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OZET

AKA Y. OVER KANSERI HUCRELERINDE DNA HASARI VE GOLGI STRESINE
YANITTA APOPTOTIiK MEKANIZMALARIN ARASTIRILMASI. BASKENT
UNIVERSITESI SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU TIBBi BiYOLOJi DOKTORA
TEZI, 2024.

Over kanseri, metastatik asamada tan1 konmasi ve gelisen kemoterapi direnci nedeniyle tim
jinekolojik kanserler arasinda mortalite orani en yliksek olan kanser tiiriidiir. Tiimoriin cerrahi
olarak cikarilmasina ve platin bazli kemoterapiye ragmen, bircok over kanseri hastasi kanser
tekrarlamas1 nedeniyle hastaliga yenik diigmektedir. Bu nedenle, over kanseri hastalarimin
prognozunu iyilestirmek i¢in yeni tedavi stratejileri esastir. Replikasyon stresi over kanserinin
yaygin bir 6zelligidir ve ATR/CHK1 sinyallemesi hiicreleri replikasyon stresine karsi korumada
oncelikli olarak rol oynar. ATR inhibitoriiniin tekil uygulamalari olmakla birlikte kombine tedavi
uygulamalar da spesifik hedefler olarak etkinlik gosterirler. Over kanserlerinde ATR inhibitorleri
bir¢ok caligmada kombine olarak mitokondriyal hiicre 6liim yolaklarini aktive etse de ¢aligmalar
kisitlt kalmaktadir.

Bu tez calismasiyla over kanseri hiicrelerinde etkinlik gdsterebilecek yeni bir molekiiler
kombinasyon tedavisinin, hem de bu kombinatoryal uygulamanin molekiiler c¢aligma
mekanizmalarinin bulunmasi hedeflenmistir. Yiiksek verimli kii¢iik molekiil tarama analizini
kullanarak, over kanseri hiicrelerinde en etkili hiicre 6liimii indiikleyen kombinasyon olarak
AZD6738 (ATR inhibitorii) /Brefeldin A (Golgi stres indiikleyicisi) belirlenmistir. Deneysel
caligmalar ile AZD6738/Brefeldin A'nin es zamanli uygulanmasi, SKOV3 (***p<0.001, kontrol
vs AZD6738+BFA) ve IGROV1 (**p<0.01, kontrol vs AZD6738+BFA) over kanseri
hiicrelerinde kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonu ile apoptotik hiicre 6liimiine neden olmaktadir.
AZD6738/Brefeldin A maruziyeti ayrica sitozole sitokrom ¢ translokasyonunu da indiikler; bu,
mitokondriyal hiicre 6liim yolunun karakteristik bir 6zelligidir. Buradaki en énemli molekiiler
stireg, SKOV3 ve IGROV1 hiicrelerinde AZD6738/Brefeldin A'nin kombinatoryal kullanimi,
anti-apoptotik BCL-2 ailesi iiyeleri BCL-2, BCL-XL ve MCL1'in ifade seviyelerinde azalmaya
yol acarken, 6zellikle BIM ve PUMA olmak iizere pro-apoptotik BCL-2 proteinlerinin ifade
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seviyelerinde artisa neden olur. Tiim bu bulgular, AZD6738/Brefeldin A'nin over kanseri i¢in
potansiyel bir tedavi yaklasimi oldugunu diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Over Kanseri, DNA hasar1, ATR, Golgi stresi, Hiicre Oliimii
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ABSTRACT

AKA Y. EXPLORING THE APOPTOTIC MECHANISMS IN RESPONSE TO DNA
DAMAGE AND GOLGI STRESS IN OVARIAN CANCER CELLS. BASKENT
UNIVERSITY INSTITUTE OF HEALTH SCIENCES, MEDICAL BIOLOGY PHD.
THESIS, THESIS,2024

Ovarian cancer has the highest mortality rate among all gynecologic cancers due to its diagnosis
at the metastatic stage and developing chemotherapy resistance. Despite surgical removal of the
tumor and platinum-based chemotherapy, many ovarian cancer patients succumb to the disease
due to cancer recurrence. Therefore, new treatment strategies are essential to improve the
prognosis of ovarian cancer patients. Replication stress is a common feature of ovarian cancer,
and ATR/CHKI1 signaling plays a primary role in protecting cells from replication stress.
Although ATR inhibitors have single applications, combination therapeutic applications also
show efficacy as specific targets. Although ATR inhibitors activate mitochondrial cell death
pathways in combination in many studies in ovarian cancer, studies remain limited.

This thesis study aimed to find a new molecular combination therapy that could be effective in
ovarian cancer cells, as well as the molecular working mechanisms of this combinatorial
application. Using high-throughput small molecule screening analysis, AZD6738 (ATR
inhibitor)/Brefeldin A (Golgi stress inducer) was determined as the most effective cell death-
inducing combination in ovarian cancer cells. Experimental studies have shown that
simultaneous application of AZD6738/Brefeldin A causes apoptotic cell death in SKOV3
(***p<0.001, control vs AZD6738+BFA) and IGROV1 (**p<0.01, control vs AZD6738+BFA)
ovarian cancer cells, together with caspase-3 and caspase-9 activation. AZD6738/Brefeldin A
exposure also induces cytochrome c translocation to the cytosol, which is a characteristic feature
of the mitochondrial cell death pathway. The most important molecular process here is that the
combinatorial use of AZD6738/Brefeldin A in SKOV3 and IGROV1 cells leads to a decrease in
the expression levels of anti-apoptotic BCL-2 family members BCL-2, BCL-XL and MCLI,
while it leads to an increase in the expression levels of pro-apoptotic BCL-2 proteins, especially
BIM and PUMA. All these findings suggest that AZD6738/Brefeldin A is a potential therapeutic

approach for ovarian cancer.
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1. GIRIS

Over kanseri kadinlarda 6. en sik goriilen kanser tipidir, her y1l yaklasik ¢eyrek milyon

kadma over kanseri teshisi konulmaktadir ve 140000 kadin over kanseri nedeniyle yasamini
yitirmektedir. Tiim bunlarin yaninda over kanseri tarama testlerinin mevcut olmamasi, hastalara
metastatik agamalarda teshis konulabilmesi ve siklikla gelisen kemoterapi direnci nedeniyle
over kanseri tiim jinekolojik kanserler arasinda mortalite orani en yiiksek olanidir.
Kanser, siklikla DNA hasar tamir mekanizmasindaki bozukluklarin sonucu olusmaktadir.
Mutasyona ugramis Ataksi-telenjiektazi (Ataxia-telangiectasia Mutated, ATM) ve Rad3 ile
iliskili ve ATM (ATM and Rad3-related, ATR) en kritk DNA hasar1 kontrol ve tamir
sistemlerinden birisini kontrol eder. ATM agirlikli olarak ikili DNA zincir kiriklarinda aktive
olurken, ATR daha genis spektrumda DNA hasar mekanizmalar1 tarafindan aktive edilir. ATR
inhibitorleri DNA hasarimi takiben tek zincir ve ¢ift zincir kiriklarinin birikmesine, hiicre
proliferasyonunda yavaslamaya ve hiicre olimiine neden olabilir. Bircok ATR inhibitorii
ozellikle DNA hasar1 yapan diger kemoterapi ajanlariyla kombine big¢imde farkli kanser
tiplerinde faz ¢aligmalarinda denenmektedir. Golgi Kompleksi (GK), ¢ok sayida protein ve
lipidin islenmesinde, hiicre i¢i molekiil trafiginde ve iyon kanalarinin diizenlenmesinde rol
oynayan bir organeldir. GK’nin fonksiyonel bozukluklarinin hiicre homeostazi, protein
islenmesi ve kanser olusum siirecine etkisi daha yeni ortaya konulmaktadir.

Yeni jenerasyon selektif ATR inhibitorleri ile genotoksik kemoterapi veya hedeflenmis
terapi kombinasyonlari farkli kanser tiplerinde faz I ve II ¢alismalarinda denenmektedir, benzer
bir yaklasimin over kanseri tedavisinde dogru kombinasyonlarla gelistirilebilecegini
diisiindiirmektedir. Sonu¢ olarak hit seleksiyonu isleminden sonra elde edilen Golgi stres
indiikleyici Brefeldin A (BFA), AZD6738 ile kullanildiginda hiicre 6liimii indiikleme
potansiyeline sahip Oncelikli molekiil olarak tespit edilmis olup, tez proje caligmasinda
kullanilmasina karar verilmistir.

Hiicrelerde mitokondriyal hiicre 6liimii yolag1 B hiicreli lenfoma-2 (B Cell Lymphoma-2,
BCL-2) protein ailesi tarafindan kontrol edilir. Hiicre 6liimii sinyal iletisindeki bozulmalar
kanser hiicrelerinin kemoterapi, hipoksi ve onkojenik stress gibi pek ¢ok hiicresel hasara ve
strese cevaben sagkalimlarini destekler. Mitokondriyal dis membran permeabilizasyonu

(mitochondrial outer membrane permeability, MOMP), sitokrom c¢ ve diger proapoptotik



molekiillerin sitozole salinmasi, apoptozom kompleksinin olugmas1 ve kaspaz-3/-9 aktivasyonu
ile meydana gelmektedir. BCL-2 protein ailesinin {iyeleri protein-protein etkilesimleriyle

MOMP’ u kontrol etmektedirler.



2. GENEL BILGILER

2.1. Over Kanseri ve Over Kanserinin Epidemiyolojisi

Over kanseri ¢cogunlukla ge¢ evrede tanis1 koyulan bir kanser tiirlidiir. Over kanseri ile
yapilan caligmada, veri analizleri sonucunda over kanserinin kadinlarda goriilen kanserlerin
%2.5’ini, kadinlarda kanser ile iligkili 6liimlerin ise %5’ini olusturdugunu gostermistir.
Kadinlar i¢in yasam boyu over kanseri gelisim riski %1.3 (her 78 kadindan birisi) olarak tespit
edilirken, ytliksek parite, oral dogum kontrol ilaglarinin kullanimi, tubal ligasyon ve ooforektomi
azalmis over kanseri riski ile iligkili olarak bulunmustur. Ancak menopozal hormon replasman
terapisi artmis over kanseri riski ile iligkilidir (1).

Serdz epitelyal over karsinomlarinin biiyiik kismi1 evre III ve evre I'V’te teshis alirken, bu
gruptaki kanserler i¢in 5-yillik sagkalim siiresi % 43’tiir, ancak bu sagkalim siiresi evre IV over
kanseri hastalarinda %29’a diismektedir. Diinya genelinde ise senelik 239000 yeni over kanseri
vakasi beklenirken over kanseri iligkili 6liim beklentisi senelik 152000 olarak belirlenmistir (2).
Yakin zamanda tamamlanan klinik caligmasinin analizinde evre III ve evre IV over
kanserlerinde 5-yillik sagkalim siiresi %45 olarak bulunmustur (3). Ingiltere de yapilan bir
caligmanin verilerine gore ise over kanseri tanist alma yasi1 ortalama 67.8 (SD 7.2) iken 5-y1llik
sagkalim stiresi %33 olarak belirlenmistir. En sik tani alan histolojik alt grubun ise seroz
karsinomlar (%46), siklikla da yiiksek-derece (high-grade) serdz over kanserleri oldugu
gosterilmistir (4). Evre III ve evre IV ser6z over karsinomlar1 i¢in 5-yillik sagkalim siiresi
strastyla %26 ve %14 olarak tespit edilmistir. 2023 kanser istatistik verilerine gére over kanseri
ABD’de kadinlarda en sik goriilen 13. Kanser tiirliyken kanser ile iligkili 6liimlerin en sik 5.

nedeni olarak belirlenmistir (senelik beklenen 6liim sayisi: 13270) (5).

2.2. Over Kanserinin Histopatolojisi

2.2.1. Over kanserlerinin simiflandirmasi

Over kanseri ¢cogunlukla metastatik ge¢ evrede tani alan, genomik seviyede karmasik bir
kanser tiiriidiir (6). Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO) 2020
smiflandirilmasinda histolojik, immiinohistokimyasal ve molekiiler analizlere gore over
karsinomlar1 bes kategoriye ayirmistir; 1. Yiiksek-dereceli ser6z over karsinomlar1 (High-grade

serous ovarian cancer, HGSOC), 2. Endometrioid over karsinomlari (Endometrioid over



carcinoma, EOVC), 3. Seffaf Hiicreli over karsinomlar1 (Ovarian clear cell carcinoma, OCCC),
4. Diisiik-dereceli ser6z over karsinomlar1 (Low-grade serous ovarian cancer, LGSOC), 5.
Miisindz over karsinomlari (Mucinous ovarian carcinoma, MOC) (7). Seromiisindz karsinom
ise endometrioid karsinom kategorisi i¢inde bir alt tip olarak siiflandirilir. Primer over
neoplazmlarimin ¢ogu miillerian epitel kokenlidir. Bu tiimdrlerin histolojik siniflandirilmasi
epitel dokunun farklilasma derecesine ve proliferasyon seviyesine gore yapilir. Temel olarak
neoplastik epitelin farklilasmasina dayanan serdz, miisindz ve endometrioid tiimorler olarak ii¢
ana histolojik tip vardir. Proliferasyon seviyesine gore ise iyi huylu (benign), smirda
(borderline) ve kotii huylu (malign) tiimorler olarak siniflandirilirlar. Benign tiimoérler
bilesenlerine dayali olarak alt siniflara ayrilir. Kistik alanlar i¢eren kistadenomlar, kistik ve
fibroz alanlar iceren kistadenofibromlar ve agirlikli olarak fibréz alanlar iceren adenofibromlar
bu siniflandirmaya 6rnektir. Borderline ve malign tiimdrlerde de kistik yapilar goriilebilir, bu

tumorler kistadenokarsinom olarak adlandirilir.

Sistaadenoma
endometriozis /

Borderline
timor

--------

Tip I e
Diisiik—dereceli
seroz
Endometrioz
Miisindz

Tip 11
Yiksek—dereceli seroz

Sekil 1. Over Kanseri Patolojik Siniflandirmasi (8).



