Sonug olarak,

kaspaz-8 aktivasyonu ve apoptozis tetiklenir [8, 9] (Sekil 2.12).

Ekstrinsik yolak intrinsik yolak
TNFa FasL/TRAIL
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Sekil 2.12. SMAC mimetiklerinin etki mekanizmasi [69]

2.5.2. SMAC Mimetigi Olarak DEBIO 1143
DEBIO 1143 (SM-406/AT-406), XIAP’1 ve cIAP1/2’yi etkili sekilde hedefleyen
oral agidan aktif bir SMAC mimetigidir [4]. Kimyasal yapist Sekil 2.13°de

A~ C

Sekil 2.13. DEBIO 1143’iin kimyasal yapisi [72]

gosterilmektedir [72].

22



DEBIO 1143, XIAP BIR3 proteinini etkisizlestirir ve cIAP1 proteininin hizli
yikimint tegvik eder. Boylece kanser hiicre hatlarinda kanserli hiicre gelisimini baskilar.
In vivo calismalarda DEBIO 1143’iin oral biyo-yararlanimmin iyi oldugu ve tiimor

gelisimini apotozisi tetikleyerek engelledigi belirtilmektedir [72].

Cesitli insan kanser hiicre hatlari ile ilgili in vitro arastirmalarda DEBIO 1143’iin
kanser hiicresi gelisimini yiiksek etkinlikle baskiladig1 belirtilmektedir. Fare, sigan, insan
olmayan primatlarda ve kopeklerde yapilmis in vivo ksenograft timor aragtirmalarinda
apoptozisi indiikledigi gosterilmistir. Giiniimiizde DEBIO 1143, insan kanser tedavisi i¢in

faz-1 klinik denemelerinde arastirilmaktadir [72].
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyal

Insan meme kanseri hiicre hatlarindan MCF-7, Manisa Celal Bayar Universitesi

Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden, BT-474, Yeditepe Universitesi Genetik

ve Biyomiihendislik Boliimiinden temin edildi.

3.1.1. Kullanilan Malzemeler

Kullanilan kimyasal malzemelerin listesi Tablo 3.1°de belirtilmektedir.

Tablo 3.1. Kullanilan kimyasallarin listesi

Kullanmilan Kimyasal Markasi
Tamoksifen Sigma (Almanya)
DEBIO 1143 ApexBio (Tayvan)

DMEM Besiyeri/F12

Fetal Bovine Serum
Penicillin-Streptomycin Sol.

Tripsin Edta B

XTT Detection Kit

Multiparameter Apoptosis Assay Kit
Insiilin

Dmso Cell Culture Freezing Medium

Thermo (ABD)

Thermo (ABD)

Thermo (ABD)

Biological Industries Sci (ABD)
Biotium (ABD)

Cayman Chemical (ABD)
Sigma (Almanya)

Sigma (Almanya)

3.1.2. Kullanilan Aletler

Hiicre kiltirid, XTT testi,

floresan mikroskobisi

ve akim sitometri

degerlendirilmeleri i¢in yapilan deney asamalarinda kullanilan aletlerin listesi Tablo

3.2’de verilmektedir.
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Tablo 3.2. Kullanilan aletlerin listesi

Kullanilan Alet

Markasi

Inverted Mikroskop
CO2 Nemli inkiibator
Hiicre sayim cihazi
Vortex

Mikroplaka okuyucu
Santrifiij makinasi
Kabin
Mikrosantrifiij
Dondurucu -20°C
Dondurucu -80°C
Mikrodalga
Buzdolab1

Otoklav

Akim Sitometri

Floresan Mikroskop

Zeiss (Almanya)

Nuaire (ABD)
Invitrogen (ABD)
Wisd/Wisemix (Almanya)
Tecan/Infininte (Isvigre)
Hettich (Almanya)
Metisafe (Tiirkiye)
Hettich (Almanya)
Arcelik (Tiirkiye)
Nuaire (ABD)

LG (Giiney Kore)
Arcelik (Tiirkiye)
Hirayama (Japonya)

BD Biosciences (ABD)
Olympus (Japonya)

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Hatlarimn Kiiltiire Edilme islemi

MCF-7 hiicre hatti, L-glutamin igeren DMEM besiyerine %10 fetal sigir serumu,
%71 Penisilin/Streptomisin eklenerek kiiltiirii yapildi [14]. BT-474 hiicre hatti, L-glutamin
iceren DMEM besiyerine %10 fetal sigir serumu, %1 Penisilin/Streptomisin, 10 pg/ml
insulin eklenerek kiltlirii yapildi [34]. Hiicreler % 5 CO2’li, 37°C sicakliktaki nemli
inkiibatorde cogaltildi.

Hiicre kiiltiirii islemleri hava akimli kabinde siirdiiriildii. -80°C dondurucuda
saklanan MCF-7 ve BT-474 hiicreleri 37°C sicakliktaki su banyosunda ¢6ziildii. Daha
sonra MCF-7, 75 cm®lik hiicre kiiltiir flaskina, BT-474 ise 25 c¢cm?’lik hiicre kiiltiir
flaskina aktarildi. 75 cm?’lik flaska 10 ml besiyeri, 25 cm?’lik flaska 7 ml besiyeri eklendi.
Hiicreler, % 5 CO2 iceren 37°C sicakliktaki nemli inkiibatorde ¢ogaltildi. Flasklarda
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cogaltilan hiicreler, inverted mikroskop (Zeiss, Almanya) yardimiyla, giinlik olarak
izlendi. MCF-7 ve BT-474 hiicrelerinin confluent faza gelme (Sekil 3.1) siireleri sirasiyla

30 ve 45 saat olarak belirlendi. Pasajlama islemi bu siirelere uygun olarak stirdiiriildi.

Sekil 3.1. (A) BT-474, (B) MCF-7 hiicre hatlar1 (10 X)

3.2.2. ilaclarin Stok Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

0,01 gr toz Tamoksifen (Sigma, Almanya) 26,917 ml DMSO igerisinde koyu
renkli sisede ¢oziilerek ImM’lik stok soliisyon hazirlandi. Hazirlanan stok soliisyon 0.22
um’lik filtrelerden gecirildi. Daha sonra 2ml’lik ependorf tiiplerine alinarak -20°C’de

saklandi.

5 mg toz DEBIO 1143 (ApexBio, Tayvan) 8,901 ml DMSO igerisinde koyu renkli
sisede ¢oziilerek 1 mM’lik stok soliisyon hazirlandi. Hazirlanan stok soliisyon 0,22 pm’lik

filtrelerden gegirildi. Daha sonra 2ml’lik ependorf tiiplerine alinarak -20°C’de sakland.

Her deney i¢in yeni stok soliisyon kullanildi.

3.2.3. MCF-7 ve BT-474 Hiicrelerinin Sayim

Flasklarin zeminine tutunan hiicreler, 3 ml Tripsin/EDTA ile 5 dakika muamele
edilerek flask zemininden kaldirildi. Hiicreler zeminden kalkinca besiyeri eklenerek 15
ml’lik steril santrifiij tiiplerine aktarildi. 1000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiijlendi.

