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6. OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

PROTEIN KINAZ INHIiBITORU OLAN IBRUTINIB VE TACC3
INHIBITORU OLAN BO-264’UN KOMBINE KULLANIMININ MEME
KANSERI UZERINE ANTIiPROLIFERATIF ETKISI

irem KARA DONE

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damisman : Do¢. Dr. Mehmet Rifki TOPCUL

Bu ¢alismada Bruton Tirozin Kinaz’in kuvvetli bir inhibit6rii olan ve B lenfosit hiicrelerine ait
malign hastaliklarin bir kismu {izerine kullanimi i¢in FDA’dan onay almis Ibrutinib ile, heniiz
yeni kesfedilen bir TACC3 inhibitorii olan BO-264’1in tek tek ve kombine kullaniminin gesitli
meme kanseri hiicreleri iizerine antiproliferatif etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmistir. Bu
amacla MDA-MB-231, SKBR3 ve MCF-7 hiicre hatlar1 kullanilmis ve kombin dozlarin
degerlendirilmesi i¢in xCELLigence tabanli analiz sistemi, mitotik aktivite testi, BrdU
proliferasyon testi ve kaspaz 3,7 aktivitesi testi uygulanmuistir.

Hem Ibrutinib hem de BO-264iin tek tek uygulanmas: kanser hiicreleri iizerinde azaltic1 bir
etki gostermekle birlikte kombin kullanimin en etkili oldugu hiicre hattt MCF-7 olmustur.
Ibrutinib ve BO-264 diisiik bir kombinasyon dozuyla ve CI 0,4 degeriyle MCF-7 hiicre hatti
tizerinde sinerjistik etki yaratmis ve bulgulara gore bu etkiyi mitotik aktiviteyi azaltip, kaspaz
aktivitesini artirarak hiicreyi apoptoza yonlendirmesiyle sagladigi sonucuna varilmstir.

Subat 2023, 51 sayfa.

Anahtar kelimeler: BO-264, HER2, ibrutinib, Meme Kanseri, Tirozin Kinaz, xCELLigence
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7. SUMMARY

M.Sc. THESIS

ANTIPROLIFERATIVE EFFECT OF COMBINATION OF PROTEIN
KINASE INHIBITOR IBRUTINIB AND TACCS INHIBITOR BO-264 ON
BREAST CANCER

irem KARA DONE

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Mehmet Rifki TOPCUL

This study aimed to investigate the antiproliferative effects of combined use of BO-264 which
a newly discovered TACC3 inhibitor with Ibrutinib which a potent inhibitor of Bruton Tyrosine
kinase and approved by the FDA for use on some of the malignant diseases of B lymphocyte
cells. For this purpose, MDA-MB-231, MCF-7, SKBR3 cell lines were used and XxCEL Ligence-
based analysis system, mitotic activity test, BrdU proliferation test and caspase 3,7 activity test
were applied for the evaluation of combined doses.

The use of both Ibrutinib and BO-264 alone showed a reducing effect on cancer cells. The
combination of Ibrutinib and BO-264 is most effective in the cell line MCF-7. Ibrutinib and
BO-264 showed a synergistic effect on the MCF-7 cell line with a low combination dose and a
Cl 0.4 value. According to the findings, it was concluded that this effect was achieved by
reducing mitotic activity and increasing caspase activity by directing the cell to apoptosis.

February 2023, 51 pages.

Keywords: BO-264, HERZ2, Ibrutinib, Berast cancer, Tyrosin kinase, XxCELLigence

Xiii



1. GIRIS

Kanser; insan hayatini tehdit eden, farkli dokulara metastaz yapabilen, temelde anormal hiicre
boliinmelerinin olusturdugu bir hastaliktir (Siegel ve dig., 2019). Kanser tedavisi igin,
kemoterapi, radyoterapi, cerrahi gibi bircok yol olmasina ragmen tam bir bagari
saglanamamigtir (Batlle ve Clevers, 2017). Meme kanseri diinyanin gelismis iilkelerinde
kadinlarda en sik goriilen kanserlerden biri olup tiim kadinlarin yaklasik %20'sinde 6liim

nedenidir (Macdonald ve dig., 2004; Beiki ve dig., 2012).

Cogunlukla meme kanseri igin sistemik tedaviler oldukga etkilidir ve sonuglara gore adjuvan
endokrin tedavisi ve kemoterapi meme kanseri mortalitesini birbirinden bagimsiz olarak
yaklagik ligte bir gibi ciddi bir oranda azaltmakla birlikte (Early Breast Cancer Trialists'
Collaborative Group, 2011; Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group, 2012) tedavi
basaris1 molekiiler alt tipe, mutlak tekrarlama riskine ve tiimor yiikiine baglidir (Scully ve dig.,
2012).

Meme kanseri; histoloji, hiicresel koken, mutasyonlar, metastatik potansiyel, hastalik
ilerlemesi, terapdtik yanit ve klinik sonug¢ agisindan karmagsik ve heterojen bir hastaliktir

(Ossovskaya ve dig., 2011). Bu sebeple kombinasyon tedavileri faydali olabilir.

Kombinasyon tedavisi farkli mekanizmalara sahip iki veya daha fazla farmakolojik ajanin
tedavi siirecinde ayn1 anda uygulanmasidir. Kombinasyon tedavisi uzun siiredir birincil kanser
tedavisi olarak benimsenmistir (Pritchard ve dig., 2012). Tek ilag tedavisine bakarak kombine
tedavi, farkli sinyal yollarin1 hedefleyerek ila¢ direncini azaltma yetenegine sahiptir (Fodale ve
dig., 2011).



2. GENEL KISIMLAR

2.1 Meme Kanseri ve Molekiiler Alt Tipleri

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen malignite olmakla beraber molekiiler diizeyde
heterojen ve karmasik bir hastaliktir. Son yillarda tedavi siiregleri bu heterojenligi dikkate
alarak gelismistir. Meme kanseri siirecindeki temel tedavi yontemi bolgesel tedavi ve sistemik
tedavidir -ki meme kanserinin molekiiler ve histolojik 6zellikleri tedavi kararinin ne yonde
olacagini biiyiik dlctlide etkiler. Meme karsinogenezini yonlendiren molekiiler degisiklikler cok

cesitlidir ve timorleri bunu dikkate alarak siniflandirmak gerekmistir (Harbeck ve dig., 2019.)

Perou ve Sorlie'nin igsel siniflandirmasina gére meme kanseri: luminal A ve luminal B, bazal
benzeri ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER2) ile zenginlestirilmis olmak
tizere ayrilmistir (Perou ve dig., 2000) fakat su anda histolojik ve molekiiler 6zellikler dikkate
alinarak olusturulan bes alt tipten olusan bir siniflandirma kullanilir (Tablo 2.1). ER, PR ya da
her ikisini de ifade eden timdrler hormon reseptorii pozitif meme kanserleri olarak; ER, PR
veya HER? ifade etmeyen tiimorler ise tiglii negatif meme kanseri (TNBC) olarak kabul edilir
(Harbeck ve dig., 2019).

Tablo 2.1: Meme kanserinin molekiiler alt tipleri (Holliday ve Speirs, 2011).

Siflandirma | Immunoprofil Ornek Hiicre Dizileri

Luminal A ER”, PR*", HER2- MCF-7, T47D, SUM185

Luminal B ER", PR™", HER2" BT474, ZR-75

Bazal (TNBC) | ER;, PR, HER2- MDA-MB-468, SUM190

Claudin-diisiik | ER-, PR, HER2- BT549, MDA-MB-231, Hs578T, SUM1315
HER2 ER-, PR, HER2" SKBR3, MDA-MB-453




2.1.1 Bazal Benzeri: Uclii Negatif Meme Kanseri

Ucglii negatif meme kanseri, ER, PR ve HER2’nin eksprese edilmedigi bir meme kanseri tiiriidiir
(Wolff ve dig., 2013) ve genellikle bazal benzeri meme kanserinin (BLBC) bir alt tipi olarak
smiflandirilir. Gen ekspresyon profillerinin benzerlik oran1t TNBC ve BLBC arasinda %60-90
kadar yiiksekken, TNBC olmayan ve BLBC arasinda yalnizca %11,5 kadardir (Perou ve dig.,
2000; Prat ve dig., 2015).