2.2.2. Over Kanserlerinin molekiiler patolojik siniflandirmasi

Klinik ve molekiiler patoloji ¢aligmalar1 over karsinomlarmin Tip I ve Tip II olarak
siiflandirilabilecegini gostermistir (Sekil 1) (8, 9). Tip I karsinomlar diisiik-dereceli
timorlerdir ve siklikla sinirda tlimorler veya endometriozis ile iliskili olarak ortaya cikar. Bu
timorler diisiik-dereceli serdz, endometrioid ve miisindz tiimorleri kapsamakta olup, Tip 11
timorler ¢ogunlukla serdz intraepitelyal karsinom kaynakli yiiksek-dereceli serdz karsinomlari
kapsar. Serdz tlimorler en sik goriilen malign over tiimdrler ve tubal-benzeri epitelyal yapilarla
karakterize olup, over kanserlerinin yaklasik %40’1n1 olusturur. Benign, borderline ve malign
serdz tlimorler tiim over tiimorlerinin %30’ unu, over epitelyal timorlerin de yaklasik %50’sini
olusturur. Serdz tiimorlerin %701 benign ve %30°u malign, benign ve borderline tiimérler, 20-
45 yag arasinda siklikla goriilmekte olup, ser6z karsinomlar daha ileri yaslarda ortaya ¢ikar.
Benign ve borderline over tiimorlerinin risk faktorleri ¢ok az bilinirken, ser6z karsinomlarin risk
faktorleri de tam anlagilamamistir. Serdz karsinomlarin risk faktorleri arasinda nulliparite, aile
Oykiisii ve kalitsal mutasyonlar yer alir. Diislik pariteli kadinlarda da ser6z karsinomlar daha
yiiksek frekansta goriiliir. 40 yas lizeri kadinlarda oral kontraseptif kullanimi veya tiip ligasyonu
Oykiisiiniin over kanseri gelisim riskini azalttig1 bulunmustur. Meme kanser 1/2 (Breast Cancer
1/2, BRCA1/2) genlerindeki kalitsal mutasyonlar, over ve meme kanseri riskini arttirir. BRCA1
mutasyonlart 70 yas altindaki over kanseri hastalarinin %5’inde bulunur. Germline BRCA1/2
mutasyonlar1 tiim over kanseri hastalarinin %17 sinde tespit edilmistir, bu grup hastalarda da en
sik goriilen histolojik alt tip yliksek-derece serdz over kanserleridir (10, 11). Bu alt tipler
arasinda intratiimoral ve intertiimoral tiimdr heterojenitesi ¢cok yiiksek seviyede olup, tedavideki
basarisizligin ana nedenini olusturur, bu heterojenite morfolojik ve molekiiler diizeyde
tanimlanir (12, 13).

Seréz over karsinomlari; 1. diisiik-dereceli over karsinomu ve 2. yliksek-dereceli over
karsinomu olarak iki ana gruba ayrilir (13). Bu ayrim niiklear atipi derecesine gore yapilir ve
hasta sagkalimi ile korelasyon gdsterir. Diisiik dereceli karsinomlar1 serdz borderline tiimorlerle
iligkili olarak ortaya ¢ikarken, yiiksek-dereceli over karsinomlar1 fallop tiipii fimbriasindaki in
situ lezyonlardan veya overdeki serdz inkliizyon kistlerinden koken alabilir. Yiiksek-dereceli
over karsinomlarimin fallop tlipti kdkenine dair ilk bulgular BRCA1/2 germline mutasyonlarina
sahip kadinlarin profilaktik salpingo-ooferektomi sonrasinda patolojik incelemeye tutulan fallop

tiiplerinde siklikla atipi bulgular saptanmistir (14). Bu lezyonlar serdz tubal intraepitelyal



karsinom (Seroz Tubal Intraepitelyal Carsinom, STIC) olarak adlandirilmakta olup, sporadik
yliksek-derece over karsinomlari ile iliskili bulunmustur (15, 16). Dolayisi ile yiiksek-dereceli
over kanserlerinin en azindan bir kismimin fallop tiiplerinden kaynaklandig1 diisiiniiliir. Fallop
tiiplerinden kaynaklanmayan yiiksek-dereceli over kanserlerinin kdkeninin ise kortikal over
inkliizyon kistleri oldugu varsayilir. Bu kistler yiizey epitelinin kendi iizerine kivrilmasi
sonrasinda gerceklesen ser6z metaplazi neticesinde ortaya c¢ikar. Bir baska onerme de bu
kistlerin ovulasyon sirasinda kopan fallop tiipii epitelyumundan kéken aldig: diisiiniiliir (16, 17).
Hala yiiksek-dereceli over kanserlerinin ne kadarmin fallop tiipii ne kadarinin kortikal over
inkliizyon kistlerinden kaynaklandigi bilinmemektedir.

Histolojik kokenlerinden bagimsiz olarak diisiik-dereceli over karsinomlar1 ve yliksek-
dereceli over karsinomlar1 oldukca farkli mutasyon ytikleri ile karakterizedir. Diisiik-dereceli
over karsinomlarinda siklikla kirsten fare sarkoma viriis (kirsten rat sarcoma virus, KRAS), v-
Raf miirin sarkoma viral onkogen homolog B (v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog
B, BRAF) veya eristoblastik onkogen B (erythroblastic oncogene B, ERBB2b) onkojenlerinde
mutasyonlar tespit edilirken, tiimor protein p53 (Tumor Protein p53, TP53) yabani tipte yer alir
(18, 19). Yiiksek-dereceli over kanserlerinde ise TP53 tiimor baskilayict geninde siklikla
mutasyonu varken, KRAS veya BRAF mutasyonlart ¢ok nadir bulunur. Fosfotidil 3-kinaz,
katalitik 110-KD alfa (Phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic 110-KD alpha, PIK3CA) gibi
onkojenlerin amplifikasyonlar1 ya da Retinoblastom (Rb) gibi tiimor baskilayicilarin
delesyonlar1 da yliksek-dereceli over kanserlerinde siklikla tespit edilir (20). BRCA1/2
mutasyonlarina bagl olarak gelisen hemen tiim yiiksek-dereceli over kanserlerinde TP53
mutasyonu varken, sporadik yiliksek-dereceli over karsinomlarinda BRCA1 veya BRCA2
mutasyonlar1 olduk¢a nadirdir.

Serdz tiimdrler papiller epitelyumun fibroz kist yapilart iginde bulundugu veya over
ylizeyinden ¢ikinti yapan bir kitle olarak ortaya ¢ikabilir. Benign tiimorler epitelyal
kalinlagsmanin goriilmedigi, piiriizsiiz ve parlak bir kist duvarina sahipken borderline tlimorlerde
papiller ¢ikintilarin sayist artmistir (19-22). Malign tiimorlerde papiller yapilarin sayisi ve
kapladig1 alan artarken kapsiiliin nodiilaritesinde de artis gdzlenmistir. Bilateral tiimdrler benign
seroz kistadenomlarinin %?20’sinde, serd6z borderline timorlerin %30’unda ve seréz
karsinomlarin %66’sinda goriilmiistiir (23, 24). Borderline ve malign serdz tiimorlerin dnemli

bir kisminda over yiizeyi de etkilenmistir. Benign tiimdrlerde kolumnar epitelyal hiicreler silia



yapilarin1 korurken kimi alanlarda mikroskobik papiller yapilar bulunabilir. Borderline seréz
tiimorlerde ise ¢cok katmanli stromal papiller yapilar, tabakalanmis epitelyum ve hafif niiklear
atipi goriilebilmekte, ancak stromal invazyon mevcut olmamaktadir (25). Yiiksek-dereceli seroz
over karsinomlarinda stromal invazyon yaygin olarak goriiliir, timor hiicrelerinde belirgin atipi,
pleomorfizm ve atipik mitoz bulgular1 mevcuttur ve kimi zaman serdz epitelyal yapilar tamamen
kaybolur. STIC, yiiksek-dereceli ser6z over karsinomlari ile benzer 6zelliklere sahiptir, ancak
stroma invazyonu yoktur. Diisiik-dereceli ve yiiksek-dereceli over karsinomlar1 peritonyal
ylizeylere ve omentum’a yayilma egiliminde, siklikla karin ic¢i serbest sivi (ascites) ile
iligkilidirler (9, 12). Serdz tiimorlerin bu agidan biyolojik davranislar farklilasma derecesine ve
peritonyal hastaligin asamasina baglidir. Ornegin over yiizeyinde bulunan tiiméorler veya fallop
tiipli kaynakli tlimorler dokiilme yolu ile direkt olarak peritona yayilabilir. Hasta prognozu
histolojik siniflandirma ve peritonyal hastaligin varlig: ile kuvvetli bigimde iligkilidir. Diisiik-
dereceli over karsinomlar1 over disina yayilsalar bile yavas progresyon gosterirler hastalar daha
uzun sagkalim siiresi sahiptirler Ancak yiliksek-dereceli over kanserlerinda tani sirasinda
genellikle karin i¢i yayilim mevcut olup, agresif timor davranisi ile beraber hastalarin prognozu
daha kottdiir (3, 4). Dolayisi ile tiimdrlerin derecesi peritonyumun etkilenmesinden bagimsiz
olarak tedavi se¢imini ve prognozu etkiler.

Musindz tlimoérler tim over tiimorlerinin %20’sini olusturur. Genelde orta yaslarda
goriilen miisindz tiimorler ergenlik Oncesi ve menapoz sonrast oldukg¢a nadirdir (3, 4, 21).
Miisindz tiimorlerin ¢ogunlugu benign veya borderline tiimorlerdir. Primer over miisindz
karsinomlar siklikla gériilmemekte, tiim over kanserlerinin sadece %3 iinii olustururlar (26).
KRAS mutasyonlar1 miisindz over tiimorlerinin éncelikli genetik bulgusudur Iyi huylu miisinéz
kistadenomalarinin %58’inde, miisindz smirda tiimorlerinin %75-86’sinda ve miisindz over
karsinomlarinin = %85’inde  KRAS mutasyonu tespit edilmistir (27). Timoér evrimi
caligmalarinda benign, borderline ve karsinom doku orneklerinde aynt KRAS mutasyonlari
bulunmustur, bu da KRAS mutasyonlarinin bu lezyonlarin patojenezinin ilk agsamalarinda rol
oynadigina isaret etmektedir (28, 29). Miisindz tiimdrlerde over ylizeyi nadiren etkilenir, primer
miisindz kistadenokarsinomlar1 ve miisindz karsinomlarin %35°1 bilateraldir. Miisindz tiimorler
oldukga biiytik kistik kitleler olusturabilirler, bu kitleler glikoproteinden zengin jelatindz bir s1vi
iceren ¢ok lokiillli timorler olarak karakterize edilmistir. Benign miisindz over tiimdrleri apikal

miisin igeren siliasiz kolumnar epitel hiicreleri igerirler. Onemli bir kisminda gastrik veya



intestinal farklilagsma goriiliir. Borderline miisindz over tiimorleri epitelyal tabakalasma ve
glandular papiller ¢ikintilarla bagirsak tiibiiler adenomlarina veya villoz adenomlarina benzerler
(30). Miisindz karsinomlar ise birbirine bitisik biiyiime ile bir tiir yayilmaci invazyon karakteri
gosterirler, over digina yayilimlari kotii prognozla iliskilidir ve ancak bu tiimorler daha dnce de
bahsedildigi iizere yaygin bigimde goriilmezler (30, 31). Primer miisindz over tiimorlerinin
biiyiik kismu1 unilateraldir, bilateral miisindz tiimorler tespit edildiginde metastatik miisindz
timorlerden ayirict taninin yapilmasi sarttir. Endometrioid over karsinomlar1 tiim over
kanserlerinin yaklasik %10-15’ ini olusturur. Endometrioid adenofibroma, benign endometrioid
timorleri ve borderline endometrioid tiimorleri nadiren goriilir. Endometrioid over
kanserlerinin yaklasik 1/3’iinde eszamanli endometrium karsinomlar1 mevcuttur, molekiiler ve
histopatolojik calismalar bu vakalarin ¢ogunda endometrioid over karsinomlarinin primer
endometrial karsinomun metastazi iligkili oldugunu gostermistir (32, 33). Vakalarin yaklagik
%20’sinde ise endometrioid karsinomlar endometriosis ile beraber goriiliir.

Molekiiler genetik ¢aligmalari, endometrioid over karsinomlari ve endometrium kanserleri
arasinda ¢ok sayida ortak mekanizma belirlemistir. Fosfat ve tensin homolog (Phosphatase and
tensin homolog , PTEN) delesyonuna, PIK3CA mutasyonu veya amplifikasyonuna bagl olarak
yiiksek seviyede aktive Fosfoinozitid 3-kinazlar/ protein kinaz B (Phosphoinositide 3-kinases/

protein kinase B, PI3K/Akt) sinyal ileti yolagi bu mekanizmalardan birisidir (33).

Benign ve borderline berrak hiicreli tiimorler oldukca nadir goriiliirler, berrak hiicreli
karsinomlar da siklikla goriilen bir tiimdr tipi degildir (34). Berrak hiicreli karsinomlar berrak
sitoplazmaya sahip biiylik epitel hiicreleri ile karakterizedirler. Bu tiimdrler kimi zaman
endometriosis veya endometrioid over karsinomlart ile beraber goriildiikleri, endometriyumun
berrak hiicreli karsinomlarina benzedikleri i¢in endometriod adenokarsinomlarin bir varyanti
olarak kabul edilirler (35). Bu saptamay1 destekleyecek bicimde PIK3CA, AT agisindan zengin
etkilesimli alan igeren protein 1A (AT-rich interactive domain-containing protein 1A,
ARIDI1A), KRAS, PTEN veya TP53 mutasyonlar1 berrak hiicreli over karsinomlarinda da
bulunur (36). Solid yapiya sahip berrak hiicreli over karsinomlarinda berrak hiicreler tiibiiller
seklinde organize olarak, kistik tiimorlerde neoplastik hiicreler kistik bosluklar1 ¢evreler.

Brenner tiimorleri tiroepitelyumu andiran neoplastik epitel hiicreleri igermekte ve
cogunlukla benign tiimdrlerdir (37-40). Epitelyal over tiimdrlerinin yaklasik %10’unu

olustururlar.  Brenner tiimdrleri solid veya kistik yapiya sahip olabilmekte, genellikle
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unilateraldir. Histolojik olarak normal over stromasina benzeyen fibroz stroma ve bu fibroz
stroma icerisinde belirgin sinirlara sahip epitel hiicre kiimeleriyle karakterizedir, bu epitel hiicre
kiimeleri iiriner sistemin epitelyumuna benzerlik gosterirler. Brenner tiimorler genellikle
tesadiifen belirlenirler, malign Brenner tiimorleri yaygin goriilmezler, cogu zaman evre 1’de tani
alirlar ve prognostik olarak diisiik-dereceli karsinomlarla benzerlik gosterirler (38, 39). Oldukga
nadir rastlanan gecisken (transisyonel) over karsinomlar1 ise daha geg¢ evrelerde tani alirlar ve
yiiksek-dereceli ser6z over kanserleri gibi tedavi edilirler (41).