Bu adim sonrasinda siipernatant atilarak hiicre pelleti 10 ml besiyeri ile seyreltildi ve
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karisimin homojenitesi saglandi. Bu siispansiyondan 10 pl ve Tripan mavisinden 10 pl
almarak (1:1 6lglide) karistirildi. Bu karisimdan alinan 6rnek neubeuer lamina aktarildi.
Neubeuer lami, otomatik hiicre sayim cihazina takilarak hiicre sayim islemi
gergeklestirildi. Canli hiicreler, tripan mavisi boyasini membrandan igeriye almadiklari
icin parlak goziikiirken, 6li hiicreler boyay: aldiklarindan koyu mavi renkte gozlemlendi

(Invitrogen, ABD).

3.2.4. XTT Hiicre Canhilik Testi

MCF-7 ve BT-474 hiicrelerinden 10* hiicre miktarlar1, 96 kuyucuklu plakalara
ekildi. Hiicre ekilen bu plakalar, %5 CO2’1i 37°C sicakliktaki nemli inkiibatérde 24 saat
bekletildi. Boylece hiicrelerin kuyucuklara tutunmasi saglandi. Tamoksifen, 1uM, 2uM,
5uM, 10pM, 20uM’lik dozlarda [76], DEBIO 1143 ise 3uM, 5uM, 10uM, 15uM,
20uM’lik dozlarda kuyulara eklendi. 48 ve 72 saat sonra kuyucuklardaki sitotoksik
etkilerin belirlenmesi i¢in XTT Hiicre Canlilik Testi (Biotium, Amerika) kullanildi. XTT
soliisyonundan 5 ml, aktivasyon ayiracindan 25 pl alinarak karistirildi. Her kuyucuga
toplam hacmin (200 pl) yaris1 kadar aktive edilen XTT soliisyonu (100 pl) eklendi.
Hiicreler, %5 CO2’1i 37°C sicakliktaki nemli inkiibatorde 4 saat bekletildi. 4 saat sonra
kuyucuklarin absorbans degeri 450 - 650 nm referans araliginda mikro plaka okuyucuda
(Tecan, Isvigre) 6lciildii. Tamoksifen’in ve DEBIO 1143iin hiicre kiiltiirlerinde etkisinin
belirlenmesi i¢in sitotoksik etkinin 6lgiimiine olanak saglayan CompuSyn 1.0 yazilimi

kullanildi.

3.2.5. Hiice Oliimiiniin Arastirnimasinda Kullanilan Yontemler

Hiicre 6lumiiniin arastirilmasinda floresan mikroskobu ve akim sitometri analizleri
kullanildi. Tamoksifen ve DEBIO 1143 kombinasyonunun MCF-7 ve BT-474 hiicreleri
tizerindeki etkisini goriintiillemek icin TMRE, Hoechst 33342, Annexin V FITC ve
RedDot™2 boyalarin1 igeren ¢ok parametreli apoptozis deney kiti (CaymanChem,
Michigan, ABD) kullanildi.

TMRE: Saglam mitokondriyal membran potansiyeli olan saglikli ve polarize
durumdaki hiicreleri boyayip isaretleyerek canli hiicreleri goriiniir hale getiren pozitif

yiiklii lipofilik boyalardir [77, 78]. Bu nedenle mitokondrinin membran potansiyelinin
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saglam ve negatif yiiklii olmasi bu boyalarin mitokondriye ¢ekilmesi i¢in gereklidir [79].
Daha fazla polarize durumdaki mitokondri (hiperpolarize; yani i¢ kisim daha fazla
negatiftir.) daha ¢ok pozitif yiiklii boya biriktirir ve depolarize durumdaki mitokondri
(yani i¢ kismi1 daha az negatif) TMRE’yi i¢inde biriktirmekte basarisiz olur, boyanmadan
kalir. Mitokondri icindeki TMRE boyast birikimi floresan mikroskop ile
goriintiilenebilmektedir [80]. Bu boyanin lipofilik yapisi sayesinde membrandan kolayca
gecebilmesi nedeniyle TMRE floresan analizleri metodlar1 araciligiyla mitokondriyal

gegirgenlik tespitinde siklikla tercih edilmektedir [81].

Hoechst 33342: Hiicrelerin DNA’ya spesifik mavi floresan boya olan Hoechst
33258, Hoechst 34580 ve Hoechst 33342 ile boyanmasi uygulamanin basitligi, maliyetin
diisik olmasi agisindan tercih edilmektedir [82]. Hoechst boyalarinin kimyasal
yapisindaki torsional agilar adenin timince zengin olan bolgelerde DNA’nin mindr
oluguna baglanmaya uygundur ve sahip oldugu katyonik gruplar negatif bazlarla
etkilesimi saglar [82, 83]. Hoechst 33342°de ek olarak lipofilik etil grubunun olmasi
nedeniyle hiicreler bu boyaya karst diger Hoechst boyalarindan daha gegirgendir. Bu
yiizden genellikle canli hiicre boyanmasinda tercih edilmektedir. Hoechst 33342’ye karst
hiicrelerin daha gecirgen olmasi ve digerlerine gére bu boyanin minimal sitotoksisitesinin
olmasi nedeniyle daha ¢ok tercih edilen bir boyadir. Hoechst 33342 floresan 1s1masi
boyanin lipid membranlara girmesiyle ve DNA’nin mindr oluguna baglanmasiyla

artmaktadir [82].

Hiicrelerdeki Hoechst 33342°nin floresan 1simasi intraselliiler pH, membran
potansiyeli, kromozomal DNA’nin ve plazma membraninin Hoechst 33342 baglanmasina

erigilebilirligi gibi ¢evresel parametrelere karsi hassasiyet gostermektedir [84].

Annexin V FITC: Annexin V fosfatidilserine yiiksek afinitesi olan 36 kDa’luk
proteindir [85]. Erken apoptotik hiicrelerin belirteci normalde hiicresel membranin ig
tarafinda bulunan fosfatidilserin rezidiielerinin dig tarafina translokasyonudur. FITC baglh
Annexin V, Ca*? varliginda negatif yiiklii fosfatidilserinlere baglanarak o hiicreyi goriiniir

hale getirir [86]. Annexin V FITC apoptotik hiicrelerin akim sitometri ile analizleri i¢in
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hassas bir prob olusturmaktadir. Bu baglanma apoptotik hiicrelerin akim sitometri ile

tespit edilmesini saglar [85].

RedDof™2: Hiicre membranindan gecebilen ve secici olarak Olii hiicrelerin
boyanmasinda kullanilan bir boyadir [87]. Apoptozisin geg evrelerinde plazma membrani
bozulmaya baglar ve bozulmus membran gegirgenligini taniyan RedDot™2 DNA’ya

baglanarak 1s1ma yapar [88].

3.2.5.1. Floresan Mikroskobu Analizi

Floresan mikroskobi yontemi, test edilmek istenen objelerden spesifik bir goriintii
almak icin gelistirilen bir yontemdir. Bu analiz metodunun ¢alisma sekli, uyarilmamis en
diisiik enerjideki bir elektronun dissal bir enerji ile uyarilarak enerjisinin arttirilmasi ve
bdylece kararsiz olan elektronun enerjisinin tekrar temel seviyeye diiserken belirli dalga

boyunda 1s1mast olarak agiklanmaktadir [89].

