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ONSOZ

Yaptigimiz bu calismada meme kanserinin en yaygin ve tedavisi en zor tiirleri kullanilmistir.
En yaygin tiir olan Luminal A ve meme kanseri tedavisi en zor tir olan Ggli negatif meme

kanseri i¢in yeni tedavi yontemlerine katkida bulunmaya ¢alisilmistir.

Bilim insan1 bilimin bir veya birden fazla alaninda uzman olabilen, evrene iliskin olgulara
ve degiskenlere yonelik bilimsel veri elde etme yontemlerini kullanarak sistemli sekilde bilgi
elde etmeye c¢alisan kisidir. Bilim insan1 olmakta atilacak ilk adim Yiiksek Lisans yaparak
Onemli calismalara imza atmaktir. Benim de hedefim bilim insan1 olmaktir ve bu adimi1 atlamis

olmanin hakli sevincini yastyorum.

Bana hedeflerime ulasmak i¢in destek olan, bilgi ve deneyimlerini benden esirgemeyen, yoluma
her zaman 1g1k tutan, her seyi en ince ayrintisina kadar anlatan, sonsuz sabri, hosgoriisii ve bana
olan inanciyla her daim yanimda olan degerli Hocam Sayin Do¢.Dr. Mehmet Rifki TOPCUL’a

sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Universiteye geldigim ilk giinden beri bildigi her seyi bana sabirla 6greten, yaptigim her iste
bikmadan hep yardimci olan, destegini hi¢ bir zaman esirgemeyen, arkamda duran ve bana
okulu bile aile ortam1 gibi hissettiren degerli Hocam Sayin Dr. Ogr. Uyesi idil CETIN’e en

icten tesekkiirlerimi sunuyorum.

Ve son olarak her zaman bana inanan, giivenen, destekleyen, her zorlukta elimden tutan,
istedigim her seyi bana sunan, hedeflerime ulagsmam isin canim disine takan canim aileme,
hayatim boyunca beni kendi evlad1 gibi sevip, destek olan canim halama ve arkadaslarima ¢ok

tesekkiir ediyorum. |
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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

7ZM447439°UN FARKLI TiPTEKi TUMOR HUCRELERININ HUCRE
KINETIiGi UZERINE IN VITRO ETKILERININ ARASTIRILMASI

Giilendam DADASOVA

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitist

Biyoloji Anabilim Dah

Damisman : Do¢. Dr. Mehmet Rifki TOPCUL

Bu tez ¢alismasinda Luminal A meme kanseri ve Uclu negatif meme kanseri hiicreleri tizerine
aurora kinaz inhibitoriic ZM447439’un antiproliferatif etkileri tespit edilmistir. Bu amacla
Luminal A meme kanseri modeli olarak da MCF-7 ve Ucli negatif meme kanseri modeli olarak
da MDA-MB-231 hiicre hatt1 kullanilmistir. Deneylerde hiicre kinetigi parametreleri olarak
hiicre canliligi, xCELLigence gergek zamanli hiicre analiz sisteminden elde edilen hicre
indeksi degerleri, mitoz indeksi, BrdU hicre proliferasyon analizi ve apoptoz indeksi

degerlendirilmistir.

Deneylerde her iki hiicre hatt1 i¢in 20 uM, 40 uM ve 80 uM’lik ZM447439 konsantrasyonlari
uygulanmis, 40 uM’lik ZM447439 konsantrasyonu IC50 dozu olarak belirlenmistir.

Tim uygulamalar sonucunda elde edilen veriler incelendiginde her iki hiicre hattinda zamana
bagl olarak hiicre canliligi, hiicre indeksi, mitoz indeksi ve % BrdU degerlerinde anlamli bir

azalma gozlemlenirken, apoptoz indeksi degerlerinde anlamli bir yiikselis gozlenmistir.



Haziran 2021, 56 sayfa.

Anahtar kelimeler: Aurora kinaz inhibitori, ZM447439, Meme kanseri, MCF-7, MDA-MB-
231
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In this thesis study, the antiproliferative effects of Aurora kinase inhibitor ZM447439 on
Luminal A breast cancer and triple negative breast cancer cells were determined. For this
purpose, MCF-7 was used as a Luminal A breast cancer model and MDA-MB-231 cell line was
used as a triple negative breast cancer model. In the experiments, cell viability, cell index values
obtained from xCELLigence real time cell analysis system, mitotic index, BrdU cell

proliferation analysis and apoptotic index were evaluated as cell kinetics parameters.

In the experiments, ZM447439 concentrations of 20 uM, 40 uM and 80 uM were applied for
both cell lines, and the concentration of 40 uM ZM447439 was determined as the 1Cso dose.

When the data obtained as a result of all applications were examined, a significant decrease was
observed in cell viability, cell index, mitotic index and BrdU % values in both cell lines, while

a significant increase was observed in apoptotic index values.
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1. GIRIS

Kanser, genetik ve ¢cevresel kosullarin etkisi altinda hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi, biiytimesi
ve cogalmasi ile ortaya ¢ikan, 100'den fazla tiirii bilinen hastalik olarak tanimlanir. insanlarin
DNA’s1 birbirine benzemedigi gibi kanser hastalii da her insanda farkli seyretmektedir.
Kanser, insan sagligini tehdit eden 6nemli bir hastaliktir ve hastalar tedavilere farkli cevaplar
vermektedir. Teknolojinin ilerlemesi, kanser hastaliklarinin tedavisine iliskin yOntemlerin

gelistirilmesinde biiyiik rol oynamaktadir (Fitzmaurice ve dig., 2015).

Meme kanseri diinya genelinde kadinlar arasinda goriilen kanserler arasinda en yaygin olandir.
Erkeklerde nadir goriilmektedir (Greenlee ve dig., 2000). insanlarda meme kanserinin nedeni
tam olarak bilinmemekle birlikte genetik, cevresel, hormonal, sosyobiyolojik ve psikolojik
etkenler hastaliin olusumuna neden olmaktadir (Tannock ve Hill, 1992). Tiirkiye genelinde
meme kanseri sikligi, 1994 yilinda yayinlanan bir ¢calismada, 24/100.000 olarak belirlenmistir
(Eryilmaz ve dig., 2012). Ge¢mis 25 yillik slrede meme kanseri riskinde 2,5 kat artis
goriilmektedir (Gosain ve dig., 2016). Giin gegtikce meydana gelen bu artisin bazi sebepleri
vardir. Bunlar, yasam tarzinin degigmesi, niifusun artmas1 ve yaslanmasi ile diizensiz olarak
cekilen mamografi sayisinin artmasi olarak siralanabilir. Ulkemizde meme kanserinin
sikliginda goriilen bu hizli artis, korunma ve erken tani icin ciddi bir ¢alisma yapilmasin

gerektirmektedir (McCray ve dig., 2016).

Yuksek insidansa sahip Avrupa iilkeleri ve yaninda Amerika, Afrika, Asya gibi llkelerde de
meme kanseri insidans oran1 artmaktadir. Bu artis fiziksel hareketsizlik, asir1 kilo alma sonucu
meydana gelen obezite, tiiketilen zararl yiyecekler, hava kirliligi, ge¢ dogum yapma, az ¢ocuk
sahibi olmak, erken menars ve ge¢ menapoz yasi, laktasyon gibi durumlardan

kaynaklanmaktadir (Lukong, 2017).

Meme dokusu; meme loblari, yag dokusu, baglar, bosluklar, salg1 bezleri ve siit kanallarindan
olusur. Meme dokusunda yer alan hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasiyla olusan meme
kanseri, meme lobiilleri veya kanallarini kaplayan hiicrelerin anormal bir sekilde biiyiimesi ile
meydana gelmektedir. Meme karsinomlar1 heterojen tiimorlerdir. Heterojen olmasi biyolojik
etkenlerin yanisira farkli terap6tik yanitlardan da kaynaklanmaktadir (Zhang ve Long, 2015).
ER (6strojen reseptori), PR (progesteron reseptoril) ve HER-2’nin (insan epidermal biiylime



faktori 2) anlatim seviyeleri klinik agidan, meme tiimérlerinin mevcut kemoterap6tik ajanlara
tepkisini belirlemede son derece 6nemlidir (Vinod ve dig., 2015). Her kadinin timdriindeki
hiicreler bedenindeki diger hiicreler gibi kendine has genetik bir kod tasir, iistelik meme kanseri
icin genomik ve proteomik profillerin analizi, saglikli hiicreler veya tiimdr hiicreleri tarafindan
iiretilen karakteristik biyolojik belirteglerin bulunmasi agisindan énem tasimaktadir (Willman

ve dig., 2015).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), bunun yani sira mikroarray teknolojisindeki gelismeler
sayesinde meme kanserlerinin molekiiler olarak gen anlatim profilleri ¢ikarilmistir. Cikarilan
bu gen anlatim profilleri dogrultusunda meme kanseri siniflandirilmistir. Bu alanda, 2000
yilinda Perou ve arkadaslart meme tiimorlerini dort ana gruba ayirmistir. Bunlarin iginde bazal
tip meme kanseri, 6strojen reseptor, progesteron reseptoru ve c-erbB2 negatif 0zellikte olup
en kotii prognoza sahiptir (Sorlie ve dig., 2001; Sorlie ve dig., 2003; Guste rson ve dig., 2005).
Son yillarda, ayn1 anda binlerce genin aktivite seviyesini inceleyen ¢alismalar sayesinde, meme
kanseri biyolojisi daha iyi anlagilmaktadir. Bu kapsamda, meme kanserinin 5 molekiiler alt tipi
(Luminal A, Luminal B, HER-2 neu, Bazal benzeri ve Claudin-diisiik) tanimlanmistir (Prat ve
dig., 2015). Meme kanserinin alt tiplerinden biri olan bazal tip, U¢li negatif meme kanseri
olarak da bilinmektedir. Uglii negatif meme kanseri, farkli aktivite yolaklarma sahip bir dizi
kanser iceren, cesitli diizeylerde kanser ilact duyarliligt ve metastaz i¢in farkli egilimler
gosteren heterojen bir hastaliktir (Le Du ve dig., 2015). Uclii negatif meme kanseri, bazal (%70)
ve bazal olmayan (%30) tiimdrlerden olusan heterojenik bir timdrdiir (Fantini ve dig., 2012).
Uclii negatif meme kanserlerinin  %90°mda patolojik tani invaziv duktal karsinomdur ve
yiiksek histolojik dereceye sahiptir. Hiicre sag kalimi azdir ve lenf noduna yayilimi siktir