Onemli bir durum da yukarida bahsedilen over kanseri tiplerinin biiyiik ¢ogunlugunda
kanser hiicrelerinin normal over hiicrelerine fenotipik olarak benzerlik gostermemesidir.
Yiiksek-dereceli over kanserleri ile serdz tubal intraepitelyal karsinom arasindaki mekanistik
iliski de gbz Oniine alindiginda primer over kanserlerinin tanimlanmasinda anatomik,
histopatolojik, immiinolojik ve genetik parametrelerin dikkatlice degerlendirilmesi
gerekmektedir. Su an igin veriler primer over kanseri siniflandirmasina germ hiicre tiimorleri,
gonadal stromal tiimdrleri ve kiiclik hiicreli hiperkalsemik tip over kanseri dahil edebilir (16).
Fallop tiipii epiteli, temel olarak sekretuar ve siliar hiicrelerden olugsmakta, endometriyal
epitelinin menstrual siklusta hipotalamus-hipofiz-over aksi tarafindan diizenlenmesine benzer
bicimde fallop tiipii epiteli de dstrojen/progesteron-bagimli bir dongii tarafindan kontrol edilir
(42). Daha once kesintisiz bicimde devam eden ovulasyona bagli olarak over ylizeyinde
meydana gelen yirtilma ve tamir siirecleri over yiizey epitel hiicrelerinde metaplaziye neden
oldugu ve yliksek-dereceli over kanserlerinin bu metaplazi siirecinde ortaya ¢ikan mutasyonlarla
iligkili oldugu 6ne siirtilmiistiir (43). Ancak BRCA1/2 germline mutasyonlar1 tagiyan kadinlarda
gerceklestirilen risk azaltici salpingo-ooforektomi ameliyatlarinda tubal dokularda STIC
lezyonlarina rastlanmasi fallop tiiplerinin, 6zellikle de fimbria’nin yiiksek-dereceli over
kanserlerinin orijin lokasyonu oldugunu belirlemistir (44-46). Bunlara ek olarak yakin zamanda
yapilan caligmalar genetik risk tasimayan hastalarda teshis koyulan sporadik yiiksek-dereceli
over kanseri vakalarinda da fimbria’nin kanser hiicrelerinin koken aldigi anatomik bolge
oldugunu ortaya koymustur (47, 48). Yiiksek-dereceli over kanseri hiicrelerinin ve fallop tiipii
epitel hiicreleri benzer morfolojilere, gen ekspresyon profillerine ve immiinotiplere sahiptir (16,
49). Fallop tiipii epitelinin ektopik olarak fallop tlipi disinda bir lokalizasyonda bulunmasi
endosalpingiozis olarak adlandirilir. Endosalpingiozis overde tubal kortikal inkliizyon kistleri

olarak goriiliir ve bu inkliizyon kistleri fallop tiipii-kaynakli olmayan yiiksek-dereceli over



kanserlerinin olas1 kokeni olarak diisliniilmektedir. Endometriozis neoplastik olmayan bir yap1
olarak bilinse de berrak hiicreli ve endometrioid over karsinomlarinin gelisimi i¢in énemli bir
risk faktorii oldugu net bi¢imde gosterilmistir (50-52). Ancak halen over endometrisozisin over
kanserine doniisiim siirecinin molekiiler ve hiicresel mekanizmalar1 belirlenememistir, dolayisi
ile ¢ogunlukla over disinda bulunan endometriozis yapilarinda kanser gelisimi olmazken neden
over endometrisozis yapilarinda kanser gelisiminin daha siklikla goriildiigl bilinmemektedir

(Sekil 2) (53).
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Sekil 2. Fallop tiipiiniin epitelinden HGSOC baslatma modeli (53).

2.2.3. Epitelyal over kanserlerinin klinik seyri ve tedavi yaklasimlar:

Tiim over karsinomlar1 alt batin agris1 ve abdominal distansiyon gibi benzer klinik
bulgular verirler. Gastrointestinal sikayetler, artmis idrar yapma siklig1, distiri ve pelvik bolgede
baski hissi diger semptomlaridir.

Bening lezyonlar kolayca cerrahi olarak c¢ikarilabilirler ve tedavi edilebilirler. Malign
tiimorler ilerleyici giicsiizliik, kilo kaybi ve kaseksiye neden olurlar. Karsinomlar timor
kapsiiliin disina ¢iktiklarinda ve periton bosluguna dokiildiiklerinde karin boslugunda sivi
birikimine (ascites) yol acarlar Ascites s1visi gogu zaman dokiilen tlimor hiicreleri igerir, periton
yayilim paterni oldukga spesifiktir, 0.1-0.5 cm biiyiikliigiinde yiizeye yayilim gosteren nodiiller

bulunur. Boélgesel lenf bezlerin de genellikle tutulur, karaciger, akcigerler ve gastrointestinal
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sistemde metastaz ¢ogunlukla mevcuttur. Unilateral over karsinomlarinda diger taraftaki overe
metastaz neredeyse vakalarin yarisinda cerrahi sirasinda tespit edilir, bu koti prognozla
iligkilidir. Over karsinomlar1 kadinlarin 6nemli bir kisminda ileri evrelerde teshis edilir, bu
nedenle 5-yillik sagkalim siireleri bu hastalarda oldukca kisadir. Tiimor antijenlerini tespit
etmeyi hedefleyen bir¢ok immiinolojik ve biyokimyasal test over kanserinin erken evrede teshisi
icin gelistirilse de halen yeterli duyarlilik ve spesifiklige sahip bir tani testi mevcut degildir.
Kanser antijen 125 (Cancer Antigen 125, CA-125) hastalik rekuransi ve progresyonunu takip
etmek i¢in kullanilir. Koruyucu ve Onleyici tarama stratejileri 6zellikle BRCA1/2 mutasyonu
tastyan veya kuvvetli aile dykiisii olan kadinlar1 tespit etmeyi amaglar, risk dnleyici salpingo-

ooforektomi standart cerrahi yontem olarak kullanilmaktadir.

2.3. Over Kanserlerinin Molekiiler Genetik Mekanizmasi

Kanser Genom Atlasi (The Cancer Genome Atlas, TCGA) kanser fenotiplerini genotipleri
ile iliskilendirerek kanser biyolojisinin gelisimine katkida bulunmustur. Kanser tiirlerinin
genotipik ve fenotipik 6zellikleri her ne kadar biribirinden ayriliyor olsada, aslinda temel
ozellikleri aynidir. Hannahan ve Weinberg kanserin bilinen ilk temel 6zellikleri olarak genomik
kararsizlik ve biriken mutasyonlar, enerji metabolizmasint yeniden programlama,
kanserlesmeyi destekleyen inflamasyon ve bagisiklik sisteminden kagma olarak
tanimlamiglardir (54). Sonraki ¢caligmalarinda kanser hiicrelerinin yeni nesil 6zellikleri arasinda;
smirs1z ¢ogalma potansiyelini agiga ¢ikarma, bliylime baskilayici sinyallerden kagma, biiylime
sinyallerinde kendi kendine yetme, yeni damar olusumu tetikleme, doku invazyonu ve metastazi
aktiflestirme ve hiicre 6liimiine kars1 direng gelistirme olarak eklemislerdir (55). Hannahan son
caligmasinda ise kanser biyolojisinde yeni temel oOzellikler olarak mutasyonel olmayan
epigenenetik yeniden programlama, fenotipik platisitenin kilidini a¢ma, polimorfik
mikrobiyomlar ve yaglanmis hiicreleri de kanserin 6zelliklerine dahil etmistir (56).

Sonug olarak kanser hiicreleri bu 6zelliklerin tamamini olusturuyor olsa da, en temel
ozellik olarak kontrolsiiz hiicre boliinmesi olarak tanimlanmakta ve hiicre biitlinliigliniin
bozulmasi sonucu olusmaktadir. Bu nedenle genomik instabilite, bir hiicrenin kanserlesme
stirecindeki en kritik basamagi olusturur. Bir hiicrenin genetik materyali olan DNAnin nesilden

nesile diizgiin bir sekilde aktarilarak korunmasi genomik stabilite i¢in gereklidir. Genomik
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stabilitenin korunmast; hiicre boliinmesinin stabil olmasi ve hiicre herhangi bir hasara maruz

kaldiginda DNA tamir mekanizmalar1 ve hiicresel yolaklarin aktivasyonu ile gerceklesir.

2.3.1. Over kanserinde hiicre siklusu

Bir hiicrede hiicre siklusu; interfaz (G0, G1, S, G2) ve mitoz (M) fazlarindan olusur. Her
bir faz siklin-bagimli kinazlar (Cyclin-dependent kinases, CDK) tarafindan diizenlenmektedir.
Siklin-bagimli kinazlarin aktiviteleri 6ncelikli olarak partner siklinlerin seviyeleri ile kontrol
edilmekte olsa da, protein-protein iligkileri ve fosforilasyon gibi post-translasyonel
modifikasyonlar, bu diizenlenme mekanizmalarina katki saglar (57).

Bir¢ok insan dokusunda hiicreler Gap faz 0 (Gap phase 0, G0) fazinda, ge¢ici ya da kalict
olarak duragan durumundadir. Mitojenik faktorler, 6rnegin biiyiime faktorleri sinyal iletileri
ile bu hiicreler uyku durumundan ¢ikabilir ve CDK4/6 aktivasyonu ile hiicreler Gap faz 1 (Gap
phase 1, G1) fazina girerek, hiicre dongiisiinii baglatir. CDK4/6, siklin D1-D3 tarafindan pozitif
olarak diizenlenirken, INK4 protein ailesi tiyeleri (p15, p16, p18 ve p19) tarafindan baskilanir.
CDK4/6 ikinci ve daha 6nemli fonksiyonunu ise Rb tizerinden gerceklesir. Rb, Transkripsyon
faktorii 2 (Transcription Factor 2, E2F)’e baglanarak E2F’in transkripsiyonel aktivitesini
engeller. Aktive olan CDK4/6, Rb proteinini fosforile eder, E2F transkripsiyon faktoriinden
ayrilmasini, E2F’in G1’den Sentez (S, Synthesis) fazina ge¢isi ve S fazinin gerceklesmesi icin
gerekli olan genlerin transkripsiyonunu aktive etmesini saglar (57).

Bir 6nemli nokta da bu siireglerin sonucunda aktive olan siklin E/CDK2’nin de Rb’yi
fosforile edebilmesidir, siklin E/CDK2 kendi aktivasyonunu daha da arttirir. Bu bir pozitif
geribildirim (feedback) mekanizmasi saglar. S fazinin bitmesiyle, CDK1 siklin A2 ve siklin
B’ye baglanmaya baglar, CDK1’1 aktif hale getirir. Gap faz 2 (Gap phase 2, G2) fazina gecisle
birlikte siklin A2 yikilirak, CDK1 sadece siklin B ile bagl halde aktivitesine devam eder (57).
Hiicre siklusu, mitoz (M, Mitosis) fazina gecerek tamamlanmaktadir (Sekil 3).

Hiicreler 6zellikle DNA hasarina cevaben, hiicre dongiisiinii durdurur, hasarli DNA nin
tamirini saglayacak kontrol noktalar1 aktivasyonuyla her bir hiicre dongiisii basamaginda farkl
CDK’larm aktivitesi engellerler. G1/S gecis kontrol noktasinda ATM ve ATR tarafindan aktive
edilen Kontrol noktasi kinaz 1 (Checkpoint kinase 1, Chkl) 6zellikle Cdc25A fosfatazi fosforile
ederek, inaktif hale getirir ve bdylece hem CDK4/6 hem de CDK2 aktivasyonunu bloke etmeye
calisir. Kontrol noktasi kinaz 2 (Checkpoint kinase 2, Chk2) kontrol yolag: ise p53°ii aktive
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eder, p21¢'* ve p27XIP seviyelerini arttirir ve hiicreler DNA hasarini tamir etmek i¢in G1 fazinda
hiicre déngiisiinii durdurur. Ozellikle kanser hiicrelerinde p353 inaktive edici mutasyonlar
siklikla goriilmektedir. CHK2 yolagi daha ¢ok p53 yolag: iizerinden calistigi igin, kanser
hiicrelerinde G1-G1/S kontrol noktasi arizalidir, bu da kanser hiicrelerinde hiicre dongiisii

kontroliiniin neredeyse tamamen CDK1’e bagimli, CHK1 tarafindan diizenlenen G2 kontrol

noktasinda ger¢eklesmesini saglar.
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Sekil 3. Hiicre Siklusu ve DNA Tamiri (Cancer Research Product Guide Edition 3, 2015,

Tocris’den alinmigtir).

2.3.2. Over kanserinde DNA hasar ve tamir mekanizmalari

Insan hiicreleri DNA'ya zarar veren endojen veya ekzojen ajanlara maruz kaldiginda,
DNA hasar tespiti ve onarimi i¢in bir dizi sinyal yolagini aktive ederek genomik stabiliteyi
korumaya calisir (58, 59). Bu mekanizmalarin tamami DNA hasar cevabi (DNA damage
response; DDR) olarak adlandirilir. Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon sirasinda ortaya ¢ikan

reaktif oksijen tiirleri (reactive oxygen species; ROS), lipid peroksidasyon yan iiriinleri,
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alkilleyici ajanlar ve reaktif karbonil tiirleri DNA hasarina neden olan endojen ajanlarin énemli
kismin1 olugtururlar. DNA' nin spontan hidrolizi sonucu apurinik/apirimidinik abazik bolgeler
meydana gelir. Ekzojen DNA hasarinin kaynaklari arasinda ultraviyole (UV) 151k, iyonlastiric
radyasyon (IR), kemoterapi ajanlar1 ve ¢evresel kanserojenlere maruz kalma yer almaktadir.
DNA hasar cevabini kontrol eden proteinler, genomik stabiliteyi korumak i¢in farkli molekiiler
fonksiyonlar1 gerceklestirirler. UV maruziyetine bagli olarak olusan siklobutan primidin
dimerleri 151k tarafindan fotoliz proteinleri aracilifiyla tamir edilirler (60, 61). Alkile edici
ajanlar veya oksidanlar tarafindan indiiklenen metilasyon gibi baz modifikasyonlar1 yerine
aktivite gdsteren enzim gruplari tarafindan ortadan kaldirilirlar. Ornegin O°-metilguanin
lezyonlar1 O®-metilguanin DNA metil transferaz (O°-methylguanine-DNA methyltransferase,
MGMT) tarafindan ortadan kaldirilirlar (62).

DNA’ daki baz modifikasyonlarmin tamirinde gorev alan bir bagka mekanizma da baz
eksizyon onarimi (base excision repair, BER)’dir (63, 64). BER siirecinde DNA glikosilazlar 8-
oxoG gibi hasarli bazlar1 tanidiktan sonra bazlar1 yerlerinden ¢ikarirlar, geriye apurinik veya
aprimidinik bolgeler birakirlar. Bu siirecin devaminda ¢ogunlukla tek niikleotid replasmanin
iceren bir mekanizma ile abazik bolge tamir edilir. Bu molekiiler yolakta tek-zinciz kirik
tamirinde de gorev yapan X-is1m1 ¢apraz tamamlayict grup 1 proteini (X-ray cross
complementing group I protein, XRCC1) ve Poli (ADP-riboz) polimeraz (Poly (ADP-ribose)
polymerase, PARP1) gibi proteinler fonksiyon gosterir. DNA heliks yapisin1 bozan daha biiytik
hasarlarda ise niikleotid eksizyon onarimi (nucleotide excision repair, NER) tamir gorevinden
sorumludur (65-67). Kisaca NER sensor yapilart (XPC-RAD23B-CETN?2 protein kompleksi)
heliks yapisini bozan lezyonlar1 tarayarak belirler ve transkripsiyonla-eslenik bi¢cimde ¢alisan
transkripsiyonla birlestirilmis niikleotid eksizyon onarimi (transcription-coupled nucleotide
excision repair, TC-NER) transkripsiyonu bloke eden lezyonu ortadan kaldirir (68). Yanlis
eslesme onarimi (mismatch repair, MMR) oncelikli olarak insersiyon ve delesyonlarla iligkili
olarak tek niikleotid uyumsuzluklarinin diizeltilmesinden sorumludur. MMR molekiiler
mekanizmasi, MutS homolog 2 (MSH2)’nin, MutS homolog 3 (MSH3) veya MutS homolog 6
(MSHO6) ile heterodimerizasyonu sonrasinda MLH1-PMS2 ve EXO1 kompleksi hasarli
niikleotidi ortadan kaldirir (69).