Hiicrelere uygulanan floresan boyalar, uygun dalga boylarindaki 1s18a maruz
birakildiklarinda daha uzun dalga boyunda 1s1ma yaparlar. Floresan boyalar, siyah arka
plan tizerinde ceitli renklerde (kirmizi, mavi, yesil gibi) gozlemlenir. Farkli floresan

boyanin gézlemlenebilmesi i¢in farkli filtreler kullanilmaktadir [90].

Floresan mikroskobi yonteminde mitokondriyal membran potansiyelinin ve
niiklear morfolojinin goriintiilenmesi yaklagimlar: izlendi. Bu yaklagimlarda kullanilan
kitin igerigindeki boyalarin ozellikleri ve optimal belirleme islemleri Tablo 3.3°de

verilmektedir.
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Tablo 3.3. Floresan mikroskobi analizi i¢in optimal belirleme islemleri ve kullanilan kitin

icerigindeki boyalarin 6zellikleri

Belirte¢ EX/Em Filtreler ~ Boyadig1 kisim

TMRE 540/595 nm nglam me_tmbran potansiyeline sahip
mitokondri

Hoechst 33342 350/461 nm Tiim ¢ekirdek (Kondanse kromatin)

Annexin VV EITC 490/517 nm Apoptotik hiicrelerin dig membranin

uzerindeki fosfatidilserinler

nm: Nanometre.

MCF-7 ve BT-474 hiicreleri, her kuyucukta 10° hiicre olacak sekilde 6’11 plakalara
ekildi. Hiicre ekilen bu plakalar, %5 CO2’li, 37°C sicakliktaki nemli inkiibatorde 24 saat
boyunca bekletildi. Daha sonra MCF-7 hiicreleri 3.8 uM Tamoksifen, 5 uM veya 10 uM
DEBIO 1143 ve ikisinin kombinasyonu ile 72 saat boyunca %5 CO2’li 37°C sicakliktaki
nemli inkiibatorde muamele edildi. Inkiibasyonun ardindan BT-474 hiicreleri 18.9 uM
Tamoksifen, 15 uM veya 20 uM DEBIO 1143 ve ikisinin kombinasyonu ile 72 saat
boyunca %5 CO2’li 37°C sicakliktaki nemli inkiibatorde muamele edildi. Boyama
sollisyonu, 2,5 ul tetra metil rodamin etil ester (TMRE), 2 pl Hoechst Boyasi, 25 pl
Annexin V FITC karistirilarak hazirlandi. Bu boya soliisyonundan 250 pl alinarak
kuyulara eklendi ve 6’11 plakalar karanlikta 15 dakika inkiibe edildi. Kuyulardaki boya
soliisyonu aspire edildikten sonra kitin i¢erdigi RedDot™2 solusyonundan 250 ul alinarak
kuyulara eklendi. Hiicreler floresan mikroskopta (Olympus, Japonya) goriintiilendi.
TMRE ile mitokondrileri saglikli olan hiicrelerin, Hoechst ile kondanse olmus kromatine
sahip olan hiicrelerin, Annexin V FITC ile apoptozise ugrayan hiicrelerin goriintiilenmesi

saglandi.

3.2.5.2. Akim Sitometri Analizi

Akan bir sivinin i¢indeki hiicrelerin 6zelliklerinin belirlenmesi akim sitometri
olarak adlandirilmaktadir. Bu yontem floresan yogunluguna bagli olarak siispansiyon
haldeki hiicrelerin biiyiikliigii ve graniilaritesine gore tek tek Ol¢timiinii saglar [91]. Bu

amagla hiicreler floresan boyalarla isaretlenmektedir. Akim sitometrideki temel prensip,
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hiicreler sivinin igerisinde bir 151k demetinin Oniinden tek tek gecerken hiicrelere iliskin
verilerin boyut, sekil, DNA ve RNA igerigi, sitoplazmik graniilarite veya hiicrelere

baglanan ¢esitli florokromlar agisindan degerlendirilerek grafik haline getirilmesidir [92].

Akim sitometri cihazinda ii¢ ana sistem bulunmaktadir; (1) Hidrolik, (2) Optik, (3)
Elektronik. Hidrolik sistemde hiicrelerin, 151k demetinin onilinden tek tek gecisi saglanir.
Optik sistemde, 151k demetinin 6nlinden akan hiicrelerden yansiyan floresan isimanin
filtreler ile toplanarak fotodetektore aktarilmasini saglanir. Elektronik sistemde ise
goriintlilenen sinyalin elektrik sinyaline ¢evrimi ve analiz igin bilgisayara aktarimi

saglanir [91].

Akim sitometri yonteminde membrandaki apoptotik degisimin ve plazma
membran gecirgenliginin akim sitometride goriintiilenmesi yaklasimlar1 izlendi. Bu
yaklagimlarda kullanilan kitin igerigindeki boyalarin o6zellikleri ve optimal belirleme

islemleri Tablo 3.4’de verilmektedir.

Tablo 3.4. Akim sitometri i¢in optimal belirleme islemleri ve kullanilan kitin i¢erigindeki

boyalarin 6zelligi

AKkim sitometrinin lazer/filtre

Belirteg ayarlar:

Boyadig kisim

Apoptotik hiicrelerin dis
Annexin V FITC 488/525 nm membranin tizerindeki
fosfatidilserinler

Sadece 0lii hiicrelerin
RedDot™?2 633/700 nm cekirdegi (plazma membran

gecirgenligi)

nm: Nanometre.

MCF-7 ve BT-474 hiicreleri, her kuyucukta 108 hiicre olacak sekilde 24’lii
plakalara ekildi. Bu plakalar, %5 CO2’li 37°C sicakliktaki nemli inkiibatorde 24 saat
bekletildi. Daha sonra MCF-7 hiicreleri 3.8 uM Tamoksifen, 5 uM veya 10 uM DEBIO
1143 ve ikisinin kombinasyonu ile 72 saat boyunca %5 CO2’li 37°C sicakliktaki nemli
inkiibatorde muamele edildi. BT-474 hiicreleri 18.9 uM Tamoksifen, 15 uM veya 20 uM
DEBIO 1143 ve ikisinin kombinasyonu ile 72 saat boyunca %5 CO2’li 37°C sicakliktaki
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nemli inkiibatorde muamele edildi. Hiicreler tripsin eklenerek toplandiktan sonra
eppendorflara alindi. Tipler 400g’de 5 dakika santrifiijlendi. Santrifiijiin ardindan
siipernatantlar aspire edildi. Boyama soliisyonu, 2,5 ul TMRE, 2 ul Hoechst Boyasi, 25 ul
Annexin V FITC karistirilarak hazirlandi. Bu boya soliisyonundan 100 pl alinarak
santrifiijle elde edilen pelletin iistiine eklendi. Tiipler oda sicakliginda, karanlik ortamda
15 dakika inkiibe edildi. Daha sonra eppendorflar 400g’de 5 dakika tekrar santrifiijlendi
ve siipernatant tekrar aspire edildi. Elde edilen pellet iizerine 100 pul RedDot™?2 eklenerek
ile homojenize edildi. Hiicrelerin analizi akim sitometride (BD Biosciences, ABD)

yapild.