(Kinalis ve dig., 2018).

Yapilan ¢aligsmalar ve analizler dogrultusunda meme tiimorlerinin %75’ inde Ostrojen reseptorii
ve progesteron reseptorii bulundugu anlagilmistir. Bu da tiimoriin luminal gruba dahil oldugunu
gostermektedir (Yersal ve Barutca, 2014). Luminal tiimor de kendi arasinda farkli davraniglar
gosterdigi i¢in iki alt gruba ayrilir. Bunlar, Luminal A ve B olarak bilinir. Meme kanserleri
icinde en yiiksek yayilima sahip Luminal A grubu; proliferatif aktivitesi, mitoz orani ve
histolojik derecesi diisiik Her-2 negatif timdrleri kapsamaktadir. Luminal A tiimorlii hastalarin
prognozlar iyidir, metastazi kemiklerle sinirlidir. Ancak Luminal-B timorleri, daha agresif

seyretmektedir. Luminal A ile B arasindaki smir degeri, genellikle immiinohistokimyasal



olarak tiimor hiicrelerinin %14’iinden azinin niikleer Ki67 ekspresyonu gostermesi olarak kabul
edilir. Ayrica Her-2 pozitif tiimorlerden yaklasik %30 kadar1 immiinohistokimyasal olarak
luminal B fenotipindedir. Luminal A ve Luminal B'ye gore de daha kotl seyretmektedir. Beyne
metastaz ile sonug¢lanmaktadir (Tsutsui ve dig., 2003; Kesse-Adu ve Shousha, 2004; Putti ve
dig., 2005; Moasser, 2007; Gutierrez ve Schiff., 2011; Wesolowski ve Ramaswamy, 2011;
Anderson ve dig., 2014; Diniz ve dig., 2015).

Gliniimiizde kanser tedavisinde kullanilan geleneksel tedaviler cesitli sinirlamalara sahiptir.
Geleneksel ilaglar sadece kanser hiicrelerini hedefleyememekte, dolayisi ile yiiksek toksisiteye
neden olmaktadirlar. Giin gegtikce kansere neden olan mekanizmalarin aydinlatilmasi, yeni
anahtar molekiillerin ve yolaklarin kesfedilmesine yol agmustir. Bu anahtar molekiiller ve
yolaklar sadece kanser hiicrelerini yok eden tedavilerde basarili hedefler haline gelmistir
(Topcul ve Cetin, 2014). Hedefe yonelik tedavi, ilaglarin kanser hiicrelerine veya kanser
biiylimesini destekleyen doku ortamina 6zgii belirli genlere veya proteinlere verilmesini
amaglamaktadir. Hedefe yonelik tedavi, kanser hiicresi ¢ogalmasini bloke eden, hiicre dongiisii
duzenlenmesini destekleyen, apoptoz veya otofajiyi tetikleyen ve toksik maddelerin spesifik
olarak kanser hiicrelerine hedeflenmis sekilde verilmesini igeren ilaglar gelistirmeyi

icermektedir (Gerber, 2008).

Ser/treonin kinazlarin aurora ailesi, mitoza giristen sitokineze kadar degisen gesitli asamalarda
onemli rollere sahip 6nemli mitoz diizenleyicilerdir (Carmena ve dig., 2009). Bu kinazlar,
sentrozom olgunlagsmast ve ayrilmasi dahil olmak tizere kromozomal ve hiicre iskeleti
olaylarmin dogru koordinasyonunun yani sira kromozomlarin yavru hiicrelere diizgiin bir
sekilde ayrilmasimi saglayan uygun ig ipligi diizeneginin olusturulmasinda 6nemli roller
oynamaktadir ve evrimsel olarak yiliksek oranda korunmustur. Aurora kinaz ailesi iiyelerinin
sayisi, farkli hayvan filumlarina goére degismektedir. Aurora-A ve aurora-B kinazlarin, farkl
hiicresel lokalizasyonlar1 ve fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Kinaz ailesinin t¢tinct bir Gyesi olan
aurora-C, yalnizca memelilerde bulunur ve agirlikli olarak testislerde anlatimi yapilir, ancak
ayni zamanda, in vitro olarak aurora-B'den yoksun insan somatik hiicrelerinde de
bulunmaktadir. Memeli aurora kinaz ailesinin ¢ Uyesi, benzer karboksil terminal katalitik
alanlar1 paylasir. Her {i¢ aurora kinazin da insan kanser hiicrelerinde asir1 anlatiminin yapildigi

bulunmasina ragmen, aurora-C'nin tiimdrijenik fenotiplerin gelisimine olas1 katilimi, minimal



ekspresyonu ve somatik hiicrelerde saptanan fonksiyonu agisindan bilinmemektedir (Katayama
ve Sen, 2010).

Son zamanlarda umut vaat eden aurora kinaz inhibitorii olan ZM447439, tiimor hiicre hatlarinda
tek basina veya biyoterapotik ve kemoterapotik ajanlarla kombinasyon halinde antiproliferatif

ve proapoptotik etkilere neden olmaktadir (Dar ve dig., 2010).

Bu tez calismasinda aurora kinaz inhibitorii ZM447439'un Luminal A meme kanseri MCF-7 ve
uclu negatif meme kanseri MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde tek basina meydana getirecegi

etkilerin ¢esitli hiicre kinetigi parametreleri kullanilarak degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. KANSER

Kanser, cok hucreli organizmalara ait bir hastalik grubudur. Hiicre bélinmesi ve hiicre
farklilagsmasi i¢in normal hiicresel programin diizensizligine yol agan ¢oklu genlerin
anlatimindaki  degisikliklerle karakterizedir. Bu degisiklikler, bir tiimor hiicresi
populasyonunun biiyiimesini destekleyen hiicre replikasyonu ve hiicre Oliimii arasindaki
dengesizlik ile sonuglanir. Kétii huylu tiimor olusumu tiimor hiicrelerinin invazyon ve metastaz
yapabilme yetenegi kazanmasi sonucu meydana gelmektedir (Ruddon, 2007). Klinik olarak
kanser, koken aldiklar1 hiicre tipine bagl olarak degisik davraniglar gdsteren yiize yakin
sayidaki karmasik hastaliklari kapsayan bir olgu olarak tanimlanmaktadir (Klug ve Cummings,
2006).

Insanlarda gelisen tiimérler; iyi huylu (benign) veya kétli huylu (malign) olabilir. Kanser olarak
bilinen malign tiimorler kaynak aldiklart hiicrelere gore, karsinom veya sarkom olarak
isimlendirilirler. Karsinomlar epitel hicrelerinden kaynak alirken, sarkomlar mezenkimal
hiicrelerden kaynak almaktadir. Iyi huylu tiimorler kanser degildir. Ancak malign timor
yayilarak saglikli dokulara zarar verir ve tiimorden koparak kan dolagimina veya lenf sistemine

girerek metastaz yapabilirler (Kumar ve dig., 2015; Goljan, 2019; Niederhuber ve dig., 2020).

Sekil 2.1: Benign (iyi huylu) ve malign (kott huylu) timor



Kansere karsi etkili tedavilerin gelistirilmesi kanserin temel 6zelliklerinin tespit edilmesine

baglhdir. Kanserin temel 6zellikleri sunlardir:

Kendi blytume faktorlerine sahip olma: Normal hiicreler ¢gogalmak igin dis ortamdan gelen
blyime faktorlerine ihtiya¢ duyar, ancak kanser hticreleri gecirdikleri mutasyonlar sayesinde

blytmek icin kendi buytime faktorlerini Uretirler.

Blyume engelleyici faktorlerden kurtulma: Normal hiicreler homeostaz adi verilen i¢ dengeyi
saglamak ic¢in belli bir biiyiime kapasitesine ulastiklarinda dis ortamdan alinan sinyal ile
buyumelerini durdururlar. Kanser hiicreleri bilylime engelleyici sinyaller aldiklar reseptorleri

(algaclar1) bozarak bu sistemi atlatirlar.