Cift-zincir DNA kariklar1 (double strand break, DSB) bir hiicre i¢in en tehlikeli DNA

hasari tiliriidiir. Bu lezyonlarin tamiri i¢in temel olarak dort mekanizma gorev yapar: Homolog
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rekombinasyon (homologous recombination, HR) homolog olmayan ug¢ birlestirme
(nonhomologous end joining, NHEJ), tek sarmal uzatma (single strand annealing, SSA) ve Pol6-
aracili ug birlestirme (Pol6-mediated end joining, TMEJ) (70-76). HR yiiksek derecede aslina
uygunlukla ile ¢alisan bir tamir mekanizmasi olmasina karsin sadece hiicre siklusununn G2 ve
M fazlarinda fonksiyon gosterebilir. NHEJ mekanizmasinin sensorleri olarak goérev yapan
KU70/KU80 heterodimerleri relatif olarak ¢cok daha yliksek seviyede ifadelenme gosterdikleri
icin HR sensor protein kompleksi olan MRN kompleksi (MRE11/RAD50/NBS1)’nin ¢ift-zincir
kiriklarinin taninmasi ve tamirinde NHEJ ile yarigmact bigimde fonksiyon gdstermesi gerekir.
Zincir kesim mekanizmasi kirik bdlgesinin iki yonlii olarak gerceklestirilir, boylece oldukca
uzun bigimde olusturulan tek-zincirli DNA uzantilar1 (single strand DNA, ssDNA) NHEJ’in
fonksiyonel olmasini engeller. TMEJ zincir kesimi sonrasinda 5 baz ciftinden daha az
mikrohomoloji bolgelerini tantyip, HR’ un yetersiz oldugu durumlarda tamiri tamamlayabilir,
ancak bu tamir hataya daha meyillidir. G1 fazinda ¢ift zincir kiriklar1 (double strand break, DSB)
KU70/KU80 heterodimerleri tarafindan taninarak, DNA'ya bagimli protein kinaz katalitik alt
birimi (DNA-dependent protein kinase catalytic subunit, DNA-PKcs) kirik bolgesine cekilerek
XRCC4 benzeri faktor (XRCC4-like factor, XLF), Artemis ve X-1s1n1 ¢apraz tamamlayict grup
1 proteini (X-ray cross complementing group 1 protein, XRCC4) proteinleri ile birlikte aktif
DNA protein kinaz (DNA protein kinase, DNA-PK) komplekslerini olustururlar. DNA
replikasyonunu takiben DSB’ lerin tamiri i¢in ise 3°-5’ ekzoniikleaz MRN kompleksi ve 5°-3’
ekzoniikleaz Bloom sendrom protein/DNA2 (Bloom syndrome protein/ DNA2, BLM/DNA2)
kompleksi ug bolgelerin rezeksiyonunu saglar, uzun tek-zincir DNA yapisini ortaya ¢ikar. MRN
kompleksi eszamanli olarak ATM’yi de aktive eder, aktive ATM, DNA Hasar Kontrol Noktasi
1 Aracist1 (Mediator of DNA Damage Checkpoint 1, MDC1) ve YH2AX’1 fosforilasyonu ile
tamir mekanizmasini hizlandirir (68). Olusan tek-zincirli DNA bdlgeleri, Replikasyon protein
A (Replication Protein A, RPA) tarafindan kaplanarak, RPA ATR- ATR Etkilesim proteini
(ATR Interaction Protein, ATRIP) kompleksi ile protein-protein iligkisi vasitasiyla ATR’nin
aktivasyonunu tetikler (Sekil 4) (77).
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Sekil 4. DNA Tamir Mekanizmast (77).

Diger memeli hiicrelerinde oldugu gibi over epitel hiicrelerinde ve over kanseri
hiicrelerinde de tek-zincir/iplik DNA (ssDNA) ve cift-zincir/iplik birlesme noktalarinin en sik
gorilildiigii alanlar duraklatilmis replikasyon catallaridir. Bu birlesme noktalarina ¢ift zincir
DNA kiriklarinin kesilme yoluyla tamiri neticesinde ortaya ¢ikan ssDNA kuyruklarinda da
rastlanir. Duraklatilmig replikasyon catallarinin yiiksek sayida bulunmasi niikleotid havuzunda
azalma ve DNA zincirler-aras1 ¢apraz baglarin olugsmasiyla beraber replikasyon stresi ile
karakterize olur (78). ATR-bagimli DNA hasar cevab1 6ncelikli olarak bu kosullar altinda aktive

oldugundan replikasyon stres cevabi olarak adlandirilir.

2.3.3. ATR sinyal ileti yolaklar:

Insan hiicrelerinde genetik bilginin dogru bigcimde bir sonraki nesle aktarilmasi igin
genomik stabilitenin korunmasi gereklidir. ATM ve ATR kinazlart insan hiicrelerinde DNA
hasar cevabinin en 6nemli diizenleyicileridirler. DNA-PKcs, memelilerde rapamisin hedefi (the

mammalian target of rapamycin, mTOR), serin/treonin-protein kinaz 1 (serine/threonine-
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protein kinase 1, SMG1) ve Fosfoinozitid 3-kinazlar (Phosphoinositide 3-kinases, PI3K) gibi
Fosfatidilinositol 3-kinazla iliskili kinazlar (Phosphatidylinositol 3-kinase-related kinases,
PIKK) kinaz ailesinin birer {iyesi olan ATR ve ATM ortaklasan fonksiyonlar1 birlikte 6zellesmis
fonksiyonlar1 da gergeklestirirler. ATM ve ATR lipid kinaz aktivitesi gostermezler, serin-
treonin kinazlar olarak fonksiyon gosterirler. PIKK kinazlarinin yapisal organizasyonuna
evrimsel olarak korunmus, FKBP12 rapamisinle iligkili protein-ATM- Transformasyon/
transkripsiyon alaniyla iligkili protein (FKBPI2 rapamycin-associated protein-ATM-
Transformation/transcription domain-associated protein, FRAP-ATM-TRRAP) (FAT), PIKK-
diizenleyici domain (PIKK-regulation domain, PRD) ve FAT karboksi-terminal (FAT carboxi
terminal, FATC) domainleri ATR ve ATM aktivasyonu i¢in gerekli olup, bu domain’lerdeki
mutasyonlar her ikisinin de kinaz aktivitelerini etkiler.

ATM oncelikli olarak iki-iplik/zincir DNA zincir kiriklarina cevaben aktive olurken, ATR
tek-zincir/iplik DNA yapist ve replikasyon stresi mekanizmalari tarafindan aktive edilir. ATR
aktive oldugunda sinyal ileti yolagindaki etkin kinaz olan Chk1’1 aktive eder, ATR-Chk1 yolag1
genomu DNA hasar1 ve replikasyon stresinden korumak ig¢in hiicre siklusunu durdurur,
replikasyon orijinini baskilar, strese girmis replikasyon catallarin1 korur ve DNA tamiri gibi
bir¢ok hiicresel yanit1 diizenler (Sekil 5) (79). Chk1’in ATR tarafindan fosforilasyonu sonrasi
tam olarak aktivasyonu i¢in claspin adaptdr proteini is birligini gerektirir (80). ATR-Chkl
yolaginin aktivasyonu, RPA tarafindan kaplanmig/sarilmis tek-zincir/iplik DNA tarafindan
tetiklenir. ATR’ nin partner proteini olan ATRIP, RPA’ y1 tanir ve baglanir, boylece ATR-
ATRIP, RPA ile kapl tek-zincir DNA’ya baglanmis olur. Sonrasinda Rad17 kompleksi, Rad9-
Radl-Husl (9-1-1 kompleksi) ve Rad9, Radl, Husl etkilesimli tek niikleer protein (for Rad9,
Radl, Husl interacting nuclear orphan, RHINO) bolgeye toplanirlar. Bu protein kompleksleri
DNA topoizomeraz 2-baglayict protein 1 (DNA topoisomerase 2-binding protein 1, TopBP1)
yoluyla ATR-ATRIP kinaz aktivitesini arttirir, ATR Claspin proteininin de yardimiyla Chk1’1
fosforile eder, Chk1’in aktif hale gecer. ATR tarafindan fosforilasyon yoluyla aktive edilen
Chk1 hiicre boliinme dongiisii 25 (the cell division cycle 25, Cdc25) fosfataz gibi hiicre dongiisii
bilesenlerini fosforile ederek baskilar, eszamanli olarak homolog rekombinasyon ve NER gibi

DNA onarim mekanizmalarini aktive eder (Sekil 5) (78).
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Sekil 5. ATR-Chk1 yolaginin DNA hasarina cevaben aktive olmasi (79).
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ATR ilk olarak maya hiicrelerinde DNA hasar1 kontrol noktalarinda gorev yapan mitoz
girig kontrol noktasi proteini (mitosis entry checkpoint protein, Mec1)’in memeli hiicrelerindeki
homolog geni olarak tespit edilmistir (81, 82). Gelistirilen fare modelinde ATR’ nin biallelik
inaktivasyonu yasamla bagdasmaz iken heterozigot ATR*" fareler fertil oldugu ve belirgin bir
fenotip gostermezler (83). Bununla paralel bicimde eriskin fare modellerinde ATR’ nin genetik
inaktivasyonu prematiire yaslanma ve oOzellikle hizli ¢ogalma kapasitesine sahip hiicre
gruplarinda Onciil hiicrelerin deplesyonuna neden oldugu bulunmustur (84, 85). ATR veya
ATRIP mutasyonlart ile iligkili olan Seckel sendromu otozomal resesif gegis gosteren, gelisme
geriligi, diisiik dogum agirlig1, mikrosefali, mental retardasyon ve karakteristik yiiz goriintimii
ile karakterize bir hastaliktir (86, 87). Seckel sendromu fare modelinde prematiire yaglanma ve
diger anomaliler goriilse de kanser insidansinda herhangi bir artis gozlenmemistir (88).

Replikasyon stresi cevabinin Oncelikli gorevi duraklatilmis replikasyon catallarinin
cokmesini engellemektir. Replikasyon stresi cevabi siirecinde ATR; Kromatin alt ailesi A
benzeri protein 1'in SWI/SNF ile iliskili matris iliskili aktin bagimli diizenleyicisi (SWI/SNF-
related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily A-like protein 1,
SMARCALI), Bloom sendrom protein (Bloom syndrome protein, BLM), Werner sendrom
helikaz (Werner syndrome helicase, WRN) gibi helikazlarin fonksiyonlarin1 diizenleyerek
duraklatilmis replikasyon c¢atallarinin yapisal olarak yeniden modellenmesini saglar (89-92).
Ek olarak ATR, BRCAZ2 ortagi ve yerini belirleyici (Partner and localizer of BRCA2, PALPB2)
ve Fanconi anemisi grubu D2 proteini (Fanconi anemia group D2 protein, FANCD2) gibi
homolog rekombinasyon unsurlarini replikasyon stresi bdlgesine ¢ekerek duraklatilmig
catallarin yarattig1 hasarin DNA yapisinin ¢gdkmesinden 6nce tamir edilmesini gergeklestirir (93,
94). ATR’nin, minikromozom tamir kompleksi (minichromosome maintenance complex,
MCM) ve Fanconi anemisi tamamlayict grup 1 (Fanconi anemia complementation group 1,
FANCI) proteinlerini fosforile ederek DNA replikasyon orijin atesleme noktalarint (origin
firing) kontrol ederek replikasyon stresini sinirlamaya c¢alistig1 ortaya konmustur (95, 96). Bir
baska molekiiler etki mekanizmasi olarak ATR, Riboniikleozid-difosfat rediiktaz alt birimi M2
(Ribonucleoside-diphosphate reductase subunit M2, RRM2) transkripsiyonunu arttirarak veya
RRM2’nin proteozomal yikimin1 yavaslatarak deoksiriboniikleotid trifosfat (dNTP)
biyosentezini stimiile ederek, artan dNTP seviyeleri yoluyla replikasyon stresini azaltmaya

calisir (Sekil 6) (97-99).
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Sekil 6. ATR' ye bagli replikasyon stres yanitinin aktivasyonu (78).

Ancak kanser hiicrelerinde ATR transforme olmamis normal hiicrelere gore daha kritik
roller istlenebilir. ATR’nin delesyonu veya inaktive edici mutasyonlar1 sadece malign
melanomlarin alt tiplerinde raporlanmistir (100). Kanser hiicrelerinde Fare sarkoma viriis (Rat
sarcoma virus, Ras) ve hiicresel Miyelositomatozis, (cellular Myelocytomatosis, c-Myc) gibi
onkojenlerin asir1 ifadelenmesi yiliksek diizeyde replikasyon stresine neden olurken, bu
hiicrelerin sagkaliminin etkin bir ATR sinyal ileti sistemine bagli oldugu gosterilmistir. Ek

olarak ATM ifadelenmesinde eksikligin veya ATM’ nin mutasyon neticesinde disfonksiyonunun
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kanser hiicrelerini ATR baskilanmasina daha duyarli hale getirdigi gosterilmistir (101-103).
Tiim bunlarla beraber ATR ’nin hiicre dongiisiinii yavaglatarak DNA tamirine olanak sagladig:
diistintildiginde, ATR inhibitorlerinin 6zellikle DNA hasar1 indiikleyen kemoterapdtik
ajanlarla kombine kullanim1 rasyonel bir secenektir. Bu 6nermeyi destekleyecek bicimde ATR
inhibitorlerinin p53 yolag1 defektif olan hiicrelerde p53 yolag: intaktif olan hiicrelere gore
genotoksik ajanlarla daha etkin sinerjik etki gosterdigi bulunmustur (104-106). Bunlarin
sonucunda yiiksek seviyede replikasyon stresi ile miicadele etmek zorunda olan kanser
hiicrelerinin, replikasyon stresi cevabini diizenleyen ve sinirlayan mekanizmalara bagiml

olmasi rasyonel bir ¢ikarimdir.

2.3.4 ATR inhibitorleri

Secici olarak ATR’i baskiladigi raporlanan ilk inhibitor VE-821°dir (107).
Farmakodinamik 6zellikleri ve segiciligi gelistirilmis olan VE-822 (VX-970)’ in farkli kanser
hiicrelerinde *’cisplatin’, *’oxaliplatin’’, “’etoposide’’, iyonize radyasyon ve *’gemcitabine’’
gibi DNA hasar indiikleyici ajanlarla etkin kombine etki gosterdigi bulunmustur (108-112).
Oral yolla kullanilabilen AZD6738 ATR ig¢in yiiksek segicilige sahip ve optimal
farmakodinamik ozelliklere sahip bir ATR inhibitorii olarak sentezlenmistir ve karakterize

edilmigtir (Sekil 7) (113, 114).

Sekil 7. AZD6738’in kimyasal yapist (114).

AZD6738’in hiicresel diizeyde ATR igin segici inhibisyon konsantrasyonu 0.074 puM
olarak bulunurken PIKK ailesine ait diger kinazlar1 ATM i¢in >30 uM ve PI3Ka i¢in >30 uM
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olarak belirlenmistir (114). AZD6738 6zellikle p5S3- ve ATM-yetersiz/eksik timor modellerinde
gerek tekil ajan olarak gerekse iyonize radyasyon, ’5-FU”’, cisplatin ve PARP inhibitorleri gibi
genotoksik ajanlarla kombine bi¢cimde kullanildiginda etkinlik gostermistir (115-120). Ancak
ATR’nin normal hiicre fonksiyonlardaki kritik rolii g6z oniine alindiginda fizyolojik diizeyde
toksisite gosterme olasilig1 mevcuttur.