3.2.3. Istatistiksel Analiz

Deneylerde Tamoksifen’in ve DEBIO 1143’iin artan konsantrasyonlar1 iiger
kuyuda test edildi ve her bir deney ii¢ kez tekrarlandi. Tamoksifen'in ve DEBIO 1143’{in
artan konsantrasyonlarina ait doz cevap egrileri, Graphpad Prism 5.0 istatistik yaziliminda
(La Jolla, CA, ABD) olusturuldu. Sitotoksik etki yiizdesi agisindan Tamoksifen’in ve
DEBIO 1143{in artan konsantrasyonlar1 ile kontroller arasinda anlamli bir farkliligin olup
olmadig1 tek yonli ANOVA ve ardindan Dunnett's testi kullanilarak arastirildi. p<0.05

degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgular

4.1.1. XTT Yontemi ile Elde Edilen Sitotoksisite Bulgulari

4.1.1.1 Tamoksifen’in ve DEBIO 1143’iin MCF-7 ve BT-474 Hiicrelerindeki
Sitotoksik Etkisi

Tamoksifen’in veya DEBIO 1143’iin MCF-7 ve BT-474 hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkisini incelemek i¢in XTT hiicre canliligi testinden elde edilen bulgulara gore
48. saatte DEBIO 1143’iin BT-474 hiicre hatt iizerinde 6nemli bir sitotoksik etki
belirlenmedi (Sekil 4.1A). Bu nedenle her iki ajan i¢in de 72. saat uygulamasindan elde

edilen bulgular verilmektedir.

Tamoksifen (1uM, 2uM, 5uM, 10uM, 20uM), 72. saatte tek basina MCF-7 ve BT-
474 hiicrelerinde canliligi doza bagli olarak azaltt1 (p<0.001) (Sekil 4.1B).

DEBIO 1143 (3uM, 5uM, 10uM, 15uM, 20uM) 72. saatte tek basmna MCF-7
hiicre hattinda canliligi doza bagl azaltirken (p<0.001), BT-474 hiicre hatt1 {izerinde
sitotoksik etkisini sadece 20 uM’lik uygulanan dozda gosterdi (Sekil 4.1B).

CompuSyn yazilimindan elde edilen, Tamoksifen i¢cin MCF-7 ve BT-474
hiicrelerinde 72. saatteki ICso degerleri sirastyla 3.8 = 0.6 uM ve 18.9 + 6.7 uM, DEBIO
1143 i¢in MCF-7 hiicre hattinda 15 + 0.5 pM olarak hesaplandi (Tablo 4.1).
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Sekil 4.1. DEBIO 1143 ve Tamoksifen’in MCF-7 ve BT-474 hiicre hatlarmin canlilig

tizerine (A) 48. ve (B)72. saatlerdeki etkisi.

Tablo 4.1. MCF-7 ve BT-474 Hiicrelerindeki Tamoksifen’in ve DEBIO 1143’{in ICsq

degerleri.

Meme Kanseri 1Cs0 (M)

Hiicre Hatti Tamoksifen DEBIO 1143
MCF-7 3.8+£0.6 15+0.5
BT-474 189+6.7 -
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4.1.1.2. Tamoksifen ve DEBIO 1143 Kombinasyonunun MCF-7 ve BT-474
Hiicrelerindeki Sitotoksik Etkisi

DEBIO 1143 ve Tamoksifen kombinasyonunun sitotoksik etkilerini ¢alismak i¢in,
MCEF-7 ve BT-474 hiicreleri, tek basina her iki ajanin da farkli konsantrasyonlarina ve

kombinasyonlarina 72 saat boyunca maruz birakildi (Sekil 4.2).

A MCF-7 B BT-474
)§) >§')
z E
3 3
o g

ilaglar (uM, 72 s)

Sekil 4.2. (A) MCF-7 ve (B) BT-474 meme kanseri hiicrelerinde doza bagl olarak
canliligin Tamoksifen ve DEBIO 1143 kombinasyonu tarafindan inhibisyonu. Grafikler,

ti¢ farkli deneyin verileri kullanilarak olusturulmustur (¥**p<0.001).

MCF-7 hiicrelerindeki 5 uM DEBIO 1143 ve 3.8 uM Tamoksifen’in sitotoksik
etkisi sirasiyla % 15 ve % 39, kombinasyonunun ise sitotoksik etkisi % 81 oraninda
gozlendi (p<0.001). MCF-7 hiicrelerindeki 10 uM DEBIO 1143 ve 3.8 uM Tamoksifen’in
sitotoksik etkisi sirasiyla % 36 ve % 39, kombinasyonunun ise sitotoksik etkisi % 91
oraninda gozlendi (p<0.001). MCF-7 hiicrelerindeki 15.6 uM DEBIO 1143 ve 1 uM
Tamoksifen’in sitotoksik etkisi sirasiyla % 37 ve % 14, kombinasyonunun ise sitotoksik
etkisi % 52 oraninda gozlendi (p<0.001). MCF-7 hiicrelerindeki 15.6 pM DEBIO 1143
ve 2 uM Tamoksifen’in sitotoksik etkisi sirastyla % 50 ve % 7, kombinasyonunun ise

sitotoksik etkisi % 65 oraninda gozlendi (p<0.001).
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BT-474 hiicrelerindeki 15 uM DEBIO 1143 ve 18.9 uM Tamoksifen’in sitotoksik
etkisi sirastyla % 0 ve % 50, kombinasyonunun ise sitotoksik etkisi % 85 oraninda
gozlendi (p<0.001). BT-474 hiicrelerindeki 20 pM DEBIO 1143 ve 18.9 uM
Tamoksifen’in sitotoksik etkisi sirasiyla % 20 ve % 50, kombinasyonunun ise sitotoksik
etkisi % 85 oraninda gézlendi (p<0.001). Kombinasyon ¢iftlerinin kombinasyon indeks

analizler Tablo 4.2’de belirtilmistir.

Tablo 4.2. MCF-7 ve BT-474 meme kanseri hiicrelerinde Tamoksifen ile kombinlenen
DEBIO 1143’iin kombinasyon indeks analizi.