Bagisiklik sisteminden ka¢ma: Bagisiklik sistemimiz viicudumuza giren yabanci maddeleri
tanir ve yok eder. Normal hiicrelerimiz bagisiklik sistemi hiicrelerine “dost” olarak goriinmesini
saglayan proteinleri ylizeylerinde tasir. Ayni zamanda kanser hiicreleri de bu proteinleri

ylizeylerinde tagiyarak bagisiklik sistemine goriinmez olmay1 6grenir.

Siirekli béliinme yetenegi: Insan viicudunda kok hiicreler digindaki diger hiicreler siirli sayida
boliinme yetenegine sahiptir. Belirli bir stire boliindiikten sonra senesens adi verilen yaslilik
donemine girerler. Biyolojik yaslanmaya telomerlerin kisalmasi sebep olur. Her hiicre
cogalmasinda telomerler azalir ve bdylece genler korunur. Kanser hiicreleri telomer kisalmasini
engellemek igin “telomeraz” adi verilen enzimlerin aktivitesini artirirlar. Boylece sinirsiz

¢ogalma yetenegine sahip olurlar.

Kanserlesmeyi destekleyen iltihaplanma: Tiimor ortami sadece kanser hiicrelerini barindirmaz,
aynt zamanda iltihaplanma ile iliskili bagisiklik sistemi hiicrelerini de igerir. Bu hiicreler
biiylime faktorleri ve enzimlerin sayisini artirarak kanserin damar olusturmasini ve yayilmasini
destekleyen bir ortam olusturur. Ayni zamanda reaktif oksijen radikalleri iireterek DNA’nin

hasar gérmesine ve bunu takiben kanserlesmeye neden olur.

Invazyon veya metastaz: Normal hiicreler genellikle bulunduklar1 konumlardan ayrilmazlar.
Kanser hucreleri belirli bir cogalmaya ulastiklarinda baska doku ve organlara gog¢ ederler. Bu
olaya metastaz adi verilir. Kansere bagli yasam kayiplarinin %90’ imndan metastazlar
sorumludur. Hiicrelerin birbirlerine veya bir dokuya tutunmasini saglayan proteinlerin

genlerinde meydana gelen hasarlar metastaz: tetikler.



Anjiyogenez: Normal hiicreler besin ve oksijen ihtiyag¢larin1 karsilamak i¢in kan damarlarina
ithtiya¢ duyar. Ancak erigkin bireylerde damar olusumu ¢ok azdir. Kanser hiicreleri ¢ok hizli
boliindiiklerinden dolayi yiiksek oranda besin ve oksijene ihtiya¢ duyarlar. Bu sebeple damar

olusturma yetenegine sahiptirler.

Genetik denge bozuklugu: DNA hasarlarinin birikmesi kanserlesmenin en 6nemli sebebidir.
Aynm1 zamanda DNA tamirinde gorev alan enzimlerin fonksiyonlarinin kaybolmasi gen

yapisindaki bozulmalarin artmasini destekler.

Apoptozdan kaginma: Normal hiicrelerde DNA hasar1i meydana geldiginde tiimdr biiytimesini
baskilayan genler hiicre ¢ogalmasini durdurarak DNA tamir mekanizmalarini baslatir. Ancak
DNA’daki hasar tamir edilemeyecek boyutta ise programli hiicre dliimiiyle (apoptoz) hiicre
ortadan kaldirilir. Kanser hiicreleri bu programli hiicre dliimiine karsi direng gosterecek

mekanizmalara sahiptir.

Enerji metabolizmasini degistirme: Kanser hiicreleri ¢ok hizli boliinme yetenegine sahip
olduklarindan dolay: fazla miktarda enerjiye ihtiya¢ duyarlar. Bunun i¢in oksijen varligina
bakmadan glikozu kullanarak stirekli enerji iiretirler. Bu duruma “Warburg etkisi” adi verilir

(Hanahan, 2011).

Bagisiklik
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Kararsizlik ve Metastaz
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Sekil 2.2: Kanserin ayirt edici 6zellikleri



2.2. MEME ANATOMISI

Memelilere 6zgii olan meme bezleri, siit sentezleme, salgilama ve yeni dogani besleme gibi
0zel islevlere sahiptir. Bu islev goz Oniline alindiginda, meme bezinin mikro ve makro
anatomisinde ciddi degisiklikler meydana gelmektedir. Meme bezleri hucresel diizeyde
hormonal etkiler yoluyla yeniden sekillenerek yalnizca gebelik/emzirme dongiisii sirasinda

olgun bir gelisim durumuna ulasmaktadir (Hassiotou ve Geddes, 2013).

Memenin merkezindeki meme ucu, biiziisebilen diiz kaslar igerir ve bu da meme ucunun cinsel
uyarilmaya, soguk havaya veya emzirilen bir bebege yanit olarak diklesmesine neden olur.
Meme ucunu cevreleyen pigmentli bdlge areola olarak isimlendirilmektedir. Meme, st
tiretmek icin Ozellesmis meme bezlerini igerir. Meme bezleri, yizlerce kicuk sit Greten
lobiilden olusur. Her lobiilde salgi tiretici kisimlarin etrafindaki kasilgan hiicreler(miyoepitel
hiicreler) siitiin kanallara gegmesine izin verir. Kanal hiicreleri etrafindaki miyoepitel hiicrelerin
kasilmasiyla siit kanallarinda ilerler ve meme ucuna gelir. Memenin biiyiik bir kismi1 yag
dokusundan olugsmakta, bu nedenle meme biylkliigli siit {retim potansiyelini
gostermemektedir. Diizensiz siki bag dokusu lobiilleri ve yag dokusunu desteklemektedir
(Johnson, 2012).

Major B\
rektoral kas —

¥ Duktus igindeki normal hiicreler

Sekil 2.3: Meme anatomisi



2.3. MEME KANSERI

Meme kanseri, memenin siit kanallarinda veya siit lireten bezlerinde olusan anormal biiylime
ve kontrolsiiz ¢ogalma sonucu meydana gelmektedir. Meme kanseri tanisina en ¢ok rastlanan
yas grubu 35-64 yas arasi kadinlardir (Seo ve Noh, 2017). Meme kanserinin invazyon ve

metastaz yetenegi, bu timdorleri agresif hale getirmektedir (Melzer ve dig., 2017).

Meme kanseri, ¢ok nedenli bir saglik sorunudur. Erken menars, hi¢ dogum yapmamis olmak,
ilk dogumun geg yaslarda yapilmasi, kisa streli emzirme ve ge¢ menopoz degistirilmesi giig
olan temel risk faktorleri olup, meme kanserinin %25’inden sorumludur. Bu faktérlerin yani
sira obezite, fiziksel inaktivite, beslenme ve diyet gibi degistirilebilir risk faktorleri de hastaligin

ortaya ¢ikmasini etkilemektedir (Yilmaz ve Atak, 2014).

Lenf dugimleri o

Lobiller ' Kanal

Sekil 2.4: Kanserli meme anatomisi

Morfolojik olarak 6zdes meme kanserleri farkli klinik sonuglar ve tedaviye gosterdikleri farkli
yanitlar ile heterojenlik gostermektedirler. Bu heterojenite, agirlikli olarak histopatolojik
bakimdan benzer kanser tiirleri arasinda var olan molekiiler sinif farkliliklarina dayanmaktadir.

Bu nedenle, molekiiler smiflandirma, farkli tedavi protokollerinin uygulanabilmesi igin
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histopatolojiden daha gii¢lii bir ongorii saglamaktadir (Shawarby ve dig., 2013). Mevcut tedavi
kilavuzlari, meme kanserinin histopatolojik derecelendirmesi, tiimor boyutu, lenf diigiimii,
hormon reseptorii, insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii 2 (HER2) ve proliferasyon
(Ki67) durumuna dayanmaktadir. c-DNA mikroarray teknolojisini kullanan gen anlatimi
analizleri, meme kanserinin karmasikliginin daha iyi anlagilmasini saglamistir (Engstrem ve
dig., 2013). Bu ¢alismalar meme tiimorlerinin gen ekspresyon profillerine dayali olarak Sekil
2.5’de gosterildigi gibi en az bes molekiiler alt tiire ayrilabilecegini gdstermistir (Perou ve dig.,

2000; Sorlie ve dig., 2001; Hu ve dig., 2006).

Normal meme Meme tiimorii alt Ayirt edict
geligimi tipleri ozellikler:

Meme kdk hiicresi Mezenkimal
° Claudin-diigik
Bipotent progenitor
/9\‘ Bazal Benzeri
A Liiminal

Sekil 2.5: Kanser alt tipleri ile iligkili insan meme bezi hiyerarsisi modeli

2.4. LUMINAL A MEME KANSERI

Luminal A; meme kanserlerinin en sik goriilen (%40) alt tipidir (Erglic ve Orhan, 2019).
Ostrojen reseptorlerini (ER) ve/veya progesteron reseptorlerini (PR) ifade eden, ancak insan
epidermal biiyiime faktorii reseptor 2 (HER2) anlatimi i¢in negatif olan Luminal A meme

kanserleri, endokrin tedaviye iyi yanit verir ve genel olarak olumlu bir prognoza sahiptir
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(Rouzier ve dig., 2005). Bununla birlikte, uzun vadeli endokrin bazli tedavi, ters sistemik
toksisite, edinilmis tiimor direnci ve terapotik etkinligi tehlikeye atan ve hastaligin ilerlemesini
destekleyen ilaca direngli kanser kok hiicrelerinin ortaya g¢ikmasiyla iliskilendirilmistir

(Lippman, 1983; Johnston ve Dowsett, 2003; Musgrove ve Sutherland, 2009).