TNBC, tiim meme kanserlerinin yaklasik %10-15'ini temsil eder ve TNBC'li hastalarin diger
meme kanseri alt tipleri ile karsilastirildiginda daha kotii bir prognozu vardir (Anders ve Carey
2009). Tim meme kanseri hastalarm %15-20 kadar1 40 yasin altindadir ve verilere gore
TNBC ¢ogunlukla bu gruptaki kadinlarda goriillmektedir (Morris ve dig., 2007). Diger meme
kanserleriyle karsilastirildiginda TNBC hastalarinin taniy1 almalarindan sonraki 5 yil iginde
olim orant %40'tir (Dent ve dig., 2007). TNBC oldukga agresiftir ve hastalarinin yaklasik
%46'sinda metastaz goriilmekle beraber metastaz cogunlukla tanidan sonraki 3. yilda ortaya
cikar (Lin ve dig., 2008). Metastaz sonrasinda sagkalim siiresi ortalama 13,3 aydir ve TNBC
olmayan hastalarda ortalama niiks siiresi 35-67 ay olmasina ragmen TNBC hastalarinda bu siire
19-40 ay kadardir ve TNBC hastalariin niiksten sonraki 3 ay igindeki 0liim orant %75’tir
(Zhang ve dig., 2015; Gluz ve dig., 2009). Ustelik TNBC bircok geni eksprese etmemesi
sebebiyle endokrin tedaviye veya molekiiler hedefli tedaviye duyarli degildir fakat bazal
benzeri TNBC 6rneklerinin yaklasik %70-78'"inin yiiksek oranda EGFR ifade etmesi sebebiyle,
EGFR'min TNBC'de hedef olabilecegi tahmin edilmektedir (Chaudhary ve dig., 2018; Livasy
ve dig., 2006).

2.1.2 Luminal B Meme Kanseri

Meme kanserlerinin %15-20’sini olusturan ve daha agresif bir fenotipe, dolayisiyla daha kotii
prognoza ve yiiksek histolojik dereceye sahip olan luminal B timdrler (Creighton, 2012);
proliferasyonu artmis ER+ meme kanseri olarak tanimlanabilir (Wirapati ve dig., 2008) ve
luminal B meme kanserinin, luminal A’ya gore daha kotii prognozunun olmast en belirgin
ozelligidir (Perou ve dig., 2000). Tedavi edilmemis luminal B tiimorlerinde genel sagkalim
yiiksek riskli olarak kabul edilen bazal benzeri ve HER2+ gruplara benzer sonuglar gosterir
(Tran ve Bedard, 2011).



Luminal B tip meme kanserinde gozlenen artmis niiks oranlari tanidan sonraki ilk 5 yilla
siirlidir ve 5 yildan sonra uzak niikslerde fark yoktur (Ignatiadis ve dig., 2009). Luminal meme
kanserlerinin kemik ve plevraya metastaz egilimi oldugu bilinmekle beraber; bir ¢alismada,
luminal A ve luminal B meme kanserleri arasinda metastaz bdlgelerinde fark gdzlenmemistir

(Smid ve dig., 2008).
2.1.3 Claudin-low Meme Kanseri

2007'de Herschkowitz ve arkadaslari, claudin-low (CL) adini verdikleri meme kanserinin yeni
bir molekiiler alt tipini tanimladilar ve buna goére bu alt tip; claudin 3, claudin 4 ve claudin 7,
okludin ve E-kadherin dahil olmak iizere siki baglantilarda ve epitelyal hiicre-hiicre
yapismasinda yer alan genlerin diisiik ekspresyonu ile karakterizedir (Herschkowitz ve dig.,
2007).

CL meme kanseri, tim invaziv meme kanserlerinin %7-14"inii olusturan ve kotii bir prognozla
iliskilendirilmis bir alt tiptir (Prat ve dig., 2010; Prat ve Perou, 2011). CL tiimorlerin tercihen
tclii negatif bir fenotip gosterdigi kabul edilmis olmasina ragmen ii¢lii negatif meme
kanserlerinin kii¢iik bir azinligi CL’dir (Dias ve dig., 2017). Genel olarak, CL tiimérler en az
goriilen alt tip olmakla birlikte ¢ogunlukla bazal benzeri alt tipe benzer sekilde hormon
reseptorleri negatif tiimorlerdir. Bununla birlikte, Claudin-low tiimorlerin yaklasik %15-25'inin
ve bazal benzeri tiimorlerin yaklagik %10'unun hormon reseptorleri pozitiftir (Prat ve Perou,
2011).

Yapilan bir calismaya gore Claudin-low tiimorleri olan hastalar, luminal A tipi meme kanseri
olan hastalarla karsilastirildiginda daha kotii bir genel sagkalima sahiptir fakat bununla birlikte
bu tiimorler, meme koruyucu tedaviyi takiben diisiik bir lokal niiks orani ile iligkilendirilmistir

(Dias ve dig., 2017).
2.1.4 Luminal A Meme Kanseri

Meme kanserlerinin %50-60’1n1 olusturan ve en sik goriilen alt tip olan luminal A meme
kanserleri (Carey, 2010); ostrojen ve progesteron reseptoril pozitif tiimdrlerin ¢ogunlugunu
temsil eder (Perou ve dig., 2000). Luminal A timdrleri endokrin terapilere genelde yiiksek
oranda yanit verse de 6nemli bir kismi intrinsik ve/veya kazanilmis dirence sahiptir (Higgins

ve Stearns, 2009; Ring ve Dowsett, 2004). Goérece daha iyi karakterize edilmis olan bu alt tipte



bile hormon reseptdr ekspresyonu, tedavi yaniti ve genetik degiskenlik diizeylerinde

heterojenlige sahiptir ve bu da daha fazla arastirma gerektirir (Poudel ve dig., 2019).
2.1.5 HER2*Meme Kanseri

Hastalarin yaklasik %15'inde gozlemlenen HER2+ meme kanseri ilk olarak 1980'lerin

sonlarinda Slamon ve meslektaslar1 tarafindan tanimlandi ve daha kotii klinik sonuclarla

iliskilendirildi (Slamon ve dig., 1987; Slamon ve dig., 1989).

HER2 geni; EGFR, HER2, HER3 ve HER4 dahil olmak iizere biiyiime faktorleri igin
transmembran reseptorlerini kodlayan gen ailesinin bir {iyesi olmakla birlikte hiicrelerin
fizyolojisi, farklilagsmas1 ve biiyiimesinin 6nemli yonlerini diizenleyen tirozin kinaz aktivitesine
sahiptir (Yarden ve Sliwkowski, 2001; Cho ve dig., 2003). Ayn1 zamanda HER2 proteininin
hiicre dis1 etkilesimine bakildiginda, HER ailesi iiyeleriyle etkilesime girerek, HER2'nin bir
koruyucu olmasina ve sinyal iletimini kolaylastirmasina izin verdigi goriilmektedir (Burstein,
2005).

HER2 onkogeninin ve ilgili genetik yapilarin 17. kromozom iizerindeki amplifikasyonu, meme
kanseri hiicrelerinin ylizeyinde HER2 ekspresyonunda normal seviyenin 100 katina kadar artisa
neden olur. HER2'nin asir1 ekspresyonu, kiiltiirlenmis hiicreleri malign bir fenotipe doniistiiriip
timor artisint hizlandirabilir ve bu asiri ekspresyon, tiimor geligsiminin heniiz lokal kaldigi

zaman diliminde meydana gelir (Slamon ve dig., 1987 ve Burstein, 2005).