Hiicre Hatti Kombine Edilen Ajanlar Fa CI* Tammm
DEBIO 1143 (15 uM) + Tam (18.9 uM) 0.85 0.60 Sinerjistik
BT DEBIO 1143 (20 uM) + Tam (18.9 uM) 0.85 0.69 Sinerjistik
DEBIO 1143 (5 uM) + Tam (3.8 uM)  0.81 0.22 Yiiksek Sinerjistik
Ml DEBIO 1143 (10 uM) + Tam (3.8 uM) 0.91 0.20 Yiiksek Sinerjistik

DEBIO 1143 (15,6 uM) + Tam (1 uM) 0.52 0.58 Sinerjistik
DEBIO 1143 (15,6 pM) + Tam (2 uM) 0.65 0.77 Sinerjistik
*Cl =1.00, CI <0.50, yiiksek sinerjistik; Cl < 1.00, sinerjistik; CI > 1.00, antagonistik

4.1.2. Birden Fazla Parametre Kullanilarak Apoptozisin Analizi ile ilgili
Elde Edilen Bulgular

XTT sitotoksisite testi sonuglarina gére TAM ve DEBIO 1143 kombinasyon
uygulamalarinda, MCF-7 hiicrelerinde kombinasyon indeks degeri en diisiik olan yani
sinerjistik acidan en etkili olan doz (DEBIO 1143 (10 uM) + Tam (3.8 uM)); BT-474
hiicrelerinde ise DEBIO 1143{in tek olarak etki gdsterdigi 20 uM’Iik doz bu parametrenin

testinde kullanilmistir.
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4.1.2.1. Floresan Mikroskobi Goriintiilleme Bulgulari
Tamoksifen’in ve DEBIO 1143’iin MCF-7 ve BT-474 hiicre kiiltiirleri tizerindeki
Hoechst, TMRE ve Annexin V FITC ile boyanmasindan elde edilen floresan mikroskobi

analizi bulgulan asagida verilmektedir.

4.1.2.1.1. Mitokondrial Membran Potansiyelinin Ol¢iimii Bulgulari
flag ve SMAC mimetigi uygulanmamis MCF-7 ve BT-474 meme kanseri hiicre
hatlarinda (kontrol), mitokondrilerin kirmizi floresan boya ile boyandigi gézlemlendi

(swrasiyla Sekil 4.3A, Sekil 4.4A).

Calisma grubunda ise ilag ve SMAC mimetigi uygulamasinda 72 saat sonunda

aliman TMRE boyamas: goriintiileri ile ilgili bulgular asagida belirtilmektedir.

MCF-7 hiicrelerine 3.8 pM Tamoksifen, 10 uM DEBIO 1143’{in ayr1 ayr
uygulanmasina (sirasiyla Sekil 4.3B, Sekil 4.3C) gore ikisinin kombine edilerek
uygulanmasindan (Sekil 4.3D) elde edilen kirmiz1 floresan boyanmada azalma oldugu

gbzlemlendi.
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Kontrol B 3.8 ntM Tamoksifen

C 10 uM DEBIO 1143 D 3.8 uM Tamoksifen + 10 uM DEBIO 1143

Sekil 4.3. TMRE boyasi1 ile boyanan MCF-7 hiicrelerinin floresan mikroskobundaki
goriintiileri (Biiyiitme orani: 6,3X; Olgek: 100. um)

BT-474 hiicrelerine 18.9 pM Tamoksifen’in tek basina (Sekil 4.4B) ve
Tamoksifenle 20 uM DEBIO 1143’iin kombinasyonu (Sekil 4.4D) uygulanmasindan elde
edilen boyamada kontrole gore azalma varken, DEBIO 1143’iin tek basina (Sekil 4.4C)

uygulamasinda boyanmanin fazla oldugu goriildii.
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18.9 uM Tamoksifen

C 20 tM DEBIO 1143 D18.9 uM Tamoksifen + 20 pM DEBIO 1143

Sekil 4.4. TMRE boyas1 ile boyanan BT-474 hiicrelerinin floresan mikroskobundaki
goriintiileri (Biiyiitme orani: 6,3X; Olgek: 100. pm)

4.1.2.1.2. Niiklear Morfolojinin Degerlendirilmesi Bulgulari

[lag ve SMAC mimetigi uygulanmamus (kontrol) MCF-7 ve BT-474 meme kanseri
hiicrelerinin, saglam bir ¢ekirdege sahip oldugu gozlemlendi (sirasiyla Sekil 4.5A, Sekil
4.6A).

Calisma grubunda ise ilag ve SMAC mimetigi uygulamasinin 72 saat sonunda

alinan Hoechst boyamasi goriintiileri ile ilgili bulgular asagida belirtilmektedir.

MCF-7 hiicrelerine 3.8 uM Tamoksifen, 10 pM DEBIO 1143’iin ayr1 ayr
(swrasiyla Sekil 4.5B, Sekil 4.5C) uygulanmasina gore ikisinin kombine edilerek
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uygulanmasindan alinan sonuglarda (Sekil 4.5D) elde edilen mavi floresan boyanmada

saglam olmayan nukleusa sahip hiicrelerin arttig1 gézlemlendi.

A Kontrol B 3.8 uM Tamoksifen

Sekil 4.5. Hoechst boyasi ile boyanan MCF-7 hiicrelerinin floresan mikroskobundaki
goriintiileri. B, C, D’deki oklar saglam nukleusa sahip olmayan hiicreleri gostermektedir.

(Biiyiitme oran1: 6,3X; Olcek: 100. pm).

BT-474 hiicrelerine 18.9 uM Tamoksifen, 20 uM DEBIO 1143’iin ayr1 ayri
(swrasiyla Sekil 4.6B, Sekil 4.6C) uygulanmasina gore ikisinin kombine edilerek (Sekil
4.6D) uygulanmasindan elde edilen boyamada saglam nukleusa sahip olmayan hiicrelerin

arttig gorildi.
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A Kontrol B 18.9 nM Tamoksifen

20 pM DEBIO 1143

Sekil 4.6. Hoechst boyasi ile boyanan BT-474 hiicrelerinin floresan mikroskobundaki
goriintiileri. B, C, D’deki oklar saglam nukleusa sahip olmayan hiicreleri gostermektedir.

(Biiyiitme oran1: 6,3X; Olgek: 100. pm).

4.1.2.1.3. Apoptotik Hiicrelerin Dis Membranlar1 Uzerindeki Fosfatidilserin
Boyanmasi Bulgular

TAM ve DEBIO 1143 uygulanmamus hiicre hatlarinda (kontrol) ve bu ajanlarla
ayr1 ayr1 ve kombine edilerek 72 saat boyunca maruz birakilan MCF-7 ve BT-474 meme
kanseri hiicre hatlarinda apoptozisin varligin1 gosteren Annexin V FITC boyanmasi

gozlenmedi.
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4.1.2.2. Tamoksifen ve DEBIO 1143’in MCF-7 ve BT-474 Hiicreleri
Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Akim Sitometrisi (Flow Sitometri) ile
Goriintillenmesi

Tamoksifen’in ve DEBIO 1143’iin MCF-7 ve BT-474 hiicre kiiltiirleri {izerindeki
etkilerini incelemek i¢in hiicreler Annexin V FITC ve RedDot™2 ile boyama

uygulamasindan elde edilen akim sitometri analiz bulgular1 asagida belirtilmektedir.

flag ve SMAC mimetigi uygulanmamus (kontrol) MCF-7 ve BT-474 meme kanseri
hiicre hatlarinin % 99’unun Annexin V ve RedDot™2 ile boyanmadig: belirlendi (Sekil

4.7A, Sekil 4.8A).

Calisma grubunda ise TAM ve DEBIO 1143 uygulamasindan 72 saat sonra alinan

gortntiiler ile ilgili bulgular asagida belirtilmektedir.