2.5. UCLU NEGATIF MEME KANSERIi

Uclii negatif meme kanseri meme tiimorleri icinde 6strojen reseptorii (ER), progesteron
reseptori (PR) ve insan epidermal biyime faktori reseptori 2 (HER-2) gen anlatimi olmayan
kigUk bir grubu kapsar ve yeni tan1 konmus hastalarin %15-20sini olusturur (Gluz ve dig.,
2009). Hormon reseptorleri pozitif olan meme kanserlerine kiyasla daha agresif bir klinik seyir
gosterir ve yuksek visseral ve sinir metastazlari insidansina sahiptir. Daha ¢gok BRCA1
mutasyonlart ile iligkilendirilmistir (Foulkes ve dig., 2003; Bauer ve dig., 2007). Ayn1 zamanda
tedaviden iic yil sonra yliksek bir niiks orani ve 5 yilda yiiksek bir O6liim orani ile

iliskilendirilmistir. Uzak metastaz durumlarinda hayatta kalma oran1 zayiftir (Mersin ve dig.,

2008).

Erken gebeligin meme kanserine karsi koruyucu bir faktdr olarak kabul edildigi diger alt
tiplerden (Luminal A, B ve HER2) farkli olarak, gebelik iiclii negatif fenotipin gelisiminde
onemli bir risk faktor( olarak gortinmektedir (Uscanga-Perales ve dig., 2016). Uglii negatif
meme tiimorlerinin 6zel terapdtik hedeflerinin olmamasi, agresif biyolojik 6zelliklere sahip
olmasi, hormonal tedaviye yanit vermemesi ve hastaligin genel sag kalim agisindan yiiksek risk
olusturmasi, bu alt tip i¢in yeni hedefe yonelik tedavi arayislarinin devam etmesine neden
olmaktadir (Chen ve Pu, 2017).

2.6. AURORA KINAZLAR

Aurora A, B ve C olmak (zere sirasiyla AURKA, AURKB ve AURKC (i¢ izoformu bulunan
aurora kinazlar, mitoz boliinmenin devami igin sentrozomlarin, ig ipliklerinin ve kinetokorlarin
fonksiyonunu diizenleyen en 6nemli serin/treonin protein kinazlardir (Katayama ve Sen, 2010).
Aurora kinazlar, mitozun birgok fonksiyonunda rol oynamaktadir. Aurora A, mitoza giris,
sentriyol ciftlerinin ayrilmasi, dogru bipolar ig ipligi diizenegi, metafaz kromozomlarinin

hizalanmasi ve sitokinezin tamamlanmasinda rol oynamaktadir (Marumoto ve dig., 2003).
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Aurora A'nin aktivitesi sentrozomlarla yakindan iligkilidir. Bipolar ig ipligi olusturmak i¢in, D-
Tacc24, y-tubulin25, SPD-2 ve sentromerik ChToh27 dahil olmak Uzere gesitli proteinleri bir
araya getirerek kopyalanmis sentrozomlarin olgunlasmasinda rol oynamaktadir (Berdnik ve
Knablich., 2002; Hannak ve dig., 2001; Kemp ve dig., 2004; Conte ve dig., 2003). Yakin
zamanda Aurora A'min nuklear zarf parcalanmasinin tesvik edilmesindeki roli de

tanimlanmistir (Portier ve dig., 2007).

Aurora B, fonksiyonel bir mitotik yapt olan kromozomal yolcu kompleksinin ana
bilesenlerinden biridir. Kinetokor-mikrotiibiil birligini ve sitokinezi diizenleyen kromozomal
bioryantasyonda yer almaktadir (Adams ve dig., 2001). Kardes kromatid kinetokorlarinin
mikrotiibiillere yanlig baglanmasi aurora B tarafindan ¢oziilebilmektedir (Hauf ve dig., 2003;
Knowlton ve dig., 2006). Aurora B, kromatin yogunlasmasina ve ayrilmasina yardimci

olduguna inanilan histon H3'U (Ser 10) fosforile etmektedir (Goto ve dig., 2002).

Aurora C, aurora B ile benzer islevlere sahiptir ve sitokinez i¢in gereklidir (Li ve dig., 2004).
Bu nedenle aurora C’nin gesitli mitotik olaylarin diizenlenmesinde diger kinazlar kadar 6nemli
bir kinaz olabilecegi diisiiniilmektedir (Kollareddy ve dig., 2008). Aurora kinazlar ayrica
siklinler ve sikline bagimli kinazlarla birlikte hiicre dongiisiiniin G2 / M gegisi ili baglantilidir
(Dutertre ve dig., 2004). Ayrica, gesitli raporlardan aurora kinazlarm p53 ve cdc25 dahil olmak
tizere hiicre dongiisii ve hiicre boliinmesi ile ilgili birgok dnemli hiicresel protein ile etkilesime

girdikleri bilinmektedir (Gizatullin ve dig., 2006).

JAurora A'nin meme kanseri, insan gliomalari, overyum, prostat, serviks, kolon, pankreas ve
akciger kanserlerinde; aurora B, meme, kolon, tiroid, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri ve
oral kanserlerde; aurora C'nin ise meme ve Kkaraciger kanserlerlerinde asir1 anlatimi
yapilmaktadir (Zhou ve dig., 1998; Kimura ve dig., 1999; Reichardt ve dig., 2003; Li ve dig.,
2003; Sorrentino ve dig., 2005; Smith ve dig., 2005; Buschhorn ve dig., 2005; Tchatchou ve
dig., 2007; Gu ve dig., 2007; Guangying ve dig., 2007). Aorora kinazlarin asir1 anlatimlari
kanserlerde kromozomal karasizlik ve klinik agresiflik ile pozitif korelasyon gostermektedir
(Yang ve dig.; 2006).

2.7. AURORA KiNAZ iNHIiBITORLERI

Hiicre dongiisii sirasinda mitotik siirecteki 6nemli rolleri, kanserdeki asir1 anlatimlar1 ve

onkojenik sinyal yolaklar1 géz oniine alindiginda, aurora kinaz ailesinin tyeleri kanser icin
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umut verici kemoterapdtik hedefler olarak ortaya ¢ikmistir. Bu proteinler tercihen sadece
proliferatif amagl ¢ogalan hiicrelerde eksprese edilmektedirler (Lapenna ve Giordano, 2009).
Bu fikri destekleyen aurora kinaz inhibitorii ZM447439 ile yapilan ilk in vitro deneyler, bu
inhibitorin bolunmeyen hicreler tzerine etki gostermezken yalnizca hizli bolunen hucreleri
secici olarak dldiirdiigiinii gdstermistir (Ditchfield ve dig., 2003). Ug aile iiyesine yonelik farkli
ICso degerleri sergileyen bir dizi aurora kinaz inhibitorii gelistirilmis ve mitoz siirecinde aurora
kinazlarin fonksiyonel roliinii incelemek i¢in kullanilmistir. Bu inhibitorlerin anti-tumaor
aktiviteleri de preklinik ¢aligmalarda degerlendirilmis ve bunlardan birkac¢i farkli kanser
tiirlerinin tedavisi icin erken evre klinik deneylere girmistir (Cheung ve dig., 2009; Pérez ve

dig., 2009).
2.8. ZM447439

ZM447439 (N-[4-({6-Metoksi-7-[3-(morfolin-4-yl)propoksi]kyinazolin-4-yl}amino), aurora-
A ve aurora-B'yi sirasiyla 110 ve 130 nM ICso degerleriyle inhibe ederek histon H3'lin
fosforilasyonunun azalmasimma neden olmaktadir (Ditchfield ve dig., 2003). Hiicrelerin
ZM447439 ile muamelesi, biiyiik olasilikla ig ipligi biitiinliigii kontrol noktasina midahale
ederek kromozom hizalamasinda, ayrilmasi ve sitokinezde kusurlara neden olmaktadir (Gadea
ve Ruderman, 2005). ZM447439 ile muamele edilen hiicreler S fazindan gecerler, ancak
boliinemezler ve ardindan kromozom hizalanmasi ve ayrilmasindaki basarisizlik nedeniyle
ikinci bir S fazina girerler. P53’ hasarli olan hiicrelerde ZM447439°un, p53’i saglam olan
hiicrelere kiyasla endoreduplikasyonu arttirmasi, p53'ten bagimsiz mekanizmalarin ZM447439
ile indiiklenen tetraploidizasyonu etkileyebilecegini diistindiirmektedir. ZM447439'un aracilik
ettigi H3 fosforilasyonunda azalma, BUBR1, Mad2 ve Cenp-E'nin kinetokor lokalizasyonunun
inhibisyonu gibi islevler, AURKA'dan ¢cok AURKB inhibisyonuna 6zgiidiir (Ditchfield ve dig.,
2003).