Duraklatilmis replikasyon catallarinin tamirinde gérev yapan homolog rekombinasyon
sinyal ileti yolaklarindaki bozukluklar da kanser hiicrelerini ATR inhibitorlerine duyarli hale
getirebilir. RAD51 veya BRCA1’in RNA interferans (RNA interference, RNAi) -temelli
susturumunun over kanseri hiicrelerini ATR inhibitdrlerine duyarli hale getirdigi gosterilmistir
(121, 122). Ek olarak ATR inhibitérleri ve PARP inhibitorlerinin kombinatoryal uygulamasinin
over kanserini de igeren bir¢ok tiimor tipinde etkin hiicre 6liimii indiikledigi gdsterilmistir (116,
123-125).

ATR inhibitorlerinin mekanistik ¢aligma prensipleri birkag¢ temel fenomenolojik sisteme
dayanabilir. ATR’ nin bloke edilmesi ¢ok sayida duragan replikasyon orijininin aktive hale
gelmesine, bir¢ok ssDNA bolgesinin ortaya ¢ikmasina ve hiicresel RPA havuzunun
tiikenmesine neden olabilir. RPA seviyeleri azaldigindan ssDNA bélgeleri ¢ift-zincir kiriklar
ile beraber kromozom kiriklarina yol agabilir (126). ATR inhibisyonu dNTP sentezini de
baskilayacagi icin replikasyon stresini daha da arttirir, duraklatilmis replikasyon catallarinin
artis1 ile genomik instabiliteye neden olur. Diizenli araliklarla kiimelenmis kisa palindromik
tekrar / CRISPR iliskili niikleaz 9- (clustered regularly interspaced short palindromic
repeat/CRISPR-associated nuclease-9, CRISPR/Cas9-) temelli bir fonksiyon kaybi genetik
tarama ¢alismasinda fare embriyonik hiicrelerinde Cdc25A’ nin delesyonunun hiicreleri ATR
inhibisyonuna direngli hale getirdigi gosterilmistir (127). ATR ve Chkl amplifikasyonlarina
ozellikle yiiksek derecede genomik instabiliteye sahip tiimérlerde rastlanmustir (121). Ozetle
ATR bir yandan DNA replikasyonuna bagli replikasyon stresi ile, diger yandan mitotik gegigin
diizenlenmesini kontrol ederek genomik stabiliteye katki sunar. ATR inhibitorlerine yanit1 ve
artan replikasyon stresini takip etmek i¢in en sik kullanilan molekiiler belirteg fosforile histon
H2AX (yH2AX)’ tir. Deneysel ve klinik uygulamalarda immiinofloresan ve immiinhistokimya
boyamalar1 ile degerlendirilen YH2AX noktasal odak boyamalar1 genellikle c¢ift-zincir

kiriklarina isaret ederken replikasyon stresinde pan-niiklear boyama paterni gortiliir (128, 129).
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2.4. Golgi Kompleksi

Organizmalarin yagamlarini siirdiirebilmeleri 6zellikle ¢evresel stres uyaranlarina karsi
sinyal ileti cevaplarini dogru siddette ve dogru siirede aktive edebilme yeteneklerine baglidir.
Ust diizeyde evrimlesmismis  organizmalari  olusturan  hiicrelerde  hiicre  igi
kompartmentalizasyon ve Ozellesmis organel fonksiyonlari bu stres cevaplari i¢in kritiktir.
Hiicre i¢i protein trafigi ve yonlendirilmesi fonksiyonlari i¢in bir merkez olarak gdrev yapan
Golgi Kompleksi (GK) endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi organellere benzer bi¢cimde
hiicresel homeostazin korunmasinda onemli yol oynamaktadir. GK memeli hiicrelerinde
dinamik bir yapiya sahiptir, GK’nin dogru bi¢imde yapilandirilmasi, yapi-fonksiyon iligkisinin

net olmasi hiicrenin homeostazi i¢in kritik 6nemdedir (130).

2.4.1. Golgi kompleksinin yapisal ve fonksiyonel islevleri

GK hiicre i¢i protein trafigi ve yonlendirilmesi fonksiyonlar1 i¢in bir merkezi bir rolii
vardir. Insan hiicrelerinde GK, protein ve lipitlerin ana modifikasyon ve dagitim bileseni olarak
gérev yapar. Protein salgilanmasi, membran ve proteinlerin hiicre i¢i lokalizasyonu,
glikozilasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlar GK tarafindan denetlenir. Kargolarin
taginmasinda, post-translasyonel modifikasyonda yer alan enzimler (glikoziltransferazlar,
glikosidazlar ve kinazlar) aracilik ederken, GK'nin serit yapis1 ve sarnig istiflenmesi cogunlukla
sarmal bobin matris golgin proteinlerinin is birligine dayanir. Bu proteinlerin arasinda, Giantin,
Golgi matriks proteini 130 (Golgi matrix proteini 130, GM130) ve Golgi Yeniden Birlesme ve
Proteinlerin Yi8ilmasi, (Golgi Reassembly and Stacking Proteins, GRASP)'lar iiglii bir
kompleks olustururlar ve Endoplazmik Retikulum (ER)’dan taginan kargolar i¢in GK yanasma

yerleri olarak gorev yaparlar (Sekil 8) (131).
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Sekil 8. Hiicre I¢i Protein Trafiginde Golgi Kompleksi (132).

GK seritinin spatiyotemporal organizasyonu artan protein ve membran sentezine
adaptasyon i¢in gereklidir (133). Dolayis1 ile Golgi mimarisindeki bozulmalar nérodejeneratif
hastaliklar ve kanser gibi patolojilerde siklikla gdzlemlenir (134-136). GK omurgal
hiicrelerinin biiylik kisminda interfaz asamasinda kurdele yapisindadir, insanlarda bu duruma
istisna olarak, gastrik parietal hiicreler ve mesane iiroepitelyal iki hiicre grubu bulunmaktadir
(137, 138). GK istif yapis1 polarize olmus 4-8 yassi1 yapida membran sarnicindan olusur, cis
ylizii ER’dan kargolar1 alirken trans ylizii farki hiicre i¢i veya dis1 farkli destinasyonlara
kargolarin génderilmesinden sorumludur (134). Polarize olmayan hiicrelerde ise GK seridi
sentrozoma yakin bir bolgede lokalize olur.

GK’nin mimari organizasyonunda ve fonksiyonunda gorev tistlenen iki dnemli protein
ailesi olan golginler ve GRASP’lar karakterize edilmistir (139-143). Golginler GK’ye spesifik

lokalizayonlar1 ve coiled-coil protein yapilar ile karakterize edilirler. Golginlerin 6nemli bir
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kismi1 ADP-ribosilasyon faktor (Arf) protein ailesi tarafindan GK’nin sitoplazmik yliziine
yonlendirilirken, bir kismi da integral membran proteinler olarak bulunurlar (140). Sarmal-
sarmal protein yapilarindan dolay1 golginler 300 nm’ ye kadar hiicre i¢i uzanma kapasitesine
sahiptirler (144, 145). Golginler Rab protein ailesi iiyeleri, Coziiniir N-etilmaleimid-Hassas
Faktor Baglanti Protein, (Soluble N-ethylmaleimide-Sensitive Factor Attachment Proteins,
SNAP) Reseptor, (SNAP Receptors, SNARE)’ler, mikrotiibiiller ve aktin baglanti proteinleri
gibi pek ¢ok protein-protein iligkisi kurabilirler. Golginler membran trafigi, golgi sarniglarinin
arasinda koprii kurulmasi ve transport vezikiillerinin hedef membran yapilarina yanasmasi ve
tutunmast gibi pek ¢ok fonksiyon iistlenirler (146). 88C iceren sarmal-sarmal alan (Coiled-coil
domain containing 88C, GCC88) proteini trans golgi ag1 (trans golgi network, TGN)’de
lokalizedir, evrimsel siiregte olduk¢a korunmus Golgin-97, RanBP2alpha, Imhlp and
p230/golgin-245 (GRIP) domain’i vasitastyla TGN membranlarina baglanir (147). Diger golgin
proteinleri gibi coiled-coil yapisina sahip olan GCC88 endozom-TGN retrograd transportunda
gorev yapar (148). HeLA hiicrelerinde GCC88’in asir1 ekspresyonunun Golgi serit yapisinin
bozulmasia, Golgi’nin mini istifler seklinde sitoplazmaya dagilmasina neden oldugu
gosterilmistir (149). Dolayist ile GCC88 GK’ nin mini istifleri ile Golgi seritleri arasindaki
dengeyi aktin filamentleri ile iligkisi yoluyla diizenlemektedir. HeLa hiicrelerinde GCC88’in
asir1 ifadelenmesinin LC3-II-pozitif otofagozomlarin sayisinda artisa yol actig1 ve bu durumun
artan otofagozom sentezi ile ilskili oldugu ortaya konulmustur. Golgin-245/p230 da GRIP
domainine sahiptir ve mikrotiibiilleri aktin filamentlerine baglayan Mikrotiibiil-aktin ¢apraz
baglama faktorii 1 (microtubule-actin cross-linking factor 1, MACF1) ile protein-protein iligkisi
kurdugu gosterilmistir (150). Yine GRIP domainine sahip GCC185 TGN golgin protein
ailesinin tiyesidir ancak Arll protein-protein iligkisi diger golginlere gore daha zayiftir (151).
GCC185’in en o6nemli fonksiyonu mikrotiibiil diizenleme merkezi (microtubule organizing
center, MTOC)’un organizasyonunu saglar ve GCC185’ in susturum (knockdown)’ u siddetli
Golgi fragmantasyonuna neden olur. Mikrotiibiiller cis-Golgi lizerinde niikleasyona ugrarken
trans-Golgi tlizerinde GCC185 tarafindan stabilize edilirler. Mikrotiibiiller ve GCC185
arasindaki etkilesim mikrotiibiillerin art1 ucuna baglanan Sitoplazmik baglayicr iligkili protein
(cytoplasmic linker associated proteins, CLASP)’lar tarafindan diizenlenir (152, 153). GCC185
yoluyla Golgi’ ye baglanan mikrotiibiiller mitoz sonrasi dagilmis Golgi istiflerinin yeniden bir

araya gelmesini ve fiizyonunu saglar. Giantin golgin protein ailesinin en biiyiik {iyesidir ve cis-
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Golgi sarniglarina C-terminal transmembran domaini ile baglanir. Giantin’ in p115 gibi diger
proteinlerle etkilesime girerek Kaplama Proteini kompleks 1 (coat protein complex 1, COPI)
vezikiillerinin Golgi sarni¢larina baglanmasini sagladigi gosterilmistir (154-156).

GK yapisinin korunmasinda ve GK sarni¢larinin istiflenmesinde yer alan GM130, bir cis-
Golgi matris proteini olarak tanimlanir. GM130 'un, membran trafigi i¢in gerekli olan baglama
etkilesimi yoluyla GK yapisinin korunmasinda dolayl bir rol oynar (157). 130 kDa' ik GM 130,
cis Golgi 'nin belirteglerinden biridir. GM130 proteini, ER ve GK zarlarindan ¢ikan tagima
vezikiilleri arasindaki fiizyon, GK iizerindeki mikrotiibiillerin ¢ekirdeklenmesi, ig diizenegi ve
hiicre boliinmesi ve GK’nin yapilanmasinin organizasyonunun diizenlenmesinde olmak iizere
cesitli siireclerde anahtar rol oynamaktadir (158).

GM130 cis-Golgi’ye lokalizedir, COPI vezikiillerinin baglanmasina dair fonksiyonlarina
ek olarak, GM130 interfaz ve mitoz sirasinda aktin ve mikrotiibiiller ile etkilesime girerek
MTOC’ un Golgi’de olusumuna 6nciiliik eder, A-kinaz ¢apa proteini 9 (4-kinase anchor protein
9, AKAP450) ile girdigi protein-protein iliskisi mikrotiibiillerin cis-Golgi’de niikleasyonu i¢in
kritiktir (159). GM130 aynm1 zamanda GRASP65-p115 protein kompleksi ile protein-protein
iligkisi yoluyla Golgi serit tabakalar1 bir arada tutar (160-162). Yapilan ¢alismalarda GM130’un
genetik olarak susturumunun serit yapisini bozarak tekil tabakalarina ayrilmalarina yol actig
gosterilmistir (163). Fizyolojik mekanizmalar agisindan ise mitoz sirasinda GM130’un
fosforilasyon yoluyla gecici olarak baskilanmasi Golgi’nin parcalara ayrilmasini ve mitoz
sonrasi tekrardan dogru mimaride birlestirilmesini diizenler (164). GM130’un delesyonuna veya
fonskiyonel inaktivasyonuna bagli olarak ndronlarda Golgi dispersiyonu ve hiicre Sliimii
gozlemlenmistir. CDK5’in GM130 fosforilasyonunun Alzheimer hastaligi primer ndron ve
farklilagsmis néron modellerinde Golgi dispersiyonu/dagilmasina neden oldugu bulunmustur
(165). Merkezi sinir sisteminde GM130’un secici olarak susturumu farelerde Golgi
fragmentasyonu ile beraber dendritlerin atrofisive norodejenerasyona neden oldugu
gosterilmistir (163).

GRASP’ lar ikinci 6nemli Golgi yapisal protein ailesini olustururken temel islevleri Golgi
sarniclarinin birbiriyle siki bigimde yapismasini saglayan molekiiler tutkallar olarak gorev
yapmay1 icerir (143). GRASP65 cis-Golgi membrant ile etkilesimi bulunun periferal bir protein
olarak karakterize edilir (166). Yapisal olarak GRASP65 evrimsel olarak korunmus bir GRASP
domainine ve bu domain’e bitisik GM130 baglanma bolgesine sahiptir (167, 168). Golgi
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membranina N-terminal ucundaki glisinin miyristoylasyonu neticesinde yonlendirilen
GRASP65, GM130 ile protein-protein etkilesimi neticesinde Golgi’de lokalize kalir (169, 170).
GRASP65, dimerler ve oligomerler olusturarak sarni¢ membranlarini bir arada tutar. Hiicre
dongiisii sirasinda mitotik kinazlar tarafindan fosforile edilen GRASP65, Golgi’ nin mitotik
siiregte dagilmasi ve yeniden olusma mekanizmalarinda gorev yapar (171). Bu bulgulari
destekleyecek bicimde GRASP65’in fosforile-edilemeyen mutant formunun HeLa hiicrelerinde
eksprese edilmesinin mitotik Golgi fragmentasyonunu engelleyerek, Golgi sarni¢ yapisin
korudugu gosterilmistir (167). CRISPR/Cas9 susturumu GRASP65 ise Golgi yapisinda
anomaliler, organize olmayan membranlar, kisalmis ve sayilar1 azalmis Golgi sarniglart ile
karakterize edilmistir(172).

Bu iki grup protein ailesinin yani sira bir bagka 6dnemli Golgi yapisal proteini Golgi
fosfoprotein 3, (Golgi phosphoprotein 3, GOLPH3)’ tiir. Trans-Golgi’ye lokalize olan GOLPH3
yiiksek fosfatidilinositol-4-fosfat igerigine sahip TGN membranlarina baglanir (173).
GOLPH3’iin RNAi-yoluyla susturumu Golgi yapisinin; asir1 sikistirllmis Golgi yapisi, Golgi-
plazma membrani vezikiil trafiginde bozulma ve hiicre 6liimiine neden olurken GOLPH3 asir1
ifadelenmesi 6zellikle DNA hasar1 yaratan ajanlara karsi azalmis hiicre 6liimii cevabina yol

acmistir (174).