HER2+ meme kanserleri, bu kanserleri diger meme kanseri tiirlerinden ayiran bir molekiiler
imzaya sahiptir (Perou ve dig., 2000). HER2'nin asir1 ekspresyonunun; yiiksek dereceli
tiimorler, yiiksek hiicre proliferasyonu ve lenf diigiimii tutulumu oranlar1 ve bazi1 kemoterapi
tiirlerine goreli direng ile iligkili olumsuz bir prognozla ilgili oldugu séylenebilir. HER2+ meme
kanserlerinin neredeyse yarisi Ostrojen, progesteron veya her ikisine sahip hormon
reseptorlerini ifade eder ve sonug olarak; HER2+ meme kanserli kadinlar arasinda, HER2-
meme kanserli kadinlara gore daha fazla niiks riski s6z konusudur. HER2 gen amplifikasyonu
meme kanseri disinda nadirdir; HER2 pozitifligi olan meme kanseri disindaki tiimorler meme

kanserlerinden ¢ok daha az HER?2 ifade eder (Burstein, 2005).



Sonug olarak son yillarda HER2+ hastalarin tedavisinde ve sonuglarinda 6nemli ilerleme
kaydedilmesine ragmen, niiks riski sebebiyle yeni hedefli tedavilere ve terapdtik stratejilere

ihtiyag vardir (Figueroa-Magalhaes ve dig., 2014).
2.2 ibrutinib ve Etki Mekanizmasi

Ibrutinib, kronik lenfositik 16semi (CLL), marjinal bdlge lenfomasi, kiiciik lenfositik lenfoma
(SLL), mantle hiicreli lenfoma ve Waldenstrom makroglobulinemisi dahil olmak tizere ¢esitli
kanserlerin tedavisinde kullanilan, oral yolla uygulanan, Bruton tirozin kinazin (BTK) kuvvetli
bir inhibitoriidiir (Woyach ve dig., 2012; Smith, 2015).

BTK, T ve plazma hiicreleri hari¢ tiim hematopoietik hiicrelerde eksprese edilen (Smith ve dig.,
1994), 659 amino asite sahip ve 76 kDa'lik agirlig1 olan (Wu ve dig., 2016), Tec ailesinden
sitoplazmik bir tirozin kinazdir (Schwartzberg ve dig., 2005). BTK, B hiicresinin ¢ogalma,
olgunlasma, farklilagsma, apoptoz ve hiicre migrasyonu dahil olmak iizere bir¢ok islevinde etkili
bir molekiildiir (Niiro ve Clark, 2002) ve ayn1 zamanda BTK ¢esitli antiapoptotik yollar1 da
aktive eder (Mahajan ve dig., 2001; Glassford ve dig., 2003; Bajpai ve dig., 2000).

BTK'nin ekspresyonu sitoplazmik olmasina ragmen B hiicresi aktivasyonu siirecinde PIP3
etkilesimleri yoluyla plazma zarina gegis yapar (Li ve dig., 1997). BTK, B hiicresi reseptorii
sinyal yolunda 6nemli bir rol oynayan proinflamatuvar sinyallerin bir aracisidir (Loépez-Herrera
ve dig., 2014) dolayisiyla BTK'nin inhibisyonu, B hiicre maligniteleri ve otoimmiin
hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilabilecek bir yontemdir (Buggy ve Elias, 2012; Hendriks ve
dig., 2014).

Ibrutinib, BTK'nin ATP baglama bélgesinde sistein-481 tortusuna kovalent olarak baglanarak
kinaz aktivitesinin giiglii bir sekilde inhibisyonuna neden olur (Brown, 2013). Dolayisiyla
Ibrutinib ERBB ailesi (EGFR, ERBB?2) gibi sistein-481 kalmtisim1 koruyan tirozin kinazlarla
beraber, ek baglanma bolgeleri ve enzimler tizerindeki etkinligi nedeniyle hematolojik olmayan
baz1 kanserler i¢in de potansiyel gdstermektedir ve Ibrutinib'in toksisitesi esas olarak ilgili

kinazlar1 inhibe etmesiyle agiklanmaktadir (Chen ve dig., 2016).

Yapilan bir arastirmaya gore Ibrutinib, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile 16 farkli kinazi %95
oraninda inhibe edebilir (Uitdehaag ve dig., 2019). Dolayisiyla farkli tip kanserlerde tirozin

kinaz reseptorlerinin ekspresyonundaki veya yapisindaki degisiklikler de yaygin oldugundan,



ilag etkilesimi igin bu bdlgeler hedeflenebilir (Grabinski ve Ewald, 2014). Ibrutinib bu hedeflere
baglanarak tirozin kinazlarin fosforilasyonunun azalmasina yol agar, ayrica sitokin tiretimini,
PD-L1 ekspresyonunu ve MDSC'lerin ve diger miyeloid hiicrelerin hareket yetenegini azaltir -
Ki sonug olarak tiimoér mikrogevresini etkiler ve azalan tiimor damarlanmasi ile baglantilidir

(Molina-Cerrillo ve dig., 2017).

Meme kanseri tipik olarak hormon reseptorlerinin ve HER2/ERBB2 ifadesine bagli olarak alt
tiplere ayrilir. Hormon reseptorii pozitif/HER2-negatif kanserler genel olarak meme kanserinin
%70’lik bir kismi olustururken, HER2-pozitif kanserler %15-20 ve {iglii negatif kanserler
%15’lik bir paydaya sahiptir ve bu alt tipler hedefe yonelik veya sistemik tedavi igin farkli
secenekler sunar (Waks ve Winer, 2019).

Kanser tedavisindeki terapotik segenekler arasinda hormon reseptor pozitif tipler i¢in endokrin
tedavisi ve sikline bagimli kinaz inhibitorleri; HER2-pozitif olanlar i¢cin HER2 hedefli
antikorlar, antikor bilesikleri veya tirozin kinaz inhibitorleri ve kemoterapi mevcuttur (Metzler

ve dig., 2020) ve Ibrutinib’in de bu sebeple etkili olmas1 beklenir.
2.3 BO264 ve Etki Mekanizmasi

TACC3, mikrotiibiillere baglanmak i¢in gerekli olan TACC alani ad1 verilen korunmus bir C-
terminal motifi ile karakterize edilen transforme edici asidik sarmal (TACC) ailesine mensup
(Gergely ve dig., 2000), sentrozomlarda ve mitotik igciklerde lokalize olan (Nwagbara ve dig.,
2014); tikenmesi sonucunda sentrozomlarda mikrotiibiil g¢ekirdeklenmesini engelledigi,
boliinme esnasinda sentrozomun kiimelenmeden ayrilmasi tlizerine ¢ok kutuplu igcikler
olusturdugu (Fielding ve dig., 2011) ve apoptoza yol actig1 bildirilen (Schneider ve dig., 2007)
bir molekiildiir. Ayrica, TACC3 inhibisyonu mitojenik sinyallesmeyi azaltabilir (Petschnigg ve
dig., 2013) ve mitotik sonras1 G1 fazi durmasini tetikler (Schneider ve dig., 2008).

Yiiksek TACC3 seviyeleri ¢esitli kanserlerde gozlemlenmistir ve TACC3'in yikilmasi, renal
hiicreli karsinomda tiimor gelisimini ve hiicre bilylimesini baskilamigtir (Guo ve Liu, 2018)
dolayistyla TACC3'i asir1 eksprese eden kanserlerde TACC3'd hedeflemek dogru bir yol
olabilir.

Yapilan bir ¢caligmanin sonucuna gére BO-264, kanser hiicrelerinin canliligini inhibe eder ve

cok giiclii sitotoksisite gosterir. BO-264 ile TACC3 inhibisyonunun, mitotik tutuklamayz,



apoptozu ve DNA hasarini indiikledigi, anormal ig olusumuna neden oldugu ve TACC3'lin
sentrozomal lokalizasyonunu azalttigi ve dolayisiyla; tiimér biiytimesini 6nemli 6lglide bozarak

yiiksek bir toksisite olmadan hayatta kalmayi iyilestirdigi bildirilmistir (Akbulut ve dig., 2020).



3. MALZEME VE YONTEM

3.1. HUCRE SOYLARI

Calismada SKBR3, MCF7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 kullanilmigtir ve kullanilan bu hiicre

hatlar1 laboratuvarimizda rutin olarak ¢ogaltilmaktadir.

SKBR3 hiicre hatti genellikle HER2 hedeflemesinde kullanilmakla birlikte ilk defa 1970
yilinda radyasyon, steroidler, sitoksan ve 5-fluorourasil ile tedavi edilmis; kan grubu A+ olan

43 yasindaki adenokarsinomlu kadin hastanin plevral efiizyon hiicrelerinden izole edilmistir.