ZM447439, poliploidizasyonu takiben konsantrasyona ve zamana baglh bir sekilde apoptozu
indiiklemektedir. Ayrica, aurora kinazlarin inhibisyonu ile indiiklenen apoptoz, hem Bak hem
de Bax'a bagli olarak mitokondriyal yolaklar araciligiyla gerceklesmektedir. Aurora kinaz
inhibitorlerine yanit olarak ikincil bir olay olarak apoptoz, yalnizca poliploidizasyona degil,
ayn1 zamanda inhibitdrlerle muamele edilen hiicrelerin hiicre i¢i apoptotik sinyalizasyonuna da

baghidir. Bu nedenle, apoptozu uyaran terap6tik secenekler, anti-timoral etkilerini
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guclendirmek icin aurora kinaz inhibitorleri ile sinerjik olarak hareket edebilmektedir (Dar ve
dig., 2010).
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Sekil 2.6: ZM447439'un kimyasal yapisi
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN HUCRE HATLARI

Bu ¢alismada Luminal A meme kanseri modeli olarak MCF-7 hiicre hatt1 ve U¢li negatif meme
kanseri modeli olarak MDA-MB-231 hiicre hatt1 kullanilmistir. Kullanilan bu hiicre hatlari
laboratuvarimizda rutin olarak kiiltiire edilen hiicrelerdir. Hiicreler 100 pg/ml streptomisin
(Streptomisin siilfat, I.E. Ulugay), 100 IU/ml penisilin (Pronapen, Pfizer), Amfoterisin B
(Sigma) ve %10 Fetal S1gir Serumu ( FBS, Gibco lab.) igeren pH's1 %4.4'luk NaHCOzile 7.2'ye
ayarlanmig RPMI-1640 (MCF-7) ve yiksek glikozZlu DMEM (MDA-MB-231) doku kiltrd

besiyerlerinde pasajlanmistir.
3.2. HUCRELERIN PASAJ iSLEMI

Pasaj islemi, ¢ogaltilan hiicreler kiiltiir kaplarinda tek tabaka haline geldiklerinde yapilmustir.
Tek tabaka haline gelmis hiicreler ilk dnce %0.25'lik tripsin (Gibco lab.) ile kaldirilmis ve
siispanse edilerek santrifiij tiipiine aktarilmistir. Uzerine 2 ml besiyeri eklenip tripsin inaktif
hale getirilmistir. Daha sonra 500 g déonme hizinda 3 dakika santriflij edilerek supernatant
atilmis ve pelet kuyucuk basina ekilecek olan hiicre sayisi hesaplanarak sulandirilmigtir.

Yapilan bu islemlerden sonra ekim iglemine gecilmistir.
3.3. HUCRELERIN EKiM iSLEMIi

Hiicre canlilig1 ve % BrdU proliferasyon analizi i¢in 96 kuyucuklu steril kiiltiir kaplarina her
bir kuyucukta 3x10* hiicre/ml olacak sekilde ekim yapilmistir. Mitoz indeksi parametresi icin
24 kuyucuklu steril kiiltiir kaplarinin her bir kuyucugun igerisine onceden steril yuvarlak
lameller yerlestirilmis ve her bir kuyucuk basina 15x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir.
Hiicreler lamellere yapistiktan sonra her kuyucuga 1 ml besiyeri eklenmistir. Apoptoz indeksi
parametresi icin, 6 kuyucuklu steril kiiltiir kaplarina ekim iglemi yapilmistir. Her bir kuyucuga
1x10° hiicre olacak sekilde ekim gergeklestirilmistir. Hiicreler 24 saat boyunca, 37 °C'de %95

hava, %S5 karbondioksit igeren inkiibatdrde hazir hale getirilmistir.
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3.4. ZM447439 KONSANTRASYONLARININ HAZIRLANMASI

Hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hiicre hatlari igin kullanilan 20 pM, 40 uM ve 80 uM’lik
inhibitor konsantrasyonlart ZM447439’un (Tocris) 1 mM’lik stok soliisyonunun seyreltilmesi

ile hazirlanmistir.
3.5 MiTOZ INDEKSI ICIN PREPARATLARIN HAZIRLANMASI

Kontrol ve deney gruplarindaki hiicrelerin inhibitér uygulama siireleri (24 saat, 48saat ve
72saat) tamamlandiginda, mitoz indeksi islemi igin ayrilan lameller kuyucuklardan
cikarilmistir. Havada kurutulduktan sonra seffaf oje ile lamlara yapistirilmistir. Hazirlanan bu
preparatlar hava ile kurutulduktan sonra, Carnoy fiksatifi [glasiyal asetik asit: %96 etanol (1:3
v/v)] ile 10 dakika fikse edilmis ve iki kez 5’er dakika %70 etanol ile yikanmistir. Preparatlar

daha sonraki hidroliz ve boyama islemleri igin kurutma kagidi tizerinde kurumaya birakilmistir.
3.6 APOPTOZ INDEKSI ICIN PREPARATLARIN HAZIRLANMASI

Apoptoz indeksi icin inhibitér uygulama sireleri (24 saat, 48saat ve 72saat) sonunda hiicreler
%70.25°1ik tripsin ile yiizeyden kaldirip steril tiiplere alinmistir. 500 g hizda 5 dakika boyunca
santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir. Hiicreleri fikse etmek icin pelet Gizerine 1 ml metanol:
PBS (1:1 v/v) konulmus ve ayn1 sekilde 500 g hizda 5 dakika santrifiij edilerek siipernatant
atilmistir. Sonraki islemde pelet Uzerine 1 ml metanol eklenmis ve pipetaj ile slispanse edilerek
4 9C’de saklanmistir.

Preparatin hazirlanmasi igin lamlar ilk dnce etanol:HCI (1:1 v/v) karisimu igerisinde 4 °C’de 24
saat bekletilmistir. Bu islemin sonunda 24 saat akarsu altinda bekletilmistir. Sonrasinda saf su

ile tekrar durulanan lamlar preparat yapilmak iizere 4 °C’de saklanmustir.
3.7. HUCRE KINETiGI PARAMETRELERI
3.7.1. Hiicre Canlihgi: Mitokondriyal Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi Tayini

Hicreler ZM447439 ile 24 saat sureyle muamele edildikten sonra, hiicre canliliklar1t MTT
(Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, Sigma) ile analiz edilmistir. MTT, hucrelerin
mitokondriyal dehidrogenaz enzimini etkilemekte ve tetrazolyum tuzlari renkli formazan

bilesiklerine indirgenmektedir. Deney slrenin sonunda her bir kuyucuktaki besiyeri
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uzaklastirilmis ve 40 pl taze MTT soliisyonu (PBS'de 5 mg / ml) eklenmis 4 saat 37°C'de inkube
edilmistir. Daha sonra her bir kuyucuga 160 ul DMSO (Dimetil Siilfoksit, Sigma) eklenerek
calkalayicilt etiivde 1 saat iniibasyona birakilmistir. Olusan formazan kristallerinin 1 saatlik
inkiibasyon siiresince ¢éziinmesinin ardindan olusturulan deney gruplarinin absorbans degerleri

spektrofotometrede (uQuant, Bio-Tek Instruments INC.)570 nm’de 6l¢iilmiistiir.
3.7.2. Hiicre indeksi: xCELLigence DP Gercek Zamanh Hiicre Analiz (RTCA) Sistemi

Gergek zamanl hiicre analiz sistemi XCELLigence DP kullanilarak elde edilen hiicre indeksi
parametrelerinin degerlendirilebilmesi i¢in 16 kuyucuklu E-Plate kullanilmustir. Tk énce E-
Plate’in her bir kuyucuguna 100 pl besiyeri eklenmistir. Besiyeri yerlestirildikten sonra
XCELLigence DP cihazinda backgroud olgiimleri alinmistir. Ekim iglemleri MCF-7 hicreleri
i¢in 100 pl besiyerinde 1x10* hiicre ve MDA-MB-231 hiicreleri igin 100 pl besiyerinde 5x103
hiicre olacak sekilde yapilmistir. Ekim isleminin ardindan E-Plate’ler 20 dakika boyunca steril
calisma kabini icerisinde oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra xCELLigence DP
cihazindaki yerlerine yerlestirildikten sonra 37 °C ve %5 CO; ortam sartlarinda inkiibasyona
devam edilmistir. Bu iglemlerden sonra xCELLigence DP cihazina her 15 dakikada bir 6l¢iim
almasi i¢in komut verilmistir. Hiicre ekiminde yaklasik 24 saat sonra hiicrelerin ¢ogalma fazinin
1/3’1uk diliminde E-Platelerdeki besiyeri inhibitor konsantrasyonlari ile degistirilmis, 72 saat
stiresince 15 dakika araliklarla 6l¢iim alinmaya devam edilmistir. Konsantrasyona ve zamana

bagli hiicre degerlerine ait grafikler bilgisayar ekranina aktarilmistir.
3.7.3. Mitoz Indeksi