2.4.2. Golgi kompleksi stresi ve hiicre 6liimii

Memeli hiicrelerinde GK kendine 6zgii sarni¢ yapisina sahiptir ve bu yap1 fizyolojik
kosullar altinda sadece hiicre sikliisii sirasinda ¢oziiliir ve yeniden yapilandirilir. Ancak
fizyolojik olmayan stres kosullar1 altinda, 6rnegin besin azligi, DNA hasar1 ve oksidatif stres
gibi, bu mimari bozulabilir (175). GK yapis1 bozuldugunda eszamanli olarak fonksiyon da zarar
gorebilir, GK yapisal proteinlerinin yikimi veya kesilmesi, ortaya cikan bu fenotipten
sorumludur (176). Apoptoz (progamli hiicre Olimil) BCL-2 protein ailesi tarafindan
mitokondriyal dig membranin gecirgenligi kontrol edilerek diizenlenir (177, 178). Apoptozun
biyokimyasal siireclerinde mitokondriyal dig membran gecirgenligi ile birlikte ER’da kalsiyum
salinimi gibi diger organellerin etkilesimi de goriilir. GK’de hiicre oliimii siirecinde ilk
etkilenen organellerden birisidir (179-181). Apoptoz sirasinda GK’ nin yapisal proteinlerinin
onemli bir kismi aktive olan kaspazlar tarafindan kesilirler (182). GRASP6S5, golgin-160,
GM130 ve p115 gibi pek ¢ok Golgi iligkili proteinin yikimi veya kesilmesi apoptoza sekonder
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Golgi fragmentasyonunu etkiler. Golgin-160 vezikiil baglanmasi ve trafiginde 6nemli rol
oynayan bir golgindir (183). Golgin-160 kaspaz-2 tarafindan D59 rezidiistinden kesilir, bu siire¢
golgin-160"1n kaspaz-3 tarafindan D139 rezidiisiinden kesilmesinden once gergeklesir (184,
185). Kaspaz-2 tarafindan kesilemeyen DS59A mutasyonuna ugratilmis golgin-160mn
ekspresyonu, hiicre oliimiinii ve Golgi dagilmasin1 geciktirir. Golgin-160" 1n N-terminal 85
amino asitlik fragmani1 Golgi lokalizasyon sinyali ile beraber niiklear lokalizasyon sinyali de
icerir (182). GRASP65 iskemiye bagl vaskiiler hasarinda, staurosporine uygulamasi sonrast
veya Fas ligand angajmanina sekonder olarak kesime ugrar (186-188). Kaspaz-3 GRASP65’i
D330, D375 ve D393 rezidiilerinden keser. Kaspaz-3 tarafindan kesilmeye direngli hale gelecek
bicimde mutasyona ugramis GRASP65’in ekspresyonu hiicrelerde apoptoz sonrast GK
fragmentasyonunu geciktirir ve Fas tarafindan indiiklenen hiicre 6liimiine kars1 korur. Ilging
olarak kaspaz-3 tarafindan kesilmis C-terminal fragmanlarin bir kism1 mitokondriye lokalize
olarak BCL-2 proteinleri BCL-2, B hiicreli lenfoma-ekstra biiyiik (B-cell lymphoma-extra-
large, BCL-XL)’e baglanabilir, ancak bu protein-protein iligkisinin hiicresel cevaptaki 6nemi
heniiz bilinmemektedir. p115 apoptotik siiregte kaspaz-3 ve kaspaz-8 tarafindan kesilebilir,
pl115°in kaspazlar tarafindan kesilmesi sonrasi ortaya ¢ikan C-terminal fragmani hiicrelerde
apoptoza ve Golgi fragmentasyonuna neden olur (189). Bu C-terminal fragman niikleusa
transloke olup apoptotik siirecin siddetini arttirabilir. Fas ligand tarafindan indiiklenen hiicre
oliimiinde GK fragmentasyonu ile beraber GM130 seviyelerinin azaldig1 da gosterilmistir (190).

GOLPH3 aktin motor proteini Miyozin-XVIlla (Myosin-XVIIla, MYO18A) ile protein-
protein iliskisi yoluyla baglanti kurar, bu sayede Golgi membranlarini aktin hiicresel agina
baglar (191). Bu baglanma yarattig1 tensil kuvvetle beraber vezikiil trafigine Golgi seridinin
yapisinin korunmasina katkida bulunur. Dolayist ile GOLPH3’ lin seviyesinin azalmasi bu
kuvvetin kaybina neden olur, Golgi seridi daha sikisik bir yapiya doniisiir ve TGN {izerinden
olusan vezikiil miktar1 da azalir. GOLPH3 akciger kanseri ve meme kanseri gibi birgok solid
kanser tipinde asir1 ifadelenme gosteren bir onkojen olarak tanimlanmistir (192-197). DNA
hasart GOLPH3 e bagli bicimde Golgi dagilmasina neden olabilir. DNA hasari tarafindan aktive
edilen DNA-PK GOLPH3’ii T143/T148 rezidiilerinden fosforile eder ve bununla beraber Golgi
fragmentasyonu gozlemlenir (174). Bu siireg¢ DNA hasar tarafindan indiiklenen hiicre dliimiinii

engelleyici fonksiyon gosterir. Sonug olarak kanser hiicrelerinde GK ile iliskili bir¢ok proteinin
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gen ekspresyonu seviyesinde onkogen veya tlimor baskilayici roller {istenebilecegi bir¢ok

caligmada gosterilmistir (157, 158, 198-200).

2.4.3. Golgi kompleks stres indiikleyici molekiil

Brefeldin A, memeli hiicrelerinde 6nemli etkileri olan toksik mantarlar tarafindan tiretilen
kiigiik bir hidrofobik bilesik olarak tanimlanmaktadir (201). Brefeldin A uygulamasindan sonra
GK pargalara ayrilmaktadir. Brefeldin A, Arf aktive eden bazi proteinleri inhibe etmektedir. Arf
kiiciik G proteinleri ailesinin aktif GTP'ye bagli formlarinda, donér membranlardan kargo
molekiillerini se¢imine katilarak, kii¢lik zar vezikiillerinin tomurcuklanmasini saglamak igin
iskele gorevi goren protein komplekslerini toplayarak birlestirmektedir. ER” dan tomurcuklanan
vezikiiller, aktif bir siralamanin gergeklestigi ara bolmeleri olusturmak i¢in birlesmektedirler.
Salgilanmas1 gereken proteinler, sarnig¢ olgunlasmasi ve/veya GK yoluyla anterograd vezikiiler
tasima ile ilerlerken, ER'ye geri alinmasi gereken proteinler, geri doniisiim i¢in retrograd
vezikiiller halinde siniflandirilmaktadirlar. Bu vezikiillerin olusumu, COPI kaplamasinin Arfl-
GTP tarafindan birlestirilmesine bagli olmaktadir. Arfl 'in inhibisyonu, COPI kaplamasinin ve

diger bir¢ok periferik membran proteininin sitozole salinmasina yol agmaktadir.

2.5. Programlanmis Hiicre Oliimii

Kanser gelisimi siirecinde genetik ya da epigenetik olarak hiicre 6lim yolaklarinin
baskilanmasi kanser olusumunda kritik molekiiler asamalardan birisini olusturmaktadir (54-56).
Mitokondriyal hiicre 6liimii yolaginin aktive olmasi kanser hiicrelerinde kemoterapi ajanlar1 ya
da radyoterapi uygulamasina cevaben hiicre 6liimiiniin 6ncelikli yolagini olusturmaktadir (202,
203). Bu yolaktaki bozulmalar kanser hiicrelerinde kemoterapi direncine neden olabilmektedir.
Mitokondriyal dis membranmin gegirgen hale gelmesi ve sitokrom c’nin sitozole gecisi
apoptotik yolak icin geri ¢evrilemez molekiiler basamag isaret etmektedir. Intrinsik apoptoz
mekanizmasi mitokondri dis zarinin gegirgen hale gelmesi, sitokrom ¢ ve diger hiicre 6liimii
indiikleyici molekiillerin sitozole salinmasi, apoptozom kompleksinin olugmasi ve kaspaz-3/-9
aktivasyonu ile gerceklesmektedir. Bu siire¢ BCL-2 proteinleri tarafindan molekiiler diizeyde
stk bigimde kontrol edilmektedir (203). BCL-2 protein ailesinin iiyeleri protein-protein
etkilesimiyle MOMP’u kontrol etmektedirler. Hiicre hasarini takiben BCL-2 ile iliskili X
proteini, (Bcl-2-associated X protein, BAX) ve BCL-2 antagonisti dldiiriicii (BCL-2 antagonist
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killer 1, BAK) proapoptotik proteinleri allosterik doniisiime ugrayarak, N-terminal domainleri
acik hale gelmekte, oligomerize olmakta ve porlar olusturarak mitokondriyal dig membraninin
gecirgenligini saglayarak, sitokrom ¢ mitokondriden sitozole ge¢mektedir. Sitozoldeki sitokrom
¢, apoptozom protein kompleksi icerisinde kaspaz-9’un aktivasyonunu indiiklemektedir. BAX
ve BAK’1n aktivasyonu aktivator BH3 proteinleri, 6rnegin BH3 etkilesimli alan 6liim agonisti,
(BH3 interacting-domain death agonist, BID) ve Bcl-2 Hiicre 6limii etkilesim aracisi (Bcl-2
Interacting Mediator of cell death, BIM) tarafindan gerceklestirilir (204). Hiicre oliimiinii
baskilayan BCL-XL, Miyeloid Hiicreli Losemi 1 (Myeloid Cell Leukemia 1, MCL-1), Bcl-2 ile
iligkili protein Al (Bcl-2-related protein Al, BFL-1), BCL-2 benzeri protein (BCL-2-like
protein, BCL-W) mitokondriyal dig membraninin gecirgenligini ya aktivator BH3 proteinlerini
baglayarak ya da direkt olarak BAX ve BAK’a baglanip bu proteinleri notralize ederek onlerler.
Duyarlagtirict BH3 proteinleri olan BCL2 hiicre 6liimiiniin iligkili agonisti (BCL2 associated
agonist of cell death, BAD), NOXA, p53-apoptozisin yukar1 diizenlenmis modiilatori (p53-
upregulated modulator of apoptosis, PUMA) ve Bcl-2 ile etkilesen dldiiriicii (Bcl-2-interacting
killer, BIK) proteinler ise hiicre hasarina cevaben antiapoptotik BCL-2 proteinlerininin BCL-2
homolojisi 3 (BCL-2 homology 3, BH3) baglanma boélgelerine yarigmaci olarak baglanmakta
ve bu proteinleri baskilayarak, hiicre 6liimiinii indiiklemektedirler. Dolayisi ile BCL-2 protein
ailesi liyelerinin protein-protein baglanma agi mitokondriyal dig membraninin gegirgenligini
kontrol eden baslica mekanizma durumunda olmaktadir. Sagkalim mekanizmast BCL-2
proteinlerinin her biri i¢gin BH3 proteinine baglanma afiniteleri farklidir ve bu baglanma paterni
basarili bigimde BH3 profillemesi olarak adlandirilan bir teste doniistiiriilmiistiir (205-210). Bu
testin temel prensibini BH3 domainlerden tiiretilmis peptidlerin, hiicrelerin mitokondrileri ile
muamelesi sonrast mitokondriyal dis membraninin gegirgenliginin 6lgiilmesi sonucu
olusturulmaktadir. Bu peptidlere cevaben ortaya ¢ikan patern hiicrenin 6liime ne denli yakin ya
da yatkin oldugunun kriteri olarak tespit edilebilmektedir. Bu kriter hiicrelerin kemoterapi
ajanlarina cevabin1 ongdérmek tizere kullanilabilmekte ve bunun sonucunda klinikte yapilan
caligmalar BH3 profillemenin 6ngorii giiciinii ortaya koymaktadir (205, 210). BCL-2 protein
ailesi tliyelerinin over kanser hiicrelerinin kemoterapi ajanlarina cevabini nasil diizenledigine
dair ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir. Abed ve ark. yapmis olduklar1 bir ¢calismada over
kanseri hiicrelerinde BCL-2, BCL-XL, MCL-1, BCL-W protein seviyelerini belirleyerek, BCL-

XL’in 6ncelikli sagkalim roliinii tistlendigi saptanmislardir (211).
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Arastirmacilar BCL-XL selektif inhibitorii WEHI-539’un “’karboplatin’> beraber
kullanildiginda over kanseri hiicrelerinde sinerjistik proapoptotik etki gosterdigini kaspaz
aktivasyon testleri, Annexin V/PI boyamasi ve Poli (ADP-riboz) polimeraz (Poly (ADP-
ribose) polymerase, PARP) kirpilmasi1 yontemleri ile dogrulamislardir. Stamelos ve ark. ise
benzer bir yaklasimi dual BCL-2/BCL-XL inhibitérii olan ’ Navitoclax” kullanarak
degerlendirmis, Navitoclax kombine olarak uygulandiginda IGROV1 over kanseri
hiicrelerinde karboplatin ve paklitaksel kullanim1 proapoptotik etkileri arttirdigini
belirlemislerdir (212). BCL-2/BCL-XL/MCL1’i eszamanl olarak baskilayan bir pan BH3
mimetik olan IS21 ile PARP inhibitérii olaparib’in eszamanli uygulamasinin OVCARS
hiicrelerinde hiicre sagkalimini azalttig1 ve klonojenik ¢ogalma kapasitesini etkin bigimde
baskiladigini saptanmistir (213). BCL-XL ve MCL1’ in eszamanli olarak RNAi-temelli
baskilanmasinin SKOV3 ve IGROV1-R10 over kanseri hiicrelerinde diisiik doz cisplatin ile
indiiklenen hiicre 6liimii cevabini anlamli diizeyde arttirdig1 belirlenmistir (214). Dual BCL-
2/BCL-XL inhibitérii ABT-737’nin karboplatin ile eszamanli uygulamasmin IGROVI,
OVCARS ve OVCAR3 over kanseri hiicrelerinde sinerjistik olarak hiicre proliferasyonunu
baskiladigi bulunmus, bununla beraber IGROV1 hiicrelerinde karboplatin+tABT-737
muamelesinin apoptotik hiicre 6liimiinii indiikledigi kirpilmis PARP ve hiicre morfolojisi

analizleriyle gosterilmistir (215).
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2.6. Calismanin Amaci

Over kanserlerinde 5 yillik yasam siiresi %40-50 araligindadir ve bastan beri var olan ya
da sonradan kazanilmis kemoterapi direnci, over kanseri tedavisindeki bagarisizliklarda énemli
rol oynar. Kanser tedavilerinin (konvansiyonel kemoterapi, hedefleyici terapiler, radyoterapi,
immunoterapi, cerrahi) amaci tiimdr hiicrelerini etkili, secici ve miimkiinse tamamen elimine
etmektir. Siklikla tlimorler bu tedavilere yanit vermemekte ya da tedavi siirecinde direng ortaya
cikmakta, tiimor yenilenmekte, daha agresif hale gelir. Over kanseri agisindan molekiiler
diizeyde yapilacak calismalar yeni tedavi stratejilerine olanak saglamasi agisindan 6nemlidir.
Dolayisiyla over kanserinde ilag uygulanabilir yeni ila¢ hedeflerini belirlemek kritik 6neme
sahiptir.