MCF7 hiicre hatt1 1973 yilinda, metastatik hastaligi olan 69 yasindaki bir kadinin plevral

eflizyonundan elde edilmistir ve hormon reseptorleri pozitiftir.

MDA-MB-231 ise Kafkas kokenli bir kadinin plevral efiizyonundan elde edilmis olup tglii

negatif olarak bilinmektedir, hormon reseptorleri negatiftir.

Hiicre hatlarinin tamami1 %10 Fetal Sigir Serumu (FBS, Gibco lab.), 100 pg/ml streptomisin
(Streptomisin siilfat, I.E. Ulugay), 100 IU/ml penisilin (Pronapen, Pfizer), Amhotericine B
(Sigma) ve igeren pH’st % 4,4’lik NaHCOs ile 7.2’ye ayarli yiiksek glikozlu DMEM

besiyerinde yasatilmistir.
3.2. HUCRELERIN PASAJ iSLEMI

Hiicrelerin pasaji tek tabaka haline geldiklerinde yapilmis ve hiicreleri kaldirmak i¢in %0,25’lik
tripsin (Gibco Lab.) kullanilmigtir. Siispanse edilerek santrifiij tiipiine aktarilan hiicrelere 2 ml
DMEM eklenerek tripsin aktivitesinin devam etmesi engellenmis ve hiicreler 1500 g donme
hizinda 3 dakika santrifiij edilmistir. Sonrasinda siipernatant atilmis ve pellet yeni kiiltiir

kaplarina besiyeri esliginde ekilmistir.
3.3. HUCRELERIN EKiM iSLEMIi

Mitotik aktivite analizi igin her bir kuyucukta 15x10* hiicre/ml besiyeri; BrdU hiicre
proliferasyonu analizi i¢in her bir kuyucukta 2x10* hiicre/ml besiyeri ve kaspaz 3-7 aktivite
analizi i¢in 24 kuyucuklu kiiltiir kabmin her bir kuyucugunda 5x10° hiicre/ml besiyeri; gercek

zamanli hiicre analizi i¢in 16 kuyucuklu E-plate’in her bir kuyucuguna 4x102 hiicre/ml besiyeri
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olacak sekilde SKBR3; 10x10° hiicre/ml besiyeri olacak sekilde MCF-7 ve 5x10° hiicre/ml
besiyeri olacak sekilde MDA-MB-231 ekimi yapilmistir ve 24 saat boyunca, 37 °C’de %95
hava ve %5 CO; ortaminda inkiibe edilmistir. Hiicrelerin deney oncesindeki durumlarinin

degerlendirilmesi i¢in mikroskop altinda morfolojik analizleri yapilmaistir.
3.4. ILAC KONSANTRASYONLARININ HAZIRLANMASI VE UYGULANMASI
3.4.1. ibrutinib (IMBRUVICA 140 mg)

Ibrutinib stok soliisyonu +4 °C’de muhafaza edilerek tiim deneyler boyunca ayni stok
kullanilmistir. Deneylerde kullanilmak iizere Ibrutinib’in stok soliisyonu DMEM ile

seyreltilerek ¢esitli konsantrasyonlar elde edilmistir.
3.4.2. BO-264

BO-264 stok solisyonu +4 °C’de muhafaza edilerek tim deneyler boyunca ayni stok
kullanilmistir. Deneylerde kullanilmak tizere BO-264 stok soliisyonii DMEM ile seyreltilerek

cesitli konsantrasyonlar elde edilmistir.
3.4.3. Tlaclarin Uygulanmasi
Ilaglar tek tek ve kombin dozlar seklinde uygulanmistir. Deney gruplar:

e MCF-7: Ibrutinib

e MCF-7: BO-264

e MCF-7: Ibrutinib + BO-264

e SKBR3: ibrutinib

o SKBR3: BO-264

e SKBR3: ibrutinib + BO-264

e MDA-MB-231: ibrutinib

e MDA-MB-231: BO-264

e MDA-MB-231: Ibrutinib + BO-264 seklinde belirlenmistir.

3.5. HUCRE KIiNETiGi PARAMETRELERI

3.5.1. XxCELLigence DP Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizi (RTCA)
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Hiicrelerdeki ¢ogalma ve Oliimleri, devamli ve gercek zamanli sekilde, hiicrelerin elektrik
akimina kars1 gosterdikleri direncin belirlenmesiyle gergeklestiren XCELLigence RTCA-DP
sisteminin ¢alisma prensibine gore; cihaz ig¢in Ozel olarak kullanilan ve yiizeyinde altin
elektrotlar bulunan E-plate’in alt yiizeyine yapisan hiicre sayisi arttik¢a direng artmakta ve
hiicre sayis1 azaldikga direng de azalmaktadir. Bu sayede hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimii
gercek zamanli olarak kaydedilebilmekte ve kaydedilen veriler grafikler halinde bilgisayar

araciligryla goriintiilenebilmektedir.

XCELLigence RTCA sistemi kullanilarak elde edilecek hiicre indeksinin degerlendirilebilmesi
icin toplamda 16 kuyucugu bulunan E-Plate’in her bir kuyucuguna 100 pl besiyeri eklenmis ve
cihazda backgroundu alinarak; MDA-MB-231 hatti i¢in 100 pl/5000 hiicre, MCF-7 hatt1 igin
100 ul/10000 hiicre ve SKBR3 hatti igin 100 n1/4000 hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Bu
islemin ardindan E-Plate’ler steril kabin igerisinde 20 dakika kadar oda sicakliginda muhafaza
edilmis ve daha sonra cihazdaki yerlerine yerlestirilerek 37°C ve %5 CO ortaminda
inkiibasyona birakilmistir. E-Plate’lere hiicre ekimi gergeklestirildikten sonra cihaza her 15

dakikada bir 6l¢tim almasi igin komut verilmistir.

Hiicre ekiminden yaklasik 24 saat sonra E-Plate’lerdeki besiyeri ilacl besiyeri ile degistirilerek
72 saat siiresince 15 dakika araliklarla 6l¢lim alinmaya devam edilmistir ve sonuglar grafik

seklinde goriintiilenmigtir.
3.5.2 Mitotik Aktivite Analizi

Her ii¢ hiicre hatt1 i¢in 96 kuyucuklu kabin her bir kuyusunda 15x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapilmig ve hiicreler 24 saat boyunca 37°C ve %5 CO> ortamina sahip etiiv i¢erisinde 24 saat

inkiibasyona birakilmistir.

Daha sonra mevcut besiyeri atilip hiicrelere MCF-7 igin 1,25 uM Ibrutinib + 1,25 uM BO-264,
SKBR3 i¢in 0,5 uM Ibrutinib + 0,5 uM BO-264, MDA-MB-231 i¢in 10 uM ibrutinib + 0,5 uM
BO-264 kombinasyonlu ila¢ ekimleri yapilmis ve yine ayni sartlar altinda 24 saat inkiibasyona

birakilmustir.