Deney gruplarina gore hazirlananan preparatlar ilk 6nce oda sicakligindaki 1N HCl ile 1 dakika
daha sonra 60 °C deki 1IN HClI ile 10 dakika hidroliz edilmistir. Hidroliz islemi yapildiktan
sonra preparatlara 1 saat siiresince Feulgen metodu uygulanmistir. Feulgen metodu uygulanmis
preparatlar daha sonra Feulgen metoduna 6zel yikama soliisyonu ile 2'ser dakikadan 3 kez
yikanmis, havada kurutulmus ve 2 dakika siire ile Giemsa boyasi ile boyanarak sayim i¢in hazir
duruma getirilmistir. Bu preparatlardan mitoz indeksi degerlerini saptamak amaci ile geg
profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evreleri sayilmistir. Islem x1000 biiyiitmede sayilmistir.
Erken profaz evresi interfaz grubundaki hiicrelere morfolojik olarak benzerlik gosterdiginden

bu evre ile birlikte degerlendirilmistir. Uygulanan her bir inhibitér konsantrasyonu ve sire igin
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licer preparat degerlendirilmistir. Her bir preparattan ortalama 3x10° hiicre sayilarak, mitoz

indeksi degerleri tespit edilmistir.
3.7.4. BrdU Proliferasyon Analizi

BrdU proliferasyon analizi igin hiicre ekiminden 24 saat sonra total hacim 200 pl olacak sekilde
istenilen konsantrasyonda test reaktifi eklenmistir. Test reaktifi eklendikten 3-4 saat sonra BrdU
eklenmis ve deney siireleri devam ettirilmistir. Bu islem her deney siiresi igin ayr1 ayri
geceklestirilmistir. Bu amacla oncelikle kit icerisindeki 500x BrdU’nun 1:500 oraninda
seyreltik soliisyonu hazirlanmigtir. Bu seyreltilmis BrdU’dan 20 pl alinarak deney gruplarinin
bulundugu kuyucuklara eklenmistir. 24 saat inkiibasyona devam edilmistir. Kuyucuklardaki
besiyeri uzaklastirilarak her bir kuyuya 200 pl sabitleme soliisyonu uygulanmistir. Oda
sicakliginda 30 dakika intibe edilerek bu siirenin sonunda sabitleme soliisyonu tamamen
uzaklastirlmigtir. Yikama agamasinda kit igerisinde yer alan 50 x Wash Buffer, 1:50 oraninda
seyreltilerek 3 kez yikama yapilmis, son yikamadan sonra Wash Buffer kuyucuklardan iyice
uzaklagtirllmistir. Her kuyuya 100 pl Anti-BrdU antikoru eklenerek oda sicakliginda 1 saat
inkiibe edilmistir. Daha sonra yikama islemi tekrarlanmigtir. 2000x Goat anti-mouse IgG,
peroksidaz konjugatt 1:2000 oraninda seyreltilerek milipor filtreden ge¢irilmis ve her bir
kuyucuga 100 pl eklenerek 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra yikama
islemi tekrarlanmistir. Her kuyuya 100 pul TMB Peroksidaz Substrat eklenerek karanlikta, oda
sicakliginda 30 dakika inkilibe edilmistir. Kit igerisinde yer alan anti-stop sollisyonundan her
kuyuya 100 pl eklenmis ve 450-550 nm ¢ift dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢lilmiistiir.

3.7.5. Apoptoz Indeksi

4°C’de bekletilen hiicreler 500 g hizda 5 dakika boyunca tekrar santrifiij edilmistir. Siipernatant
atilmig ve tekrar 1 ml taze metanol ile siispanse edilmistir. Siispanse edilen hiicreler daha 6nce
temizlenen lamlar iizerine tiim lam yiizeyi kaplanacak sekilde 100 pl damlatilmis ve oda
sicakliginda kurutulmustur. Preparatlara 1gik almayan bir ortamda, boyama kaplarinda 20
dakika boyunca oda sicakliginda DAPI uygulanmistir. Boyama kabindan alinan preparatlar 20
dakikada boyunca PBS de bekletilip yikama islemi yapilmistir. Ardindan preparatlarin iizerine
lamel kapatilarak floresan mikroskopta (Leitz, Wetzlar Ortholux) ( Aex 364 nm; Aex 454 nm)
sayimlar1 gerceklestirilmistir. Yapilan sayimlarda DAPI uygulanan hiicreler, normal ve

apoptotik nukleus olarak belirlenmis ve Al degerleri hesaplanmistir. Her deney grubu i¢in en
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az 30 alanda yaklasik 100 hiicre sayilmis ve her alan i¢in apoptotik hiicrelerin toplam hiicrelere

olan ylizde oranlar1 hesaplanmistir.
3.8. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Tiim deney gruplarinda uygulanan konsantrasyon ve zamana gore saptanan hiicre kinetigi
parametreleri degerleri kontrole ve birbirine gére degerlendirilmis ve bu amacla tim deney
gruplarindan saptanan degerlere tek yonlii ANOVA testi uygulanmistir. Gruplarin kontrole gore
anlamliliklar1 DUNNETT'S testi ile gruplarin birbirileri ile olan anlamliliklari ise t-testi ile

degerlendirilmistir. Istatistiksel degerlendirmelerde p<0,05 anlamlilik seviyesi temel alinmustir.
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4. BULGULAR

Bu calismada, kanser tedavisinde hedefe yonelik bir ajan olarak kullanilabilecek aurora kinaz
inhibitérii ZM447439’un in vitro kosullarda Gstrojen reseptorii pozitif olan Luminal A meme
kanseri modeli olarak MCF-7 ile Ostrojen, progesteron reseptdrii ve HER-2 gen anlatimi negatif
olan Uclu negatif meme kanseri modeli olarak da MDA-MB-231 hiicreleri iizerine tek basina
etkileri degisik siire ve konsantrasyonlarda uygulanarak degerlendirilmistir. Bu amacla hiicre
canliligi, hiicre indeksi, mitoz indeksi, % BrdU proliferasyon analizi ve apoptoz indeksi

parametreleri kullanilmistir.
4.1 HUCRE CANLILIGI

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 {izerine ZM447439’un uygulanmasi sonucunda
hlcrelerin mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi (zerine herhangi bir etki gosterip
gostermediginin belirlenmesi amaciyla, kiiltiire edilen hiicrelere 24 saat siiresince farkl
konsantrasyonlarda ZM447439 uygulanmistir. Her iki hiicre hatt1 i¢in 20 uM, 40 uM ve 80 uM
ZMA447439 konsantrasyonlar: kullanilmigtir. Uygulama sonucunda MCF-7 hucrelerine ait
absorbans degerleri sirasiyla kontrol ile 20 uM, 40 uM ve 80 pM ZM447439 konsantrasyonlari
icin 396,296 x 103; 312,212 x 103; 197,436 x 102 ve 95,136 x 107 olarak 6lgiiliirken (Sekil
4.1),MDA-MB-231 hiicrelerine ait absorbans degerleri sirasiyla kontrol ile 20 uM, 40 uM ve
80 uM ZM447439 konsantrasyonlar1 icin 402,287 x 1073 326,213 x 103 208,534 x 102 ve
108,136 x 10 olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 4.2).

Absorbans degerleri incelendiginde MCF-7 hucreleri igin %2100 kabul edilen kontrol grubuna
gore 20 uM’lik ZM447439 konsantrasyonunun hiicrelerin canliligmi %78,78’e, 40 uM
ZM447439 konsantrasyonunun % 49,82’ye ve 80 uM’lik ZM447439 konsantrasyonunun ise
%24’e distirdiigii gozlenmistir (Sekil 4.3). MDA-MB-231 hicreleri icin bu degerler %100
kabul edilen kontrol grubuna gore 20 uM’lik ZM447439 konsantrasyon i¢in %81,08, 40 uM’lik
ZM447439 konsantrasyonu icin %51,83 ve 80 uM’lik ZM447439 konsantrasyonu igin ise
%26,88 olarak belirlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.1: 24 saat siiresince 20 uM, 40 uM ve 80 uM ZM447439 uygulanan MCF-7
hiicrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (570 nm) (*
Kontrole gore anlamli p<0,05).
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Sekil 4.2: 24 saat siiresince 20 uM, 40 uM ve 80 uM ZM447439 uygulanan MDA-MB-231
hiicrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (570 nm) (*
Kontrole gore anlamli p<0,05).
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Sekil 4.3: 24 saat siiresince 20 uM, 40 uM ve 80 uM ZM447439 uygulanan MCF-7
hiicrelerine ait % canlilik degerleri (* Kontrole gére anlamli p<0,05).
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Sekil 4.4: 24 saat siiresince 20 uM, 40 uM ve 80 uM ZM447439 uygulanan MDA-MB-231
hiicrelerine ait % canlilik degerleri (* Kontrole gére anlamli p<0,05).
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4.2. HUCRE INDEKSI

Aurora kinaz inhibitérii ZM447439'un MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarina 20 uM, 40
uM, 80 uM konsantrasyonlarinda uygulanmasi sonucunda xCelligence Gergek Zamanli Hiicre
Analiz Sisteminden elde edilen hiicre indeksi degerleri incelendiginde, farkli inhibitor
konsantrasyonlarinda farkli antiproliferatif etkiler gézlemlenmistir. Hiicre indeksi degerlerine
ait grafigin egrileri, kullanilan standart egriler ile karsilastirildiginda, MCF-7 hucreleri igin 20
UM, 40 pM ve80 UM ZM447439 konsantrasyonlari sirasiyla antimitotik, sitostatik ve
sitoskeletal etkiler gostermistir (Sekil 4.5). MDA-MB-231 hcreleri igin, uygulanan tim
7ZM447439 konsantrasyonlarinin sitostatik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5: 20 uM, 40 uM ve 80 uM dozlarinda ZM447439 uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait
Gergek Zamanl Hiicre Analiz Sistemi kullanilarak elde edilen hiicre indeksi grafigi (--
Kontrol, -- 20 uM, -- 40 uM , -- 80 uM ).
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Sekil 4.6: 20 uM, 40 uM ve 80 uM dozlarinda ZM447439 uygulanan MDA-MB-231
hiicrelerine ait Ger¢cek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi kullanilarak elde edilen hiicre
indeksi grafigi (-- Kontrol, -- 20 uM, -- 40 uM , -- 80 uM ).