Kanser siklikla DNA hasar tamir mekanizmasindaki bozukluklarin sonucu olugsmaktadir.
ATR, ATM birlikte en kritik DNA hasar1 kontrol ve tamir sistemlerinden birisini kontrol eder.
ATM ve ATR kinazlart insan hiicrelerinde DNA hasar cevabini kontrol eden O6nemli
diizenleyicilerdir (72). ATR hiicre sagkalimi i¢in gereklidir ve fare modellerinde ATR nin her
iki kopyasinin da inaktivasyonu embriyonik olarak yasamla bagdasmaz (83). Bir¢ok kanser
hiicresinde ATR normal hiicrelerle kiyaslandiginda daha da onemli roller oynar. Kanser
hiicrelerinde ATM’nin mutasyonlar neticesinde inaktive olmasi bu hiicreleri yine ATR
inhibisyonuna duyarli hale getirir. Birgok c¢aligmada p53’iin inaktive edici mutasyonlarinin
hiicreleri ATR inhibitorii ve genotoksik molekiil kombinasyonlarina duyarli hale getirdigi
ortaya konmustur (103, 217, 218). Tiim bu bulgular 6zellikle ATM ve/veya p53 yolaginda
blokaji olan kanser hiicrelerinde ATR inhibitorleri i¢in bir terapdtik pencerinin olabilecegine
isaret eder. VE-822 (VX-970) ve AZD6738 (ceralasertib) gibi ATR inhibitorleri 6zellikle p53-
ve/veya ATM-hasarli kanser tiplerinde in vitro ve in vivo aktivite gostermislerdir. Her iki ATR
inhibitorii de ozellikle genotoksik ajanlarla kombine olarak solid tiimorlerde ve hematolojik
kanserlerde faz I ve II ¢alismalarinda degerlendirilmektedir.

Bu bilgiler dogrultusunda arastirmanin temel amact; over kanseri hiicrelerinde uygun
molekiiller ile kombine edildiginde ATR inhibitorlerinin hiicre 6liimii indiikleyebilecegi ve daha
efektif bir kanser terapi araci olarak kullanim olanagi bulabilecegidir. Memeli hiicrelerinde
Golgi kompleksi, hiicresel homeostazin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan oldukga
dinamik bir organeldir. Kanser hiicrelerinde GK ile iliskili bircok proteinin gen ekspresyonu

seviyesinde onkojen veya tiimor baskilayici roller iistenebilecegi birgok ¢alismada gdsterilmistir
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(131, 136, 199). Kanser hiicrelerinde GOLM1 gibi Golgi proteinleri asir1 ifadelenir. Ancak
GK’nin ve GK stresinin kanser hiicrelerinde proliferasyon ve hiicre 6liimii iizerine etkisine dair
caligmalar halen ¢ok sinirhdir.

On ¢alismalarda 6ncelikli olarak CellTiter Glo yéntemini kullanarak SKOV3 over kanseri
hiicrelerinde ATR inhibitorii AZD6738 icin ECso degerini 48 saatlik inkiibasyonu takiben
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar ile SKOV3 over kanseri hiicrelerinin AZD6738 ECso
degerinin 0.45 mikromolar oldugu ortaya koyulmustur. Tez projesinin 6n ¢alismalarinda over
kanser hiicrelerinde ilk kez bir ATR inhibitorii ile kombine olarak hiicre 6liimii indiikleyecek
bir molekiiliin belirlenmesi i¢in silipervize-olmayan bi¢imde yiiksek-kapasiteli kii¢iik molekiil
kombinasyon taramasi yapilmistir. Sonug olarak elde edilen hit seleksiyonu isleminden sonra
GK stres indiikleyici Brefeldin A, AZD6738 ile kullanildiginda hiicre 6liimii indiikleme
potansiyeline sahip Oncelikli molekiil olarak tespit edilmis olup ve tez caligmasinda
kullanilmasina karar verilmistir. Tez proje caligsmasi over kanseri hiicrelerinde ATR inhibitorleri
ve GK stresinin eszamanli potansiyel terapotik kullanimini degerlendiren 6zgiin bir ¢alisma

niteligindedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu tarafindan
onaylanmis (Proje no: DA23/09) ve Baskent Universitesi Arastirma Fonunca desteklenmistir.

Calismalar in vitro deney sistemlerinde hiicre hatlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Tez
calismasinda tarama model hiicresi olan SKOV3 over kanseri hiicre hatti, IGROV1 over kanseri
hiicre hatt1 ve kontrol olarak insan over epitel hiicre (Human Ovarian Epithelial Cell, HOEC)
kullanilmistir. SKOV3 hiicre hattinda p53 ve ATM delesyon ve/veya mutasyonlaria bagl
olarak bu genlerin inaktivasyonu belirlenmistir. SKOV3 hiicre hatt1 genomuna benzer olarak

IGROV1 ikinci hiicre hatt1 ¢alisilmasi planlanmistir (https://depmap.org/portal/cell line/ACH-

000811 tab = mutation). p53 ve ATM delesyonu / mutasyonu ve ATR inhibitor duyarliliklar:

nedeniyle bu hiicre hatlar1 kullanilmasi planlanmistir. Calisma plani sekil 1’de  6zetlenmistir.

Calisma Plam

1.Hiicre Kiiltiirii: HOEC ve SKOV3 ile IGROV1 Over Kanseri Hiicreleri

| Kontrol hiicreleri | | (+) AZD6738 niicreler | | (+) Brefeldin A hiicreler | [ (+) AZD6738 (+) Brefeldin A |

| 2. BCL-2 ailesi seviyeleri ‘ i 3. Apoptotik Hiicre Oliimii Analizi I | 4. 3D Onkosferoid Kiiltiir ]
I Total Protein immunblot I 0-4-8-16-24-48 saat 3D Algimatix SPhem'd
Annexin V/PI- Akis Sitometrisi AlamarBlue testi

A 4

Kaspaz-3 ve -9 Aktivasyon Testi . . -

mRNA RT-PCR Luminesan Golgi Kompleksi Stresi
| Sitokrom ¢ Salimimi Immunblot | ’

- X GM 130 Immiinfloresan
I BAX/BAK aktivasyonu Immunoblot | Gériintiileme

Sekil 10. Calisma Plan1
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3.1. Calismada Kullamlan Kimyasal Malzeme ve Soliisyonlar

3.1.1. Calismada kullanilan cihazlar

e Biyogiivenlik Kabini Thermo Scientific / HeraSafe KS

e CO,inkiibatorii New Brunswick / Galaxy 170S Eppendorf

e  Likit Aspirasyon Sistemi- L Integra

e  Otomatik Pipetler (0.5-10 pl- 2-20 pl- 20-200 pl/ 100-1000 pl) Eppendorf
e  Santriflij Sogutmasiz Eppendorf/ 5702

e  Santrifiij Sogutmali Eppendorf / 5424R

e  Santrifiij Spin- Minispinplus Eppendorf

e NanoDrop 1 Spektrofotometre cihazi

e  Thermo Block -Eppendorf

e Dijital Mikroskop (Floid Cell Imaging Station) -Life Technologies
e Inverted Mikroskop- Leica / DMI1

e (alkalayici -Bnech Rocker 2D

e Karistiric1 -Benchmak Scientific / BR2000

e Su Banyosu -Bio-rad

e FACSCanto II akis sitometrisinde

e LightCycler 480 II -Roche

e iMark Microplate Reader-Biorad

e  Elektroforez- Biorad

e Blot Goriintiileme Cihazi -C-Digit, Licor

e Vortex-Thermoline

e Hassas Terazi -440/45N Kern
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3.1.2. Cahismada kullanilan malzemeler

3.1.2.1. Hiicre kiiltiirii

e Brefeldin A #9972 Cell Signaling Catalog no. Life Techologies Catalog No.B7450

e Ceralasertib (AZD6738) Selleckchem Catalog No. S7693 Batch: S769305

e RPMI1640 Medium (1X) (REF 21875-034, 500 ml, Gibco)

e PBS (Phosphate Buffered Saline) ph 7.4 (1X) (REF 10010-015, 500ml, Gibco)

e FBS, Qualified, HI (Fetal Bovine Serum, Heat Inactivated, REF 10500-064, 500 ml,
Gibco,)

e  Pen/Strep (Penicillium Streptomycin, REF 15140-122, 100 ml Gibco,)

e 0.25% Tripsin-EDTA (1X) (REF 25200-056, 100 ml, Gibco)

3.1.2.2. Immunblot analiz

e Coomasie Brillant Blue

e PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

e Sample Buffer (Sigma)

e Running Buffer

e Transfer Buffer

e Temed

¢ Bis-Acrylamid

e Tween 20

e Siittozu (Par)

e  Whatman Chromatography Paper (Cat no: 3030-392)

e PVDF membran (Millipore)

e Pierce ™ ECL Western Blotting Substrate (thermo scientific)

e  Primer Antikorlar (PUMA, BCL-2 (#2872), BCL-XL (#2762), BAX (#2774), BAK
(#3814), MCL-1, BIM, NOXA (#14766) ve ACTIN (#8457) (Cell Signalling))

e Sekonder Antikor (Mouse /Rabbit)
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3.1.2.3. RT-qPCR analiz

e Gergek Zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (real time quantitative
polymerase chain reaction, RT-qPCR) Roche Firmasinin Light Cycler 480 II cihaz1
kullanilmistir.

e RNEASY Mini Kit (50 Test) Qiagen ATQ Katalog no:74104

¢ QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit 204143 (Qiagen)

e LightCycler 480 II 96 Well Plate

e QuantiTect primer assay ATQ Qiagen RTqPCR BCL-2 NM_000633 Katalog no:
249900 GeneGlobe ID- QT00025011

e QuantiTect primer assay ATQ Qiagen RTqPCR BCL XL NM 001191 Katalog no:
249900 GeneGlobe ID- QT00236712

e QuantiTect primer assay ATQ Qiagen RTqPCR MCL1 NM 001197320 Katalog
no: 249900 GeneGlobe ID- QT00094122

e QuantiTect primer assay ATQ Qiagen RTqPCR PUMA NM 001127240 Katalog
no: 249900 GeneGlobe ID- QT00082859

e QuantiTect primer assay ATQ Qiagen RTqPCR BIM NM 001204108 Katalog no:
249900 GeneGlobe ID- QT00050344

e QuantiTect primer assay ATQ Qiagen RTqPCR NOXA NM 021127 Katalog no:
249900 GeneGlobe ID- QT01006138

e QuantiTect primer assay ATQ Qiagen RTqPCR BMF NM 033503 Katalog no:
249900 GeneGlobe ID- QT00049315

e QuantiTect primer assay ATQ Qiagen RTqPCR BIK NM 001197 Katalog no:
249900 GeneGlobe ID- QT00070777

e QuantiTect primer assay ATQ Qiagen RTqPCR BAX NM 004324 Katalog no:
249900 GeneGlobe ID- QT00031192

e QuantiTect primer assay ATQ Qiagen RTqPCR BAK NM 001188 Katalog no:
249900 GeneGlobe ID- QT00228508

e QuantiTect primer assay ATQ Qiagen RTqPCR GAPDH NM 002046 Katalog no:
249900 GeneGlobe ID- QT00040894
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3.1.2.3. Apoptotik hiicre oliim analizi

e Apoptotik hiicre 6liimii analizi Annexin V/PI (BD Pharmingen FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit I) kiti kullanilak, FACSCanto II akis sitometrisi cihazi
kullanilmistir.

e Kaspaz-3 (Caspase-Glo 3/7 Assay, Promega) ve kaspaz 9 (Caspase-Glo 9 assay,
Promega) Kitleri PARP (#9532, Cell Signaling), Cleaved PARP (Asp214) (#5625,
Cell Signaling), Cleaved Caspase-3 (Aspl75) (#9661, Cell Signaling), Cleaved
Caspase-9 (Asp315) (#9505, Cell Signaling

e Sitokrom C (#4272, Cell Signaling) Antikor- COXIV (#4844, Cell Signaling)
Antikor

e BAX (6A7, BD Pharmingen) ve BAK (NT) (Ab-2, Millipore) antikorlari- 1/1000
BAX (D2E11)- BAK (D4E4) primer antikorlari- Dynabead protein G - 1/2000

tavsan sekonder HRP antikoru

3.1.2.4. 3D Algimatrix tiimor sferoid kiiltiirleri

o AlgiMatrix 3D Culture System (Gibco)

o CellTiter-Glo 3D Cell Viability Assay testi

J Hoechst 33342 Boya

o PARP (#9532, Cell Signaling), Cleaved PARP (Asp214) (#5625, Cell Signaling),
Cleaved Caspase-3 (Asp175) (#9661, Cell Signaling), Cleaved Caspase-9 (Asp315)
(#9505, Cell Signaling)

3.1.2.5. Golgi stresi analizi

e GMI130 Alexa Fluor 488 antikoru (1/300, BD Biosciences, Cat n0:560257)

e Phospho-Histone H2AX (S139) (#9718, Cell Signaling, Cat no: 539865-B2)

e Axiocam 503 mono, Zeiss Mikroskop

e (Calismalarda kullanilan tiim pipet uclar filtreli ve steril kullanilmigtir. 0.2 ml, 1.5

ml, 15 ml ve 50 ml‘lik falcon deney tiiplerinin hepsi steril olarak kullanilmistir.
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3.2. Arastirma Plani ve Yontemler

3.2.1. Arastirma On Cahsma

On ¢aligmalar da ncelikli olarak CellTiter Glo yéntemini kullanilmis olup, SKOV3 ve
IGROV1 over kanseri hiicrelerinde ve normal over epitel hiicrelerinde ATR inhibitorii
AZD6738 icin ECso degeri 48 saatlik inkiibasyonu takiben belirlenmistir. Veriler 3 teknik tekrar
olarak ol¢iilmiis ve GraphPad Prism programinda non lineer regresyon analizi kullanilarak ECso
degerleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar, SKOV3 over kanseri hiicrelerinin AZD6738
ECso degerinin 0.45 mikromolar, IGROV1 i¢in 0.56 mikromolar oldugunu ortaya koymustur
(Sekil 11). Eszamanli olarak kullanilan normal over epitel hiicreleri (HOEC) i¢in ECso degeri
10 mikromolar’in iizerinde bulunmustur. AZD6738’in SKOV3 ve IGROVI1 over kanseri

hiicreleri i¢in bir terapotik penceresinin var oldugu dogrulanmistir.

150 =
T s | Hebat  AZDETSECi (M) |

5 SKOV3
= SKOV3 0.45
Z 100 IGROVA1
8 IGROV1 0.56
o
S HOEC 10.07
= 50 +
X

6 -4 -2 0 2 4

AZDB738 uM (log)

Sekil 11. SKOV3, IGROV1 ve HOEC hiicrelerinin AZD6738 i¢in ECso degerleri.