MCF-7 hiicrelerine 3.8 uM Tamoksifen, 10 pM DEBIO 1143’iin ayr1 ayr1 ve
ikisinin kombine edilerek uygulandigi kuyulardaki hiicre canlilig1 sirasiyla % 35.9, %

36.4, % 33.1 olarak belirlendi. Ayni kuyulardaki hiicrelerin RedDot™2 boyamasi sirastyla
% 62.1, % 61.5, % 65.3 olarak gozlendi (Sekil 4.7B, Sekil 4.7C Sekil 4.7D).
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Sekil 4.7. Annexin V ve RedDot™?2 ile boyanan MCF-7 hiicrelerinin akim sitometrisi

cihazindan elde edilen bulgular:

BT-474 hiicrelerine 18.9 uM Tamoksifen, 20 pM DEBIO 1143’iin ayr1 ayr1 ve

ikisinin kombine edilerek uygulandigi kuyulardaki hiicre canlilig: sirasiyla % 5.4, % 58,

% 25.6 olarak belirlendi. Ayn1 kuyulardaki hiicrelerin RedDot™2 boyamasi sirasiyla %
94.5,% 41.9, % 74.4 olarak gozlendi (Sekil 4.8B, Sekil 4.8C Sekil 4.8D).
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Sekil 4.8. Annexin V ve RedDot™?2 ile boyanan BT-474 hiicrelerinin akim sitometrisi
cihazindan elde edilen bulgulari

4.1.3. Istatistiksel Analiz Bulgulari

XTT sitotoksisite deneyinden elde edilen verilerin tek yonlii ANOVA ve ardindan

Dunnett's testi kullanilarak elde edilen bulgular, Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de verilmektedir.
[statistiksel olarak anlamli p deger1i p < 0.05°dir.

Tablolarda karsilastirilan gruplar;
1. Kontrol (K) ile Tamoksifen (T) ve DEBIO 1143 (D) kombinasyonunun,
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2. Tamoksifen’in (T) ve DEBIO 1143 (D)’iin her birinin ayr1 ayr1 kombinasyon

degerleriyle karsilastirilmasindan elde edilen istatistiksel bulgular1 gostermektedir.

Tablo 4.3. MCF-7 hiicre hatti i¢in istatistiksel p degerleri

MCF-7 Hiicre Hattindaki Istatistiksel Analiz Sonuclari

Karsilastirilan <. Karsilastirilan < .

I p degeri I p degeri
gruplar gruplar
K-T1um+Di1s6 um faleka Ds M -T1um +D1s6 um il
K-T2 um +D15.6 um folalal Dsum - T2 um +D1s6 um kel
K-T3zguMm +Ds um fleka Ds M - Tzagum +Ds um folelal
K-T3gum +D1oum B Ds M - Tagum +D1oum flokal
Tium -T1um +D1s6 um e Dioum -T1um D156 um n.s.
Tium -T2 um +D1s6 um O Dioum -T2 um D156 um n.s.
T1um -T3gum +Ds v B Dioum - Tagum +Ds v e
T1um -T3gum +D1oum okl Di1o- um T38um +D1oum flolal
T2um -T1uMm +D1s6 um falal Dis6um -T1um +D156 um n.s.
Toum -T2 um +D1s6 um 2 Diseum -T2 um +D1s6 um n.s.
T2um -T38um +Ds um * Dis6um -T38 um +Ds um n.s.
T2 um -T38um +D1oum ekl Dis6um -T38um +D1o um *x
TaguMm -T1um +D1s6 um n.s.
Tzgum -T2 M D156 um n.s.
Tagum -Tz8um +Ds um e

**k*

T3guM -T38um +D1oum

D:DEBIO 1143; K: Kontrol:; T:Tamoksifen

n.s.:Istatistiksel olarak énemli degil (non significant) p > 0.05

**p <0.01
*** 1 <0.001

Tablo 4.4. BT-474 hiicre hatt1 i¢in istatistiksel p degerleri.

BT-474 hiicre hattindaki istatistiksel analiz sonuclari

Karsilastirilan gruplar  p degeri Karsilastirilan gruplar  p degeri
K-T1g9um +D15 um ikl D15 um -T18.9 um +D1s5 um folelal
K-T189 um +D20 um okl D15 um -T18.9 um +D20 um ekl
Tig9um -T18.9 um +D15 um * D2oum - T18.9um +D1s um Hx

* *k*k

T189 um -T18.9 um +D20 um

D20 um - T18.9 um +D20 um

D:DEBIO 1143; K: Kontrol; T:Tamoksifen

*P<0.05
**x ) < 0,001



4.2. Tartisma

Bu tez calismasindan elde edilen bulgular, Tamoksifen’in ve DEBIO 1143’iin
kombine edilerek uygulanmasinin MCF-7 (Luminal A tipi), BT-474 (Luminal B tipi) ER+
meme kanseri hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisine yonelik elde edilen ilk verilerdir.
Bulgular her iki hiicre hattinda da kombine uygulamanin sinerjistik sitotoksik etki
gosterdigini igaret etmektedir. Sitotoksik etkinin hiicre 6lim mekanizmalarindan
apoptozis mekanizmasi ile olmadigini, diger hiicre 6liim tiplerinden otofaji ya da nekrozis

ile olabilecegini gostermektedir.

Yaptigimiz arastirmada Tamoksifen’in, MCF-7 ve BT-474 hiicrelerinde 72.
saatteki I1Cso degerleri sirasiyla 3.8 uM ve 18.9 uM olarak belirlenmistir.

MCF-7 hiicre hatt1 i¢in 3.8 uM olarak belirlenen deger, Wang ve arkadaslarinin
[93] ayni1 hiicre hatt1 ile yaptiklar1 ¢alisma ile benzer bulunmustur. MCF-7 hiicreleriyle
yapilmig Tamoksifen’in 72. saatteki 1Cso degeri Barett ve arkadaslarinin [94] ¢calismasinda
4.12 uM, Yenigiin ve arkadaslarinin [95] ¢alismasinda ise 10 uM olarak tespit edilmistir.
Calismamizdan farkli olan 1Cso degerleri, deneysel farkliliklardan (test edilen hiicre sayisi,

cogaltim kosullar1 gibi) dolay1 olabilir.