4.3. MiTOZ iNDEKSI

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 lizerine ZM447439’un uygulanmasi sonucunda mitoz
indeksi degerleri, 0-72 saat siiresince kiiltiire edilen her iki hiicre hattina 40 pM’lik inhibit6r
konsantrasyonu uygulanarak saptanmistir. Uygulama sonucunda her iki hiicre hattinin mitoz

indeksi degerleri 6nemli dl¢lide azalmigtir.

MCF-7 hiicre hattina ait mitoz indeksi degerleri 24. saatte %4,27'den %2,96'ya; 48. saatte
%4,8'den %2,18'e ve 72. saatte %5,3'ten %1,93'ediismiistiir (Sekil 4.7).

Mitoz indeksi degerleri MDA-MB-231 hicreleri igin ise 24. Saatte %4,93'ten %3,01'e; 48.
saatte %5,02'den %2,56'ya ve 72. saate %5,38'den %2,02'ye diismiistiir (Sekil 4.8). Meydana
gelen bu diistisiin her iki hiicre hattinda istatiksel olarak anlamliligi p<0,05 seviyesinde

saptanmuistir.
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Sekil 4.7: 0-72 saat siiresince 40 pM ZM447439 uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait mitoz
indeksi degerleri (* Kontrole gore anlamli p<0,05).

5 &
~ 4
2 8- »
£ *
= = Kontrol
o]
§ 2 =40 pM
& 4

0 , I

24 48 72
Zaman (Saat)

Sekil 4.8: 0-72 saat siiresince 40 uM ZM447439 uygulanan MDA-MB-231 hicrelerine ait
mitoz indeksi degerleri (* Kontrole gore anlamli p<0,05).
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4.4. % BRDU

Hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hicrelerine 40 uM ZM447439 uygulandiktan sonra, %
BrdU proliferasyon degerleri incelendiginde her iki hiicre hattinda da anlamli bir diisis
gozlenmistir. %100 olarak kabul edilen kontrol grubu ile karsilagtirildiginda MCF-7 hcreleri
icin % BrdU degerleri 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla %72, %48 ve %28 (Sekil 4.9) olarak
hesaplanirken MDA-MB-231 icin %78, %52 ve %31 (Sekil 4.10) olarak hesaplanmuistir.

Kontrol ve tiim deney gruplari arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4.9: 0-72 saat siiresince 40 uM ZM447439 uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait % BrdU
degerleri (* Kontrole gore anlamli p<0,05).
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Sekil 4.10: 0-72 saat siiresince 40 uM ZM447439 uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerine ait %
BrdU degerleri (* Kontrole gére anlamli p<0,05).
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4.5. APOPTOZ INDEKSI

40 uM konsantrasyonda ZM447439’un MCF-7 ve MDA-MB-231 hicreleri (zerine 0-72
siiresince uygulanmasi sonucunda hiicrelerin apoptoz indeksi degerleri belirlenmistir. inhibitor
uygulanmayan kontrol grubu ile paralel yuritulen deney serilerinden elde edilen apoptoz
indeksi degerleri MCF-7 hicreleri icin 24. saatte %3,18 'den %8,56'ya; 48. saatte %3,21'den
%18,92'ye ve 72. saatte %4,13'ten %23,19’a yiikselmistir (Sekil 4.11). Bu degerler MDA-MB-
231 icin 24. saatte % 3,28 'den % 9,34'e; 48. saatte % 3,89'dan % 20,18'e ve 72 saatte % 4,82'den
% 22,67’ye yiikselmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.11: 0-72 saat siiresince 40 uM ZM447439 uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait apoptoz

indeksi degerleri (* Kontrole gore anlamli p<0,05)

25 1 X
%*

~
3 20 -
N’
w
=
-g 15 §
: - = Kontrol
§ 10 =40 pM
3
« 5]

0 : :

24 48 72

Zaman (Saat)

Sekil 4.12: 0-72 saat siiresince 40 pM ZM447439 uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerine ait
apoptoz indeksi degerleri (* Kontrole gore anlamli p<0,05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Hedefe yonelik tedavi veya molekiiler hedefli terapi, kanser i¢in tibbi tedavinin en 6nemli
yontemlerinden biridir. Hedefe yonelik tedavi, geleneksel kemoterapide oldugu gibi hizla
bolunen tum hicrelere basitce miidahale etmek yerine, karsinogenez ve tumaor biyumesi igin
gerekli olan spesifik hedefli molekdllere miidahale ederek kanser hicrelerinin biyumesini
engeller. Hedefe yonelik kanser tedavilerinin, geleneksel standart tedavi yéntemlerinden daha
etkili ve normal hiicrelere daha az zararli olmasi beklenmektedir (Hanahan ve Weinberg, 2000;
Luo ve dig., 2009).

Yiiksek oranda korunmus serin/treonin protein kinazlarin aurora kinaz ailesinin (aurora A,
aurora B ve aurora C), mitotik hiicre dongiisiinlin erken asamalarinda ¢ok onemli oldugu
bilinmektedir (Crane ve dig., 2004). Aurora kinaz ailesi, diizenleyici bir N-terminal alani, bir
protein kinaz alan1 ve yiiksek dizi homolojisini paylasan bir C-terminal alani igerir ve yiiksek
derecede korunmus fonksiyonel motiflere sahiptir (Kollareddy ve dig., 2008; Fu ve dig., 2009;
Hans ve dig., 2009). Aurora ailesinin fonksiyonel rolii, bunlarin lokalizasyonu ve onlara

baglanan spesifik substrat proteinleri ile iliskilidir (Cheung ve dig., 2014).

Aurora kinazlarin anormal anlatimi, mitoz ve sitokinezi engelleyerek daha sonra genetik
kararsizliga yol agabilir; bu da tlimorlerin gelismesine neden olabilir. Aurora kinaz etki
mekanizmasi, farkli izoform ve kanser tipine dayanmaktadir. Klinik 6ncesi ve klinik veriler,
farkli kanser tiplerinde standart tedaviyi gugclendirmek igin yeni anti-mitotik ajanlarin

gelistirilmesine yol agmistir(Kollareddy ve dig., 2008).

Aurora kinaz A'nin meme kanseri hiicre transformasyonu sirasinda asir1 anlatiminin yapildigi
bildirilmektedir (Sen ve dig., 1997; Zhou ve dig., 1998). Ayrica, aurora A'nin yiiksek anlatimi
yumurtalik, kolon ve akciger kanserinde de bulunur (Zhou ve dig., 1998; Gu ve dig., 2007).
Aurora B'nin anormal anlatiminin tiroid anaplastik karsinom (Sorrentino ve dig., 2005), kolon
kanseri (Katayama ve dig., 1999) ve oral kanser (Qi ve dig., 2007) ile iligkili oldugu
bulunmustur. Aurora C mayozda rol oynamaktadir (Hu ve dig., 2000) ve asir1 anlatimi baz1

somatik kanserlerle de iliskilidir (Falchook ve dig., 2015).

Onkogenezde rol oynayan AURKA ve AURKB'nin asir1 anlatimi kot terap6tik sonugclar ile

iliskilendirilmistir ve bu spesifik molekiillerin hedeflenmesi fikrini giiclendirmistir (Warner ve
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dig., 2006). Aurora kinazlar, kanser icin terap6tik bir hedef olarak onaylanmistir ve bu nedenle
aurora kinaz inhibitorlerinin gelisimi, preklinik calismalardan klinik ¢alismalara ilerlemistir
(Falchook ve dig., 2015; Choudary ve dig., 2015). Baslangigta bir diizineden fazla kiguk
molekillt aurora kinaz inhibitori klinik olarak arastirilmistir (Carpinelli ve Moll, 2009; Boss
ve dig., 2009). Hedefe yonelik tedavi i¢in kanser terapisinde potansiyel bir ilag olarak ilk aurora
kinaz inhibitéri ZM447494'in kesfedilmesinden sonra, tumor tedavisinde 30'dan fazla aurora
kinaz inhibitorii tanimlanmistir (Cai et al., 2014; Gavriilidis ve dig., 2015). ZM447439’un hem
AURKA ve diger hem de AURKB aktivitelerini etkili bir sekilde inhibe ettigi gdsterilmistir
(Crispi ve dig., 2010).