24 saat sonrasinda ilagli besiyeri atilip, platelere 100 ul %4 formaldehit igeren 10X PBS’den
1:9 oraninda dH2O ile seyreltilmis PBS eklenip parafilmle kapatilarak 20 dakika oda

sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda formaldehitli PBS atilip
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hiicreler 3 kez 5 dakika boyunca yikama tamponuyla muamele edilmistir. Ardindan yikama
tamponu atilip ve kuyucuklara 100 pul Quenching Buffer eklenmis ve 20 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonras1 kuyucuklardaki Quenching Buffer atilip 2 kez 5 dakika
200 pl yikama tamponu ile hiicreler yikanmis ve yikama tamponu atilip, 100 pul Antibody
Blocking Buffer eklenerek 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Antibody Blocking Buffer
atildiktan sonra 2 kez 200 pl yikama tamponu ile hiicreler yikanmistir ve 100 50 ul primer
antikor eklenerek parafilmlenen plate, 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda primer antikor atilmig hiicreler 3 kez 5 dakika boyunca 200 pl yikama tamponuyla
yikanmis, ardindan 100 pl sekonder antikor eklenmis ve parafilmlenerek 1 saat oda sicakliginda

inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda sekonder antikor atilip hiicreler 3 kez 5 dakika boyunca 200 pl yikama
tamponu, daha sonrasinda 2 kez 5 dakika 200 pl 1X PBS ile yikandiktan sonra platelere 100 pl
Developing Solution eklenmistir. Oda sicakliginda dogrudan 1giktan koruyarak 2-20 dakika
inkiibasyona birakilmis ve mavi renk degisimi mevcut oldugunda 100 pl Stop Solution
eklenerek rengin sartya donmesi beklenmistir. Sar1 renk degisimi goriildiikten sonra plate,
Reader plate (FIx-800, Bio-Tek Instruments Inc.) okuyucuda 450-655 nm’de 5 dakika iginde
Ol¢time alinmistir. Bu iglemler MCF-7, SKBR3 ve MDA-MB-231 hiicre hattinda 24, 48 ve 72.

saatlerde tekrarlanmistir.
3.5.3 BrdU Hiicre Proliferasyon Analizi

96 kuyucuklu kiiltiir kabiin her bir kuyusunda 2x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmis ve 24
saat boyunca 37°C’de %5 CO- ortam sartlarini igeren etiivde inkiibasyona birakilmistir. Daha
sonra mevcut besiyeri atilip hiicrelere MCF-7 igin 1,25 pM Ibrutinib + 1,25 uM BO-264,
SKBR3 i¢in 0,5 pM Ibrutinib + 0,5 pM BO-264, MDA-MB-231 i¢in 10 uM ibrutinib + 0,5 uM
BO-264 kombinasyonlu ila¢ ekimleri yapilmis ve bu islemden 3-4 saat sonra 20 pl BrdU
(Millipore 2750) eklenmis ve 37°C’de %5 CO2 ortam sartlarini igeren etiivde inkiibasyona

devam edilmistir.

Inkiibasyon sonunda, kuyulardaki besiyeri uzaklastirilarak her bir kuyuya 200 pl sabitleme
soliisyonu eklenmis ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakilmis; ardindan sabitleme

soliisyonu uzaklagtirilarak yikama tamponuyla 3 kez yikama yapilmistir. Sonrasinda yikama
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tamponu uzaklastirilarak her kuyuya 100 pl Anti-BrdU antikoru eklenmis, oda sicakliginda 1

saat inkiibe edilmistir ve yikama asamasi tekrar edilmistir.

2000x Goat anti-mouse IgG, Peroksidaz konjugati 1:2000 oraninda seyreltilmis ve her bir
kuyucuga 100 pl eklenerek 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
yikama igslemi 3 kez tekrarlanmis ve 100 ul TMB Peroksidaz Substrat eklenerek karanlikta, oda
sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda Anti-stop Solution’dan her
kuyuya 100 pl eklenmis ve 450-550 nm ¢ift dalga boyunda absorbans degerleri dl¢lilmiistiir.
Bu islemler MCF-7, SKBR-3 ve MDA-MB-231 hiicre hattinda 24, 48 ve 72. saatlerde

tekrarlanmustir.
3.5.4 Kaspaz 3,7 Aktivitesi Analizi

Hiicre hatlarindaki kaspaz aktivasyonunun tespiti Kaspaz 3/7 deney kiti (CaspaTag™ Caspase-
3,7 In Situ Assay Kit, Fluorescein Millipore, APT423) kullanilarak belirlenmistir. 24 kuyucuklu
kiiltiir kabinin her bir kuyucuguna 5x10° hiicre/ml olacak sekilde ekim yapilmis ve 24 saat
boyunca 37°C’de %5 CO2 ortam sartlarin1 igeren etiiviin iginde inkiibasyona birakilmustir.
Sonrasinda mevcut besiyeri atilip hiicrelere MCF-7 i¢in 1,25 uM Ibrutinib + 1,25 uM BO-264,
SKBR3 i¢in 0,5 pM Ibrutinib + 0,5 uM BO-264, MDA-MB-231 i¢in 10 uM ibrutinib + 0,5 uM

BO-264 kombinasyonlu ila¢ ekimleri yapilmis ve inkiibasyona devam edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi besiyeri atilarak hiicreler tripsin eriyigi ile plateden kaldirilmistir ve 800 g
hizda 5 dakika boyunca santrifiijlendikten sonra siipernatant atilmistir. Pellet tizerine 3 ml
medyum eklenerek iyice karistirilmis ve ardindan hiicre siispansiyonundan 300 pl steril tiiplere
aktarilmigtir. Tiiplere 30XFLICA reaktifinden 10 ul eklenerek 37°C’de %5 CO2 bulunan
karanlik ortam 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda yikama tamponundan 2
ml eklenerek 400 g hizda 5 dakika santrifiij edilmis ve ardindan siipernatant atilip yikama
tamponundan 1 ml eklenerek tekrar 400 g hizda 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant
atilarak 1 ml 1X PBS’den eklenmis ve karistirilmistir. Ardindan siispansiyondan 50 pl alinarak
steril tiipe aktarilmis ve tizerine 450 pl PBS eklenmistir. 400 g hizda 5 dakika santrifiijden sonra
stipernatant atilarak tizerine 400 ul PBS eklenmis ve tiiplerden hiicreler alinarak siyah kiiltiir
kaplarina her bir deney grubundan 100 pl olacak sekilde ekim yapilmistir. Floresan Plate

Reader (FIx-800, Bio-Tek Instruments Inc.) kullanilarak 490 nm eksitasyon - 520 nm emisyon
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dalga boyunda (Aex 490, Aem 520) 6l¢timler yapilmistir. Bu islemler her bir hiicre hatt1 igin 24,

48 ve 72. saatlerde tekrar edilmistir.
3.5.5 Istatiksel Degerlendirme

Deney gruplarmin tamaminda uygulanan konsantrasyon ve zamana gore saptanan hiicre
kinetigi parametre degerleri karsilastirmali olarak degerlendirilmis ve bu amagla tiim deney
gruplarindan saptanan degerlere tek yonlii ANOVA testi uygulanmistir. Gruplarin kontrole gore
anlamliliklar1t DUNNETT’S testi ile degerlendirilmistir. Gruplarin birbirleri ile olan
anlamliliklart ise t-testi ile degerlendirilmistir. Istatistiksel degerlendirmelerde p<0.05

anlamlilik seviyesi baz alinmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada, Bruton Tirozin Kinaz inhibitérii olan ve cgesitli lenfomalarin tedavisinde
kullanilan Ibrutinib ve yeni tanimlanan TACC3 inhibitdrii BO-264’iin kombin halde
kullaniminin MCF-7, SKBR-3 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 iizerindeki antiproliferatif
etkilerinin ger¢ek zamanli hiicre analizi, kaspaz 3-7 aktivite analizi, mitotik aktivite analizi ve
BrdU hiicre proliferasyon analizi yontemleriyle in vitro kosullarda hiicresel seviyede meydana

getirdigi etkiler aragtirilmistir.
4.1 xCELLigence RTCA Sistemi Bulgular

MCF-7, SKBR3 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda ¢esitli ibrutinib ve BO-264 dozlari
uygulanarak 1Cso degerleri saptanmis ve ardindan bu degerlere uygun ¢esitli kombin dozlar

hiicrelere uygulanmistir. Uygulanan bazi dozlara ait degerler grafikte gosterilmistir.

Cell Index

Time (in Hour)

Sekil 4.1: Ibrutinib uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerine ait XCELLigence RTCA sistemi kullanilarak
elde edilen hiicre indeksi grafigi (-- Kontrol, -- 0,5 uM, -- 40 uM, -- 50 uM)

MDA-MB-231 hiicreleri iizerine 0,5 puM Ibrutinib uygulamasi hiicre indeksini kontrol
degerinin de iizerine ¢ikarirken, 50 uM degeri hiicre indeksini yiiksek oranda azaltt1. ICso deger

40 uM olarak belirlendi.
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Sekil 4.2: BO-264 uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerine ait XCELLigence RTCA sistemi kullanilarak
elde edilen hiicre indeksi grafigi (-- Kontrol, -- 0,5 uM, ~ 40 uM, -- 50 uM)

MDA-MB-231 hiicreleri tizerine 40 uM BO-264 uygulamasi bir noktadan sonra hiicre indeksini
kontrol degerinin de iizerine ¢ikarirken, 50 uM degeri hiicre indeksini yiiksek oranda azaltti.