Arastirmamizda, BT-474 hiicre hatt1 i¢in elde edilen Tamoksifen’in 72. saatteki
ICso degeri olan 18.9 uM, MCF-7 hiicre hatt1 i¢in bulunan degerden daha yiiksektir. BT-
474 hiicre hatt1 gen ekspresyon profiline gore p53 mutant, HER2 +’dir. MCF-7 hiicre
hattinda ise p53 wild tip, HER2 ise eksprese edilmemektedir. HER2 nin asir1 ifade
edilmesi meme kanserinde Tamoksife’ne direng gelismesiyle iliskilendirilmektedir [96].
Meme kanseri hiicre hatlarinda, p53 durumunun da Ostrojen reseptdr modiilatorii
Tamoksifen’e ve dstrojen ligandina kars: hiicresel yanit1 etkiledigi ve p53 mutant hiicre
hatlarinin Tamoksifen’in sitotoksik etkisine karsi daha az duyarli oldugu belirtilmektedir.
Bunun sebebinin, p53 fonksiyon kaybinin Ostrojen reseptoric ve EGFR/HER2 yolagi
arasindaki etkilesim (cross-talk) arttisina yol agmasindan dolayr olabilecegi
belirtilmektedir [97]. Calismamizda, hiicre hatlarindan BT-474 {izerinde tamoxifenin ICso
degerinin daha yiliksek olmasi, olasilikla p53 ve HER2 gen ekspresyon profilinden

kaynaklanmaktadir.
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Bulgularimiz SMAC mimetigi olan DEBIO 1143’iin 72. saatte, MCF-7 hiicre
hattindaki ICso degerinin 15 uM oldugunu gostermektedir. Chessari ve arkadaslarinin
MDA-MB-231 (ER-, PR-, HER2-, p53 mutant), EVSA-T (ER-, PR-, HER2+, p53 mutant)
meme kanseri hiicreleri ile yaptigi ¢alismada, DEBIO 1143 ajanmimn ICso degerleri
sirastyla 72. saatte 0.019 uM ve 0.0021 puM olarak tespit edilmistir [98]. 1Cso degerleri
arasindaki bu farkliik, DEBIO 1143 ajanimin tek basma uygulanmasinda sitotoksik
etkinin hormon reseptdr profiline bagli olabilecegini gdstermektedir. DEBIO 1143’iin
ER+, PR+ meme kanser hiicre hatlarina gére ER- ve PR- meme kanser hiicre hatlarinda

daha diisiik dozda etkili oldugunu isaret etmektedir.

BT-474 hiicre hattinda XTT hiicre canlilig1 testinde 20 uM DEBIO 1143’i{in
uygulandigr kuyularda sitotoksik etkisinin %20 oldugunu gézlemledik. Bunun nedeninin;
BT-474 hiicrelerindeki ekspresyon degisiklikleri oldugu tahmin edilmektedir. MCF-7’den
farkl1 olarak, BT-474 hiicrelerindeki HER2+ ve P53’iin mutant olmasinin DEBIO 1143
ajanina verilen yanit1 azalttig1 diisliniilmektedir. Daha 6nce yapilmis ¢alismalarda, I1AP
olan Survivin ekspresyonunun HER2’nin asir1 ekspresyonu ile artis gosterdigi ve P53
mutant durumda oldugu i¢in Survivin ekspresyonunu engelleyemedigi bulunmustur [99].
Ayrica SMAC mimetiklerinin IAP’diizeylerine etki etmesiyle birlikte IAP diizeyinin
yiiksekliginin de SMAC diizeyini etkiledigi saptanmistir. Ma ve arkadaglarinin yaptigi
calismada, IAP olan Livin’in SMAC’1 azalttig1 gosterilmistir [100].

Kombinasyon uygulamalarinda ise MCF-7 hiicre hattinda DEBIO 1143 (5 uM) +
Tam (3.8 uM) ve DEBIO 1143 (10 uM) + Tam (3.8 pM) dozlar1 yiiksek sinerjistik (Cl <
0.50), DEBIO 1143 (15.6 uM) + Tam (1 uM) ve DEBIO 1143 (15.6 uM) + Tam (2 uM)
dozlar1 sinerjistik (CI < 1.00) etkili bulundu. Tlging olan ise BT-474 hiicre hattinda DEBIO
1143’iin 15 pM’lik dozunun tek basina uygulanmasinda sitotoksik etki gézlenmezken,
DEBIO 1143 (15 uM) + Tam (18.9 pM) kombinasyon dozunda sinerjistik etkili (Cl <
1.00) oldugu belirlendi. BT-474 hiicre hattinda 20 uM DEBIO 1143 dozunun %20 orani
gibi az bir seviyede sitotoksik etkisi gdzlenirken DEBIO 1143 (20 uM) + Tam (18.9 uM)
kombinasyon dozunun sinerjistik (Cl < 1.00) etkili oldugu belirlendi. BT-474 meme
kanseri hiicre hattinda 20 uM iizerinde uygulanacak DEBIO 1143 dozunun artisina bagl

olarak etkisinin degerlendirilmesi uygun olacaktir.
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Fandy ve arkadaslarinin [101] MCF-7 (ER+, PR+ HER2-), MDA-MB-453 (ER-,
PR-, HER2+) ve MDA-MB-468 (ER-, PR-, HER2-) meme kanseri hiicreleriyle yaptiklar
calismada SMAC mimetigi ile muamelenin Tamoksifen’in etkisini arttirdig1 saptanmustir.
Bu bulgularla tutarli olarak ¢alismamizda Tamoksifen ve DEBIO 1143 kombinasyonunun

MCF-7 ve BT-474 meme kanseri hiicreleri {izerine etkisinin sinerjistik oldugunu tespit

ettik (Tablo 4.2).

Stanculescu ve arkadaslarmin [102] yaptigi calismada MCF-7 ve T47D ER+
meme kanseri hiicrelerinde Ostrojenin NF-kB araciligyla TNFa sayesinde cIAP2’nin
yiiksek ekspresyonuna neden oldugu bulunmustur. Caligmamizda DEBIO 1143’iin BT-
474 hiicresinde 15 pM dozda sitotoksik etki géstermeme nedeninin clAP2 seviyesinin
yiiksek olmasi ve bu nedenle DEBIO 1143’ii baskilamis olabilecegini diisiinmekteyiz.
Tamoksifen ve DEBIO 1143 kombinasyonuna maruz kalan BT-474 hiicrelerinde ise
Ostrojen seviyesi azalan hiicrelerin daha fazla cIAP2 eksprese edemedigi ve dolayisiyla
yiiksek sinerjistik etkinin bu yiizden goriilebilecegi tahmin edilmektedir. Ayrica DEBIO
1143’iin BT-474 ve MCF-7 hiicrelerindeki sitotoksik etki sonuglarinin farkliligt MCF-7
ve BT-474 hiicrelerindeki IAP proteini cesitlerinin ekspresyon farkliliklarindan
kaynaklaniyor olabilir. Ciinkii yapilan bir arastirmada, DEBIO 1143’iin tercihen clAP1
ve cIAP2’ye baglandig1 ve XIAP’a kars1 daha az afinite gdsterdigi belirtilmektedir [72].
Bu nedenle MCF-7 ve BT-474 hiicrelerindeki IAP ekspresyon seviyelerinin incelenmesi

yararli olacaktir.

Hoechst 33342 boyasiyla yapilan floresan mikroskobi analizinde MCF-7 ve BT-
474 meme Kanseri hiicrelerine Tamoksifen’in ve DEBIO 1143’iin ayr1 ayr1 uygulanmasina
gore kombinasyon uygulanmasinda nukleus morfolojisi bozuk hiicrelerde Onemli
derecede artig gozlemlenmistir. Ayrica TMRE boyamasi yapilan MCF-7 ve BT-474 meme
kanseri hiicrelerinde kontrol grubuna gére kombinasyon grubunda anlamli sekilde daha
az boyanma (yani daha az canlilik) oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu verilerin XTT

sitotoksisite testi ile uyumlu bulgular oldugu tespit edilmistir.
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Yapilan in vitro ¢alismalar, gesitli kanser hiicre hatlarinda DEBIO 1143 ile birlikte
bortezomib [103] ya da karboplatin [4] ya da radyasyon [104] ya da JQ1 [105]

uygulanmasinin apoptozisi indiikleyebilecegini desteklemektedir.