Aurora kinazlarin asir1 anlatimi veya gen amplifikasyonu goz oniline alindiginda, cesitli
kanserlerde tanimlanmis olmalari, onlar kanser tedavisinin giiclii hedefleri haline getirmistir.
Bu giine kadar bir dizi aurora kinaz inhibitorii iiretilmistir ve bu inhibitorler tarafindan aurora
kinazlarin anlatiminin veya aktivitesinin inhibisyonu, aslinda kanser hiicrelerinde hiicre
¢ogalmasini, migrasyonu ve invazyonu baskilamakta (Diaz ve dig., 2012; Romain ve dig.,
2014; Zhu ve dig., 2014); dolayisiyla birgok kanserin ilerlemesini ve biiylmesini inhibe
etmektedir (Yang ve dig., 2007; Bavetsias ve Linardopoulos, 2015; Yan ve dig., 2016).

Yapilan bir ¢alismada, kiigiik molekullti ZM447439'un, 4N/8N DNA igerigine sahip hiicrelerde
birikimi ile G2/M'de hiicre dongiisii tutuklamasina ve sonrasinda apoptoza neden oldugu
gosterilmistir. Ek olarak, ZM447439 tarafindan aurora kinazin baskilanmasi1 Ser473'te Akt
fosforilasyonunu etkili bir sekilde distirmiistiir. Bu veriler, birlikte ele alindiginda hedefe
yonelik kanser tedavisinde Aurora kinazin ZM447439 inhibe edilmesinin 6nemine isaret

etmektedir (Long ve dig., 2008).

Aurora kinazlar yalnizca mitoz sirasinda anlatimi yapilir ve aktiftir (Walter ve dig., 2000;
Willems ve dig., 2018). Bu nedenle ¢ogalmayan saglikli hiicreler, ¢ogalan kanser hiicrelerine
kiyasla aurora kinaz inhibitorlerinden daha az etkilenmektedir. Cogalan A549, H1299, MCF-7
ve HepG2 tiimor hiicrelerinin, submikromolar aralikta IC50 degerleri kullanilarak ZM447439
ile muamele edildikten sonra 61diigii, bu ajanin normal HLF hiicreleri iizerinde ¢ok az etki
gosterdigini dogrulanmistir. ZM447439'un sitotoksisitesine ek olarak, bu ajan ayrica A549
hiicrelerinin invazyon ve migrasyonunu da inhibe etmistir. Bu in vitro etkinlik, ZM447439'un

guclu bir kanser kemoterapotik ilaci olabilecegini 6ne siirmektedir (Lee ve dig., 2019).
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Apoptoz gen ailesinin inhibitéri olan survivin, birgok tiimorde asir1 anlatimi yapilan kromozom
yolcu kompleksini olusturmak icin AURKB'ye baglanir. Yapilan bir ¢alisma, antisens
oligonukleotitler ve AURKB inhibitorii ZM447439 tarafindan survivinin ikili inhibisyonunun
radyasyondan sonra mezotelyom hucrelerinde mitozun dondurulmasimi tesvik ederek
mezotelyom hiicrelerini sinerjistik olarak radyasyona duyarli hale getirdigini gostermistir (Kim
ve dig., 2007).

Farkli gastroenteropankreatik noroendokrin tiimor hiicre hatlart ile yapilan bir calismada
ZM447439’un antineoplastik etkileri arastirtlmis ve bu inhibitériin tiimor hiicre hatlarinin
proliferasyonunu doza bagli olarak inhibe ettigi gozlenmistir. Ayrica ZM447439 ile aurora
kinaz inhibisyonunun DNA'nin par¢alanmasina ve kaspaz 3 ile 7 aktivasyonunun eslik ettigi
apoptozu giiclii bir sekilde indiikledigi, hiicre dongiisiinii GO/G1 fazinda durdugu ve G2/M
gecisinde bir blok olusturdugu belirlenmistir (Georgieva ve dig., 2010).

Insan meme kanseri hiicre hatlar1 MCF-7 ve MDA-MB-231 ile yapilan bir calismada aurora
kinazlarin meme kanseri hiicrelerinin hareketliligini iizerine etkisi degerlendirilmeye calisilmis
ve bu amacla aurora kinaz inhibitorii ZM447439 kullanilmistir. Yapilan degerlendirmeler
sonucunda ZM447439’un, insan meme MDA-MB-231'in yapismasini tesvik ettigi ve MCF-7
hiicrelerinin gogiinii inhibe ettigi gosterilmistir. Bu da aurora kinazlarin énemli prognostik
gostergeler oldugunu ve tedavide 6nemli hedefler oldugunu diisiindiirmektedir (Zhao ve dig.,
2017).

Aurora kinaz A/B inhibitorii olan AS703569’un kullanmildig1 bir calismada insan meme
kanserlerinin preklinik modellerinde aurora kinazlar hedef alinmis ve terapotik potansiyelleri
arastiritlmistir. In vitro kosullarda AS703569, 15 insan meme kanseri hiicre hattinda test
edilmistir. Bu hiicre hatlarindan {i¢lii negatif meme kanseri hiicre hatlarinin AS703569'a diger
meme kanseri hiicre tiplerinden daha duyarli oldugu gosterilmistir. Hiicre ¢ogalmasinin

engellenmesi hiicre déngusiinin durdurulmasi, anéploidi ve apoptoz ile iliskilendirilmistir.

AS703569, in vivo olarak tek basimna uygulandiginda 11 hastadan tiiretilen meme kanseri
ksenograftindan yedisinde tiimor biiylimesini 6nemli 6l¢iide inhibe etmistir. AS703569 ile
tedavi, fosfo-histon H3 anlatiminda bir azalma ile iliskilendirilmistir.Ayrica, doksorubisin-

siklofosfamid ile kombine olarak uygulandiginda AS703569, in vivo timor nuksind énemli



31

6l¢iide inhibe etmis, bu da aurora Kinaz inhibitérlerinin hem tek basina hem de kombinasyon

tedavisinde kullanilabilecegini diisiindiirmektedir (Romanelli ve dig, 2012).

Aurora kinaz inhibitorlerinin tek basina ve diger kemoterapotik ajanlarla kombinasyon halinde
kullanimimin degerlendirildigi Faz I/II klinik c¢alismalarda , antitiimor etkilerin arttigi

gozlenmistir, ancak bu sonuglar daha fazla klinik ¢aligma gerektirmektedir (Warner ve dig.,
2006).

Tek ajan olarak kullanildiginda, aurora kinaz inhibitorlerinin farkli kanser tiplerinde farkli
klinik sonuglara neden oldugu gozlenmistir. Bu nedenle aurora kinaz inhibitorleri ile yapilacak
caligmalar, bu ajanlarin kemoterapi veya diger hedeflenen antikanser ajanlarla kombinasyon

olasiligina da odaklanmalidir (Romanelli ve dig, 2012).

Bu tez ¢alismasinda, her iki hiicre hatt1 i¢in kullanilan aurora kinaz inhibitorii ZM447439’un
40 uM’lik konsantrasyonu hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hiicre hatlar1 i¢in IC50
konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Inhibitoriin IC50 konsantrasyonu farkli hiicre kinetigi
parametreleri ile degerlendirildiginde her iki hiicrenin proliferasyon degerlerinde anlamli bir

diisiise neden olmustur.

Yapilan bu ¢alismada, hem Luminal A, hem de ii¢lii negatif meme kanseri hiicre hatlarina farkl
konsantrasyonda (20 uM, 40 uM ve 80 uM) ZM447439’un uygulanarak antiproliferatif etkiler
xCELLigence Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi ile degerlendirildiginde, elde edilen hiicre
indeksi degerleri ve bu degerlerden elde edilen egrilerin standart egrilerle karsilastiriimasi
sonucunda MCF-7 hiicrelerinde 20 pM’lik konsantrasyonun antimitotik, 40 puM’lik
konsantrasyonun sitostatik ve 80 uM’lik konsantrasyonun sitoskeletal etkiye sahip oldugu
gozlemlenirken, MDA-MB-231 hiicrelerinde tim ZM447439 konsantrasyonlarinin sitostatik

etkiye sahip oldugu gézlenmistir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda, Luminal A meme kanseri modeli olarak kullanilan ve MCF-
7 ve Ugclii negatif meme kanseri modeli olarak kullanilan MDA-MB-231 hiicre hatlar1 lizerine
ZM447439’un etkisi hiicre canliligi, hiicre indeksi, mitoz indeksi, % BrdU ve apoptoz indeksi
gibi hiicre kinetigi parametreleri kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen veriler hiicre
canliligy, hiicre indeksi, mitoz indeksi ve % BrdU degerlerinde zamana bagli olarak anlaml1 bir
diistisiin, apoptoz indeksi degerlerinde ise her iki bulgu i¢in anlamli (p<0,05) bir yiikseligin

oldugu gosterilmektedir. Her iki hiicre hattinda da benzer sonuglarin agiga ¢ikmasi, bu
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inhibitoriin etkisinin dstrojen reseptoriinden bagimsiz oldugunu ve diger kanser tiplerinde de

etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.
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