ICso deger 0,5 uM olarak belirlendi.

Grafikteki egrilere bakilarak, elde edilen elde edilen degerlerin anlamlandirilmasi i¢in standart
egrilere bakildiginda; MDA-MB-231 hiicre hattinda 40 uM Ibrutinib’in sitostatik, 0,5 uM BO-

264’lin ise anti-mitotik etki gosterdigi sdylenebilmektedir.
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Sekil 4.3: ibrutinib uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait XCELLigence RTCA sistemi kullanilarak elde
edilen hiicre indeksi grafigi (-- Kontrol, -- 0,5 uM, -- 5 uM, -- 30 uM).
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MCF-7 hiicreleri iizerine 0,5 pM Ibrutinib uygulamas:1 kontrole kiyasla hiicre indeksine bir

katkida bulunmadi, sonuglar kontrol grubuna paraleldi. 30 uM ise fazla toksisite gosterdi. 1Csg

degeri 5 uM olarak belirlendi.

Cell Index

Time (in Hour)

Sekil 4.4: BO-264 uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait XCELLigence RTCA sistemi kullanilarak elde
edilen hiicre indeksi grafigi (-- Kontrol, -- 0,5 uM, -- 10 uM, - 30 uM).

MCEF-7 hiicreleri tizerine 0,5 pM BO-264 uygulamas1 IC50 degerine gore daha yiiksek toksisite
gosterirken 30 uM degeri hiicreleri kontrole kiyasla ilk 6nce hiicre indeksini kuvvetli bir sekilde

artirirken sonrasinda kuvvetli bir sekilde azaltict etki gosterdi. 1Cso deger 10 uM olarak

belirlendi.

Grafikteki egrilere bakilarak; elde edilen elde edilen degerlerin anlamlandirilmasi i¢in standart
egrilere bakildiginda; MCF-7 hiicre hattinda 5 uM Ibrutinib’in anti-mitotik, 10 pM BO-264’{in

ise hiicrede DNA hasar yaratarak etki gosterdigi sdylenebilmektedir.
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Sekil 4.5: Ibrutinib uygulanan SKBR3 hiicrelerine ait XCELLigence RTCA sistemi kullanilarak elde
edilen hiicre indeksi grafigi (-- Kontrol, -- 0,5 uM, -- 40 uM, -- 50 uM).

SKBR3 hiicreleri iizerine 40 ve 50 pM Ibrutinib uygulamas: hiicre indeksini kuvvetli bir

bi¢imde azaltti, ICso degeri, 0,5 uM olarak belirlendi.

Cell Index

TN
438 538 638 738 838

Time (in Hour)

Sekil 4.6: BO-264 uygulanan SKBR3 hiicrelerine ait XCELLigence RTCA sistemi kullanilarak elde
edilen hiicre indeksi grafigi (-- Kontrol, -- 0,5 uM, -- 5 uM, - 40 uM).

SKBR3 hiicreleri iizerine 0,5 uM BO-264 uygulamas: hiicre indeksini kuvvetli bir bigimde
diistiriirken, ¢ok daha yiiksek dozda uygulanan 40 uM BO-264 ilk 60 saat kontrole paralel bir
egri gosterdi. Diisiik degerde yiiksek toksisite gosteren BO-264’1in yiiksek dozlarda kontrole

paralel sonug vermesi diisiindiiriiclidiir. Sonug olarak 1Cso degeri 5 uM olarak belirlendi.
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Grafikteki egrilere bakilarak, elde edilen elde edilen degerlerin anlamlandirilmasi i¢in standart
egrilere bakildiginda; SKBR3 hiicre hattinda hem 0,5 uM Ibrutinib’in hem de 5 uM BO-264’iin

sitostatik etki gosterdigi soylenebilmektedir.
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Sekil 4.7: Kombin doz uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerine ait XCELLigence RTCA sistemi
kullanilarak elde edilen hiicre indeksi grafigi (-- Kontrol, -~ 10 uM ibrutinib + 0,5 uM BO-264, -
- 20 puM Ibrutinib + 0,5 pM BO-264, -- 40 uM Ibrutinib + 0,5 uM BO-264).

MDA-MB-231 hiicreleri i¢in ICso degeri 10 uM Ibrutinib + 0,5 uM BO-264 olarak belirlendi.
BO-264 miktar1 sabit tutulup Ibrutinib’in artirildig1 diger dozlarda hiicre indeksinde kuvvetli
bir diisiis gézlenmistir. Bu durum kombinasyonun Ibrutinib’in artan dozlarina bagli olarak

etkisinin arttigini gostermektedir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda 40 pM Ibrutinib’in sitostatik, 0,5 pM BO-264{in ise anti-mitotik
etki gosterdigi daha 6nce belirtilmekle birlikte, standart egrilere bakilarak 10 uM Ibrutinib ve
0,5 uM BO-264’1in kombin etkisinin de sitostatik oldugu sdylenebilir.
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Time (in Hour)

Sekil 4.8: Kombin doz uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait XCELLigence RTCA sistemi kullanilarak elde
edilen hiicre indeksi grafigi (-- Kontrol, -- 1,25 uM Ibrutinib + 1, 25 uM BO-264, - 0,5 uM
Ibrutinib + 1,25 BO-264, -- 2,5 uM Ibrutinib + 5 uM BO-264)

Aslinda uyguladigimiz bir¢ok kombin dozda MCF-7 hiicreleri iizerinde benzer sekilde hiicre
indeksinde kararli bir azalma gozlendi fakat ICso degeri 1,25 pM Ibrutinib ve 1, 25 uM BO-
264 olarak belirlendi.

MCF-7 hiicre hattinda tek 5 uM Ibrutinib uygulamasmmn anti-mitotik, tek 10 uM BO-264
uygulamasinin hiicrede DNA hasar1 yaratarak etki gosterdigi daha once belirtilmis olmasina
ragmen; 1,25 uM ibrutinib + 1,25 uM BO-264 kombin dozu igin elde edilen hiicre indeksi
egrisinin, standart egrilerle karsilastirildiginda hiicrede sitoskeletal etki gosterdigi

goriilmektedir.
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Cell Index
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Sekil 4.9: Kombin doz uygulanan SKBR3 hiicrelerine ait XCELLigence RTCA sistemi kullanilarak
elde edilen hiicre indeksi grafigi (-- Kontrol, 0,125 pM Ibrutinib + 0,5 BO-264, - 0,5 uM
Ibrutinib + 0,5 pM BO-264, -- 0,25 uM Ibrutinib + 1,25 uM BO-264).

Kombin uygulamada SKBR3 hiicre hatt1 igin en etkili deger 0,5 uM Ibrutinib + 0,5 uM BO-
264 olarak belirlendi. Aym miktarda BO-264 ve % oraminda azaltilmig Ibrutinib uygulamasi
kontrole kiyasla anlaml1 bir fark vermezken; kombin uygulamada Ibrutinib’in daha da azaltilip
BO-264iin artirilmas1 (0,25 uM Ibrutinib + 1,25 pM BO-264) daha da toksik bir etki gosterdi.

Bu durum, kombinasyonda BO-264 etkisinin daha kuvvetli oldugunu diisiindiirmektedir.

SKBR3 hiicre hattinda hem 0,5 uM ibrutinib hem de 5 uM BO-264 dozunun tek basina
uygulamasinin hiicrede sitostatik etki yaratarak etki gosterdigi daha once belirtilmisti ve
goriinen o ki 0,5 pM Ibrutinib + 0,5 pM BO-264 kombin dozu da ayni etkiyi gostererek hiicreyi

etkilemektedir.
4.2 Mitotik Aktivite Analizi Bulgular:

xCelligence ger¢ek zamanli hiicre analizinden elde edilen bulgulara géore MCF-7, SKBR-3 ve
MDA-MB-231 hiicre hatlar1 i¢in belirlenen kombin dozlarinin mitotik aktivitesi 24, 48 ve 72

saat boyunca karsilastirmali olarak degerlendirilmis ve sonuglar Tablo 4.1°de gdsterilmistir.
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Tablo 4.1: 24, 48 ve 72 saat boyunca, kombin doz uygulanmis MDA-MB-231, MCF-7 ve SKBR3
hiicrelerine ait mitotik aktivite degerleri.