Calismamizda Annexin V FITC apoptozis analizi sonuglarina gore, her iki hiicre
hattinda da kombinasyonun sitotoksik etkisinin apoptozisle olmadigin1 géstermektedir.
RedDot™2 boyama sonucuna gore ise hiicre 6liimiiniin apoptozis disinda hiicre 6liim

mekanizmalarindan biriyle ger¢eklesmis olabilecegini gostermektedir.

Yapilan ¢alismalar, Tamoksifen’in ER+ meme kanseri hiicrelerinde otofajiyi ve
apoptozisi indiikledigini gostermistir [106, 107]. Bununla birlikte baz1 ¢aligmalar, meme
kanseri hiicrelerinde Tamoksifen’in apoptozisle tutarli olarak karakteristik morfolojik
degisiklikleri indiikledigini belirtmektedir [108]. Tamoksifen’in retinal fotoreseptor,
glioblastoma ve meme kanseri hiicrelerinde ise otofajiyi indiikleyebildigi de gosterilmistir
[106, 109, 110]. Bursch ve arkadaslar1 [106], otofajinin inhibisyonunu saglayarak MCF-
7 hiicrelerinde Tamoksifen ile indiiklenen hiicre 6liimiiniin engellendigini gostermislerdir.
Bir baska ¢alismada da, Tamoksifene maruz birakilan MCF-7 hiicrelerinde otofagozomun
floresan probu olan dansilkadaverin (MDC) sayesinde otofagozom sekillenmesi
goriintiilenmistir [111]. Hwang ve arkadaslar1 [112] Tamoksifen’e maruz birakilan ER+
MCF-7 ve ER- SKBR-3 meme kanseri hiicrelerinde LC3-II artisiyla otofajinin
indiiklendigini ve ER bagimsiz olarak gergeklestigini tespit etmislerdir [109].

Meme kanseri hastalarindan alinan 6rneklerde Beclin 1 (BECN1, mayalardaki
otofaji iligkili genin (ATG (AuTophaGy)) insanlardaki homologu) genindeki azalmis
ekspresyonunun onun tiimoér baskilayict rolii olabilecegini desteklemektedir. Bu durum
timorigenez sirasindaki genomik instabiliteye katki saglamaktadir [113]. Beclin 1
ekspresyonu olmayan MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde genetik olarak tekrar
yapilandirma sayesinde; besin yetersizligine yanit olarak otofaji indiiksiyonu saglanmig

ve daha az malign fenotip tesvik edilmistir [57].

Bir¢ok kanser tipinde apoptozisten kagis karekteristik bir ozelliktir. Tedaviye
direng ile de iligkilendirilmektedir. Son yillarda nekroptozisin kanser hiicrelerinde

terapotik etkisine olan ilgi alternatif hiicre 61iim mekanizmasi olarak ilgi ¢ekicidir [114].
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Nekroptozis, strese ve engellenmis apoptozise cevap olarak verilen kritik bir hiicre 6liim
mekanizmasidir. Nekroptozis kemoterapotik ilaglar tarafindan indiiklenebilmektedir.
Klinik olarak gelistirilmekte olan SMAC mimetikleri, apoptozise ek olarak nekroptozisi

de tetiklemektedir [10].

Apoptozis yolaklarinda sorun olan kanser hiicreleri nekroptozise gitme
egilimindedir. Ornegin, SMAC mimetiklerinin kaspaz-8 veya FADD olmayan 18semi
hiicrelerinde TNFa ile tetiklenen nekroptozisi arttirdigi gozlenmistir [115, 114]. Ek olarak
glukokortikoidlerle SMAC mimetiklerinin 16semi hiicrelerine birlikte uygulanmasiyla
apoptozisin tetiklendigi [116] ancak belirli bir kaspaz-8 ekspresyonu olmayan losemi
hiicrelerinde ise nekroptozisi indiikledigi gosterilmistir. [117] Hannes ve arkadaslarinin
[118] ulastig: veriler de bu bulgularla tutarli olarak, pankreatik kanser hiicrelerinde kaspaz
aktivasyonunun engellenmesi durumunda SMAC mimetiklerinin nekroptozisi tetikledigi
bulunmustur. Hiicresel strese cevap olarak RIP1’in multifonksiyonel rolii de dikkate
alinmalidir. Hiicresel stres durumlarinda fonksiyonel kaspaz-8 yoksa ya da
ubikitinlenmemis RIP1 varsa hiicre nekroptozise gider [70]. MDA-MB-231 ve MCF-7
meme kanseri hiicreleriyle yapilmis ¢alismada SMAC mimetiginin cIAP’1 yikmasi
sonucunda RIP1  birikiminin oldugu dolayisiyla nekroptozisin  gerceklestigi

diistiniilmektedir [119].

Tamoksifen ve DEBIO 1143’iin sitotoksik etkisine iliskin daha &nce yapilmis
arastirma sonuglarinin 1s1g¢inda, ¢alismamizdan elde edilen sitotoksik etkinin
nekroptozisle mi yoksa otofaji ile mi oldugunun ve hangi ajanin hangi 6liim tipini tesvik
ettiginin belirlenebilmesi i¢in ileri galismalarin yapilmasi, kombinasyonun sinerjistik etki
mekanizmasinin anlagilmasini saglayacaktir. Bu amagla Tamoksifen ve SMAC mimetigi
uygulanmis hiicre hatlarimizda kaspaz-8, BECLIN 1, LC3-11, ve RIP1 gen ekspresyon

diizeyinin ortaya konmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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5. SONUC ve ONERILER

DEBIO 1143’iin Tamoksifen ile kombine edilerek ER+ meme kanseri hiicre
hatlarinda uygulanmasinin sinerjistik sitotoksik etkili oldugu belirlenmistir. Elde edilen
bulgular hem ilag ve SMAC mimetiginin tek baslarina hem de kombine edilerek
uygulanmasi sonucunda meydana gelen hiicre 6liimiiniin, apoptozis ile olmadigini, diger
hiicre oliim tipleri ile iliskili olabilecegini gdstermektedir. Hangi hiicre 6lim tipi ile
sitotoksik etkinin meydana geldiginin ortaya konmasi i¢in apoptozis, nekroptozis ve
otofaji ile iligkili anahtar proteinlerin ekspresyon diizeylerinin degerlendirilmesi

Onerilmektedir.

Tamoksifen’in ve DEBIO 1143’iin kombine edilerek uygulanmasinin MCF-7
(Luminal A tipi) ve BT-474 (Luminal B tipi) ER+ meme kanseri hiicre hatlarindaki
sitotoksik etkisine yonelik bu tez ¢alismasindan elde edilen ilk verilerin daha sonra alanla

ilgili yapilacak olan ileri ¢alismalara 151k tutacagi diistiniilmektedir.
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