Absorbans Degerleri (450-655 nm)

Zaman/Saat MDA-MB-231 MCF-7 SKBR-3
Kontrol Kombin Doz | Kontrol Kombin Doz | Kontrol Kombin Doz
24 34x10° | 141x10°3 126x103 | 181x103 155103 | 171x1073
48 42x103 | 37x103 71x103 20x103 22x103 69x10°3
72 53x10° | 43x103 23x10°3 8x1073 12x10°3 31x10°3
450
400
350
g 300
X
> 250
kv B Kontrol
<
x 200 m MDA-MB-231 Kombin Doz
3]
5 150
100
0

24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 4.10: 10 pM Ibrutinib ve 0,5 uM BO-264 kombin doz uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerine ait
mitotik aktivite - zaman grafigi.
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Sekil 4.11: 1,25 pM ibrutinib ve 1,25 uM BO-264 kombin doz uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait mitotik
aktivite - zaman grafigi.

350
300
250
200

H Kontrol

150 W SKBR3 Kombin Doz

Mitotik Aktivite (%)

100

5

o

24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 4.12: 0,5 uM Ibrutinib ve 0,5 uM BO-264 kombin doz uygulanan SKBR3 hiicrelerine ait mitotik
aktivite - zaman grafigi.

Mitotik aktivite analizi bulgular1 degerlendirildiginde kombin uygulamanin en etkili oldugu
hiicrenin MCF-7 hiicre hatti oldugu goriilmektedir; 48 saatte %20’lere kadar diisen mitotik

aktivite mevcuttur.
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4.3 BrdU Hiicre Profilerasyon Analizi Bulgular:

Hiicre dongiisiiniin sentez fazinda hiicrelere uygulanan kombin dozlarin etkisi BrdU hiicre

proliferasyon analiziyle belirlenmis ve sonuglar Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2: 24, 48 ve 72 saat boyunca, kombin doz uygulanmigs MDA-MB-231, MCF-7 ve SKBR3
hiicrelerine ait BrdU aktivitesi degerleri.

Absorbans Degerleri (450-550 nm)
Zaman/Saat | MDA-MB-231 MCF-7 SKBR-3
Kontrol Kombin Doz | Kontrol Kombin Doz | Kontrol Kombin Doz

24 260x107° | 645x10° 152x103 | 654x1073 359x10*% | 119x1073
48 134x10- | 749x10-3 205x10° | 503x10-3 152x10° | 655x1073
72 565x1073 | 573x1073 289x103 | 665x10°3 811x103 | 786x1073

600

500

400
S
3 300 = Kontrol
g H MDA-MB-231 Kombin Doz

200

|

0

24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 4.13: 10 uM ibrutinib ve 0,5 uM BO-264 kombin doz uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerine ait
BrdU aktivitesi - zaman grafigi.
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Sekil 4.14: 1,25 pM Ibrutinib ve 1,25 uM BO-264 kombin doz uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait BrdU
aktivitesi - zaman grafigi.
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Sekil 4.15: 0,5 uM Ibrutinib ve 0,5 uM BO-264 kombin doz uygulanan SKBR3 hiicrelerine ait BrdU
aktivitesi - zaman grafigi.

BrdU aktivitesi analizi bulgularina bakildiginda kombin uygulamanin SKBR3 hiicre hattinda
ilk 24 saatte diislisii goriilmesine ragmen 48 saatte ¢ok yiiksek aktivite gozlenmistir. MCF-7
hiicre hattinda 72 saate kadar aktivite hep yiliksek goriinmekte, MDA-MB-231 hattinda ise

yiiksek aktivite 72 saatte ancak kontrolle ayn1 seviyeye diismiistiir.
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4.4 Kaspaz 3,7 Aktivitesi Analizi Bulgular

Hiicrelere uygulanan kombin dozlarin hiicredeki kaspaz bagimli apoptoza olan etkisini 6lgmek

icin yapilan Kaspaz 3,7 aktivitesi analiz bulgular1 Tablo 4.3’te gosterilmistir.

Tablo 4.3: 24, 48 ve 72 saat boyunca, kombin doz uygulanmis MDA-MB-231, MCF-7 ve SKBR3
hiicrelerine ait Kaspaz 3,7 aktivitesi degerleri.

Absorbans Degerleri (450-655 nm)

Zaman/Saat | MDA-MB-231 MCF-7 SKBR-3
Kontrol Kombin Doz | Kontrol Kombin Doz | Kontrol Kombin Doz
24 426 148 263 407 166 164
48 293 130 134 100 100 115
72 355 307 282 262 323 296
120
100
9
= 80
2
é 60 m Kontrol
?B' B MDA-MB-231 Kombin Doz
2 40
<
20 I
0

24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 4.16: 10 uM Ibrutinib ve 0,5 pM BO-264 kombin doz uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerine ait
Kaspaz 3,7 aktivitesi - zaman grafigi.
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Sekil 4.17: 1,25 uM Ibrutinib ve 1,25 pM BO-264 kombin doz uygulanan MCF-7 hiicrelerine ait Kaspaz
3,7 aktivitesi - zaman grafigi.
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Sekil 4.18: 0,5 uM ibrutinib ve 0,5 uM BO-264 kombin doz uygulanan SKBR3 hiicrelerine ait Kaspaz
3,7 aktivitesi - zaman grafigi.

MDA-MB-231 hiicre hattinda kombin uygulama tiim zaman araliklarinda kaspaz degerlerini
kontrole gore diistirmiistiir. MCF-7 hiicre hattinda ilk 24 saatte kontrole kiyasla %50 kadar artan
kaspaz aktivitesi mevcuttur. SKBR3 hattinda ise 48 saatte kaspaz aktivitesi kontrole kiyasla

%20 kadar artmistir. |
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismada cesitli meme kanseri hiicre hatlarinda Bruton Tirozin Kinaz inhibitérii olan Ibrutinib

ve yeni kesfedilen bir TACC3 inhibitérii olan BO-264’lin kombin kullaniminin etkisini

arastirmak istedik.

Ibrutinib BTK’yi inhibe ediyordu ve BTK; B hiicresinin ¢ogalmasi, olgunlasmas,

farklilasmasi, apoptoz ve hiicre gocii dahil olmak {izere bir¢ok islevinde etkili bir molekiildii

(Niiro ve Clark, 2002). BO-264 ise boliinme esnasinda sentrozomun kiimelenmeden ayrilmasi

tizerine ¢ok kutuplu igcikler olusturdugu (Fielding ve dig., 2011) ve apoptoza yol agtigi
bildirilen (Schneider ve dig., 2007) bir molekiildii.

Daha &nce Ibrutinib ve BO-264 ¢esitli meme kanserleri iizerine tek uygulanmis ve cesitli ICso

degerleri elde edilmistir. Bunlarin bir kism1 Tablo 5.1°de gosterilmistir.

Tablo 5.1: Ibrutinib’in ¢esitli hiicre hatlari iizerine etkisi.

Calismalar

Ibrutinib’in Cesitli Hiicreler Uzerindeki Etkisi

MDA-MB-231

MCF-7

SKBR3

Chen vd., 2016

Cok az duyarliydi ya
da hic degildi (>5 uM
igin).

Cok az duyarliydi ya
da hi¢ degildi (>5 uM
igin).

1Cso degeri: 2,90 nM

Wang vd., 2016

10 uM uygulama canli
hiicre yiizdesini

yaklasgik %35 azaltir.

10 pM uygulama canli
hiicre yiizdesini

yaklasik %40 azaltir.

1 uM veya 10 pM mm
uygulama canliligi

yaklasik %90 azaltir.

Grabinski vd., 2014

1Cs50>6400 nM

ICsp> 6400 nM

1Cs0 degeri: 2,1 nM

Prabaharan vd., 2020

1Cso degeri: 8,89 nM

Soltanshahi vd., 2022

ICso degeri: 2000 nM
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Calismamiz sonucunda Ibrutinib’in hiicrelere tek uygulanmast ile elde edilen ICso degerleri ise
MDA-MB-231, SKBR3 ve MCF-7 hiicre hatlar1 i¢in sirasiyla 40 uM, 5 uM ve 0,5 uM’dir.
Elimizdeki veriler mevcut verilerle karsilastirildiginda Ibrutinib’in MDA-MB-231 iizerindeki
etkisinin yiiksek dozlara bagli oldugu dogrulanmakla beraber SKBR3 hiicre hatt1 i¢in mevcut
degerlerin istiinde bir ICso degeri elde edilmistir. MCF-7 igin elimizdeki 1Cso degeri 5 uM
olmakla birlikte bildirilen degerler 2 uM, >6.4 uM veya 10 uM uygulamanin yaklasik %40
canlilik azalttig1 seklinde degiskendir.

xCELLigence DP analiz sonuglarina gore elde edilen egriler, standart egrilerle
karsilagtirildiginda  Ibrutinib uygulamasmin MDA-MB-231 ve SKBR3 hiicre hattinda
sitostatik, MCF-7’de ise anti-mitotik etkisi oldugu séylenebilmektedir. ibrutinib’in mevcut etki
mekanizmasina bakildiginda HER2+ hiicre hatlar1 i¢cin daha genis yelpazede aciklama oldugu
goriilmektedir. Grabinski ve arkadaslarinin 2014’te bildirdigine gore Ibrutinib uygulamasi
MDA-MB-231 hari¢ ¢alismadaki diger hiicre hatlarinda MAPK fosforilasyonunu azaltirken
(MCF-7 ve SKBR3 dahil), sadece ErbB2+ AKT fosforilasyonunun aktivasyonunu inhibe
etmistir -ki hem MAPK hem AKT hiicre sagkalimi ve apoptozla ilgilidir (De Luca ve dig.,
2012). Chen ve arkadaslarinin 2016°daki ¢alismasinin sonucuna gore ise Ibrutinib’in, HER2+
hatlarda hiicre biiylimesi inhibisyonu, hiicre dongiisii durmasi ve kaspaz bagimli apoptoza

sebep oldugu bildirilmistir.

Meme, akciger ve mide kanserlerinde daha kotii sagkalimla ilgili olan TACC3 molekiilii inhibe
eden ve yeni bulunmus bir inhibitor olan BO-264 uygulamasinin, ¢alismamizin sonucuna gore
ICs0 degeri MDA-MB-231, SKBR3 ve MCF-7 hiicre hatlar1 i¢in sirasiyla 0,5 pM, 10 uM ve 5
puM’dir. Daha 6nce Akbulut ve arkadaglarinin calismasina gore ise daha diisiik seviyelerde 1Csg
degerleri bildirilmistir. Yine bu ¢alismanin sonucuna gére BO-264, HER2+ hiicre hatlarindan
biri olan JIMT]1 iizerinde mitotik tutuklanma, apoptoz ve DNA hasarina sebep vermistir ve ayni
zamanda BO-264"{in metafazda yanlig hizalamaya sebep oldugu da bildirilmistir. XCELLigence
DP analiz sonuglarimiz da bu bilgileri destekler niteliktedir. Standart egrilerle karsilastirarak
yaptigimiz yorumlara gore BO-264 uygulamasit MDA-MB-231 {izerine antimitotik etki, MCF-

7 tizerine DNA hasar1 ve SKBR3 iizerine sitostatik etki gostermistir.

Bu iki ilacin kombine uygulamasi ise MDA-MB-231 hiicre hattinda BO-264’tin kullanim
oraninda bir degisiklige sebep olmazken, Ibrutinib’in etkisini artirmis ve etki dozunu 4 kati

kadar azaltmis; en uygun kombin dozu 10 uM Ibrutinib + 0,5 uM BO-264 olarak belirlenmistir.
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Kombin doz uygulamasi bu hiicre hattinda ilk 24 saatte mitotik aktiviteyi artirmis fakat 48 ve
72 saatte kontrole oranla %20 kadar azaltmistir. Sentez fazindaki aktivitenin bir 6l¢iitii olan
BrdU aktivitesi sonucuna bakildiginda ilk 48 saatte aktivite artis1 ve 72. saatte normal diizeyde
bir aktivite sonucu edindik ayni1 zamanda kombin doz uygulanan hiicrelerin kaspaz aktivitesi
de kontrole oranla artmisti. Sonug olarak ayri1 ayri etkili olan bu iki molekiil bir araya geldiginde

antagonizma gostermistir.

Bu etkinin hesaplanmasi i¢in %50 toksisite i¢in kombinasyon indeksi hesabi asagida verilen

formiile gore yapilmustir:
Cl = D1/DX1 + D2/DX> + 0.D1.D2/DX1.DX>
D1: D;ile kombinasyon halinde ICs i¢in ilag 1’in dozu
D-: D1 ile kombinasyon halinde ICso i¢in ila¢ 2 nin dozu
DX1: Tek basina ICs i¢in ilag 1’in dozu
DXz2: Tek basina ICsp i¢in ilag 2’nin dozu

a: iki ilagtan biri varken digeri etki gostermezse “0”; iki ilag birlikte etki gdsteriyorsa “1”
olarak kabul edilir ve hesaplanan deger; CI>1,3 ise antagonizmayi, CI=1,1-1,3 ise orta
antagonizmay1, C1=0,9-1,1 ise destekleyici etkiyi, Cl= 0,8-0,9 ise hafif sinerjizmi, Cl=0,6-
0,8 ise orta sinerjizmi, Cl= 0.4-0.6 sinerjizmi ve Cl= 0,2-0,4 ise yiiksek sinerjizmi gosterir
(Ichite ve dig., 2019).

Kombinasyon uygulamasinin SKBR3 hattindaki etkisine bakildiginda ibrutinib’in tek basina
kullanilan dozuna gore bir degisiklik olmadig1 fakat BO-264 i¢in gerekli dozun 10 kat1 kadar
azaldigim1 sdylemek miimkiindiir. Kombin uygulamasinin hiicredeki etkisini anlamak i¢in
yapilan mitotik aktivite ve sentez fazi aktivitesini ifade eden BrdU aktivitesi sonuglarina
bakildiginda her ikisinde de artan sonuclar goriilmiistiir. Kaspaz aktivitesinde ise kontrole
kiyasla hemen hemen hi¢ degisiklik olmamistir. HER2+ hiicre hatlarinda etkisi bir¢ok yonden
ele alinmis ve agiklanmis olan bu iki molekiiliin bir araya geldiginde antagonist etki gostermesi

diistindiiriictidiir.
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MCF-7 hiicre hattinda kombinasyon sonuglarma bakildiginda etki dozunun hem Ibrutinib’de
hem BO-264’te diistiigli goriilmektedir. Mitotik aktivite analizi bulgularina gére kombin doz
48.saatte hiicre canliligint %28’e diisiirmiis ve kaspaz aktivitesini 4 kat1 kadar artirarak etki
gostermistir. Ayni zamanda kombin dozun xCELLigence analizi grafigi bu etkinin sitoskeletal
bir yonii olacagini da gostermektedir. Sonug olarak MCF-7 {izerinde ayr1 ayr1 ¢ok iyi etkisi
aciklanmamis bu iki molekiiliin kombin uygulamasi 0,4 CI degeriyle yiiksek sinerjizme isaret

etmektedir ki bu da yeni bir ilag protokoliiniin gelismesine katki saglayabilir.

Diger taraftan HER2+ hiicre hatlarinda ¢ok diisiik dozlarda yiiksek etki gosteren, MCF-7 hiicre
hattinda ise diger hiicrelere oranla iyi sonuglara ulasilamamis bu iki molekiiliin kombin
kullaniminin SKBR3 hiicre hattinda antagonist, MCF-7 hattinda ise yiiksek sinerjistik etkisinin

aciklanmasi icin daha fazla ¢aligmaya ihtiyag vardir.
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