CellTiter Glo ATP seviyesini Ol¢en lusiferaz-temelli bir hiicre sagkalim degerlendirme
yontemidir, direkt olarak hiicrelere uygulanarak Ol¢iim alinmaktadir. Ancak CellTiter Glo
hiicrelerin canliligindaki azalmanin hiicre 6liimiine mi bagli yoksa anti-proliferatif/hiicre
dongiisti blokajina m1 bagh oldugunu ayirt edememektedir. Dolayisi ile SKOV3 hiicrelerinde
hiicre 6liimii cevabin1 48 saatlik AZD6738 uygulamasi sonucunda Annexin V/PI boyamasi ve
akis sitometrisi ile degerlendirildiginde CellTiter Glo ile goriilen etkinin hiicre 6liimiine degil
hiicre proliferasyonunda baskilanmaya bagli oldugunu tespit edilmistir (Sekil 12). Bu deneyde
etoposide, paclitaxel ve carboplatin SKOV3 hiicrelerinde hiicre 6liimii i¢in pozitif kontrol
olarak kullanilmistir (***p<0.001, kontrol (3.9) vs. “’etoposide’’ (63.2), kontrol (3.9) vs.
“paclitaxel’’ (47.7), kontrol (3.9) vs. “’carboplatin’’ (51.9) Student’s #-test)
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Sekil 12. SKOV3 hiicrelerinin AZD6738, Brefeldin A, AZD6738/Brefeldin A kombinasyonu

ve diger kemoterapi ilaglarina apoptotik yaniti.

Bu sonuglar ATR inhibitorlerinin over kanseri hiicrelerinde ve diger kanser hiicre
tiplerinde gosterdigi anti-proliferatif/hiicre dongiisii baskilayici etkisini dogrulamistir. Bu
bulgularin dogrultusunda yiiksek-kapasiteli kiiciik molekiil kiitliphane tarama sisteminde,
SKOV3 hiicrelerinde hiicre 6liimii cevabini direkt olarak dlgebilen NUCLEAR-ID Red/Green
hiicre canlilig1 floresan deney sistemi kullanilmaya karar verilmistir. Tarama ydntemi ve model
hiicre belirledikten sonra Selleck Natural Product Library L1400 (2054 ayri molekiilden
miitesekkil) kiitiiphanesi kullanilarak tarama gerceklestirilmistir (219).

96-kuyucuklu plakalarda (10* hiicre/kuyucuk) RPMI1640 igerisinde biiyiitiilen SKOV3
hiicreleri robotik transfer sistemi (Beckman Biomek FX) kullanilarak 0.1 uM tarama molekiilii
(eszamanli olarak her 96 kuyucuk molekiil uygulamasi i¢in 4 bagimsiz kuyucukta negatif
kontrol %0.01 DMSO) ile 0.45 mikromolar AZD6738 uygulamasina maruz birakilmigtir. Hiicre
oliimii cevabi NUCLEAR-ID testi ile SpectraMax Gemini XPS floresan mikroplaka okuyucu
sisteminde degerlendirilmistir. NUCLEAR-ID Red/Green hiicre canliligi testi iki-renkli
floresan prob kullanilan ve hiicre membran biitiinliigiinii degerlendiren bir testtir. Green prob’
un hiicre Oliimiinii takiben biitlinliigiinii kaybeden membrandan ge¢ip niikleik asitlere

baglanmasi ve floresan 1s1mast (ex/em: 503 nm/524 nm) testin ana prensibini olusturmaktadir.
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Hiicre canlilig1 % negatif kontrol kuyucuklarina gére normalize edilmis floresan 1s1ma degerleri
X %100 formiilii ile hesaplanmistir. Ham data eldesinden sonra her bir tarama molekiilii ve
AZD6738 kombinasyonu hesaplanmistir. Ham data eldesinden sonra her bir tarama molekiilii
ve AZD6738 kombinasyonu i¢in duyarlilik indeksi degeri (sensitizing index value; SI) asagidaki
formiile gore hesaplanmistir (219).

SI degeri: beklenen total hiicre canlilig1 etkisi-gdzlemlenen kombinasyon etkisi

Beklenen total hiicre hiicre canlilig1 etkisi=(Rc/Cc*Cd/Cc),

Re/Ce: tarama molekiiliiniin negatif kontrol DMSO ile karsilastirildiginda hiicre canliligi
tizerine etkisi

Cd/Cec: AZD6738’in negatif kontrol DMSO ile karsilagtirildiginda hiicre canlilig izerine
etkisi

Gozlemlenen kombinasyon etkisi: Rd/Cc

Rd/Ce: tarama molekiiliiniin AZD6738 ile kombine uygulamasinin negatif kontrol
DMSO ile karsilastirildiginda hiicre canliligi lizerine etkisi.

z-skorlar ise;

hedef siRNA SI degeri-plakadaki tiim siRNA duplekslerinin ortalama SI degeri

z-skor=

plakadaki tiim siRNA duplekslerinin standart sapmasi

formiilii ile hesaplanmistir. Deneyler {i¢ biyolojik tekrar ile gerceklestirilmistir. Z-skoru
>3 ve SI degeri 20.15 olan tarama hit’ leri anlamli pozitif olarak degerlendirilmistir. Tarama

stratejisi Sekil 13°te 6zetlenmistir.

Small molecule
library

o
=
=

@

AZD6738

7 = = =
- MEE
m / - AZDSTSS pls Beefdin A
AZD6738-treated cells . . .
SKOV3 cells

NUCLEAR-D
Red/Green Cell Viability
Assay

Analysis and hit
selection

Sekil 13. Kii¢iik molekiil tarama stratejisi
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Sonug olarak elde edilen hit seleksiyonu isleminden sonra Golgi stres indiikleyici
Brefeldin A AZD6738 ile kullanildiginda hiicre 6liimii indiikleme potansiyeline sahip dncelikli
molekiil olarak tespit edilmis olup bundan sonraki ¢aligmalarda kullanilmasina karar verilmistir

(Sekil 14).

08 Brefeldin A

Sl degeri

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Molekdiller

Sekil 14. Ornek tarama sonucunda Brefeldin A &ncelikli molekiiler hit olarak belirlenmesi

3.2.2. Hiicre kiiltiirii
Tez calismasinda SKOV3 ile IGROV1 over kanseri hiicre hatlar1 ve kontrol olarak insan
over epitel hiicresi (HOEC) kullanilmistir. Hiicreler Dana-Farber Kanser Enstitiisiinden Prof.

Dr. Anthony Letai’ nin laboratuvarindan (https://www.dfhcc.harvard.edu/insider/member-

detail/member/anthony-g-letai-md-phd/) temin edilmistir. Over kanseri hiicreleri deney

planinda gereken formattaki hiicre kiiltiirii flasklarinda RPMI1640, %10 *’Fetal Bovine Serum’’
(FBS) ve *’Penisillin/Streptomisin’’ kullanilarak 37°C, %S5 karbondioksit ortaminda

bliylitiilmistiir. Hiicrelerin ilk pasaj s1ivi nitrojen stoklari calisma i¢in yeterli bicimde yapilmistir.

3.2.2.1. Hiicrelerin cozdiiriilmesi

“Freezing Medium’’ ile dondurulmus olan cryovialler -80°C dolabindan cikarilarak,
37°C su banyosunda 1-2 dakika bekletilmistir. Steril 15 ml Falcon tiipiine 4 ml RPMI1640 tam
medyum eklenip, cryovial igerisindeki hiicrelere yavasega pipetaj yapilarak 15 ml’lik falcon tiipe
aktartlmistir. 15 ml’lik falcon tiip 3600 rpm’de 2 dakika santrifiij sonrasi iistte kalan siipernatant

aspirasyon sistemi ile alinarak atilmistir. Tipiin dip kisminda kalan pellet {izerine 2 ml
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RPMI1640 eklenerek yavasca pipetaj sonrasi, 75’°1ik flask igerisine ekim yapilmistir. 75°1ik flask
hiicrelerin ekimi yapilmadan 6énce 14 ml RPMI eklenmis olup, 2 ml hiicrelerin ekimiyle toplam
16 ml olarak tamamlanmistir. Inverted mikroskop (Leica / DMI1 10X biiyiitme) ile hiicreler
gozlenerek 37°C, %5 CO2 inkiibatoriine yerlestirilmistir.

3.2.2.2. Hiicrelerin pasajlanmasi

SKOV3, IGROV1 ve HOEC hiicrelerinin ¢ogaltilmast i¢in inaktive edilmis %10 Fetal
Bovine Serum ve Penisillin/Streptomisin eklenmesiyle hazirlanan RPMI1640 kullanilmistir.
37°C, %5’lik CO» inkiibatdrde haftada 2 kere medyum degistirilmesiyle 75°lik flasklarda
biiyiitiilmeleri saglanmistir. Flasklar inverted mikroskop ile giinliik olarak takip edilerek; hiicre
canliligi, ¢ogalma ve kontaminasyon riski acisindan degerlendirilmistir. Hiicreler ekilmis
olduklan flasklar1 kapladiklarinda (%90 konfluensiye ulastiktan sonra) %0.25 Tripsin-EDTA
ile pasajlanmislardir. Pasajlama sonrasi yeterli sayiya ulastiklarinda ilag uygulamasi igin 1 adet

75’ lik flask’ tan 4 adet 100 mm’ lik dish olacak sekilde ekim yapilmustir.

3.2.2.3. Hiicrelere ila¢ uygulanmasi

SKOV3, IGROV1 ve HOEC hiicreleri i¢in CellTiter Glo yontemi ile AZD6738 ECso
degerleri sirasiyla 0.45, 0.56 ve 10.07 olarak belirlenmistir. 100 mm’lik dishlere alinan bu
hiicreler i¢in uygulanacak ila¢ miktar1 hesaplanmistir. Hiicrelere sadece BFA, sadece AZD6738
ve kombine BFA+AZD6738 ilag uygulamalar1 yapilarak; zamana bagimli olacak sekilde
0.,4.8.,16.,24. ve 48. saatlerde total protein izolasyonu yapilmis olup, immunblot
degerlendirilmesi i¢in -80°C dolapta muhataza edilmislerdir.

Hiicre Hatlar1 i¢in her bir 10 ml medium i¢eren dish i¢in 10 milimolar stoktan hazirlanacak
AZD6738 hesaplamast,

10 milimolar stok AZD6738 1/10 DMSO ile yapilmistir.

10 mM x ila¢ dozu = 10 ml x 0,45 uM (SKOV3)

Her bir 100 mm’lik dish i¢in 4,5 pl AZD6738 uygulanmistir.

10 mM x ila¢ dozu = 10 ml x 0,56 uM (IGROV1)

Her bir 100 mm’lik dish i¢in 5,6 pl AZD6738 uygulanmisti

Hiicre Hatlar1 i¢in her bir 10 ml medium i¢eren dish i¢in 40 milimolar stoktan hazirlanacak

BFA hesaplamast;
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40 milimolar stok BFA 1/100 DMSO ile yapilmistir.
0,40 mM x ila¢ dozu =10 ml x 100 nM
Her bir 100 mm’ lik dish i¢in 2,5 pl BFA uygulanmaistir.

3.2.2.4. Hiicrelerden total protein izolasyonu

100 mm’lik dishlere ekilmis olan hiicrelere zamana bagimli ilag uygulamalar1 yapildiktan
sonra, 4 adet 100 mm’lik dishten 1 adet 1,5 ml eppendorf tiipe aktarilacak sekilde protein
izolasyonu planlanmustir. 4 adet 100 mm’lik dishlerdeki hiicrelerin RPMI’lar1 suction pipet ile
cekilerek, hiicrelerin 3ml +4°C PBS ile yikamas1 yapilmistir. Hiicrelerin bulundugu dishe 1 ml
+4°C PBS eklenerek kaziyici (scraper) ile hiicreler dishlerden toplanmis olup, 1,5 ml eppendorf
tiipe aktarilmistir. Eppendorf Minispinplus Santrifiij 13400 rpm de santrifiijleme islemi sonrasi
iistte kalan siipernatant vacutener ile alinarak atilmistir. Tiiplin dip kisminda kalan pellet
miktarma gore 1/3 olacak oranda 1% CHAPS buffer (50 pl pellet + 150 pl Chaps buffer)
eklenerek homojen pipetaj yapilmistir. Eppendorf sogutmali santrifiijde +4°C 20 dakika
bekleme sonrasinda, 13400 rpm 10 dakika santrifiijleme islemi yapilmis olup, siipernatant 1,5
ml eppendorf tiipe aktarilarak total protein izolasyonu tamamlanmistir. Ornekler immunblot

degerlendirilmesi i¢in -80°C dolapta muhataza edilmislerdir.

3.2.3. immunblot analiz

3.2.3.1. Bradford yontemi

Bradford yontemi, total protein izolasyonu yapilan 6rneklerin SDS PAGE elektroforez
islemi Oncesinde protein konsantrasyonunu belirlemek, jelin kuyucuklarinda bulunan protein
miktarin1 homojenize etmek ve proteinlerin nicellestirilmesi i¢in kullanilan bir yontemdir.
Bradford yonteminde, proteinlere baglanabilen ve 465-595 nm dalga boyunda renk degisimine
sebep olan ‘Coomasie Brillant Blue’ boyas1 kullanilmaktadir.

Zamana bagli ila¢ uygulamasi sonrasi total protein izolasyonu yapilan 6rnekler +4°C’ de
beklemesi kosuluyla, her bir 1.5 ml eppendorf tiip igerisine; 2 ul protein + 498 pl Bradford
reaktifi ve 1 tiipe de blank okuma icin sadece Bradford reaktifi hazirlanmistir. Orneklerden
96’lik plate 300 pl konularak, Biorad iMark Microplate Okuyucu cihazinda 595 nm dalga

boyunda okuma yaptirilmistir. Sonuglar blank okuma ile normalize edilmistir.
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Bradford Yontemi Excel Hesaplama Tablosunda, 2 pl’deki protein miktari cihaz sonuglari
dogrultunda hesaplanmistir. Orneklerin 2 pl’deki protein miktar1 hesaplamasi yapildiktan sonra,
SDS-PAGE Elektroforez calismasi i¢cin 20 pg standart alinarak, her bir kuyucuk i¢in protein

miktar1 pl olarak hesaplanmistir.

3.2.3.2. Iimmunblot yéntemi

Immunblot yéntemi; Proteinlerin Membrana Aktarimi, Bloklama, Primer Antikor
Uygulamasi, Sekonder Antikor Uygulamasi ve ECL goriintileme olarak bes asamadan
olusmaktadir. Immunblot ¢alismalari igin PUMA, BCL-2, BCL-XL, BAX, BAK, MCL-1, BIM,
NOXA ve Actin antikorlar1 Cell Signalling firmasindan siparis edilmistir. Membranlardaki
protein sinyalleri Luminata Crescendo Western HRP kiti ve C-DiGit Blot Scanner (LI-COR
Biosciences, Bad Homburg, Germany) kullanilarak kemiluminesan modunda tespit edilmistir

Bradford yontemi ile belirlenen protein miktar1 pul + 4 pl sample buffer karigiminin,
95°C’de 1 dakika denatiirasyonu yapilmistir. SDS-PAGE yonteminde tankin icine jel miktar
kadar running buffer eklenerek; ilk kuyucuk PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, diger
kuyucuklara , protein+sample buffer olacak sekilde kuyucuklara protein yiiklemesi yapilmistir.
Elektororez 170V 40 dakika olarak yiiriitiilmiis olup, protein Orneklerinin seperating gel ve
stacking gel kisimlarindan ayrilmasi saglanmistir. Jelin membrana aktarimi asamasinda; jel,
Whatmann kagidi ve PVDF membran arasina yerlestirilerek, tank igerisine konulmus olup,
transfer buffer eklenmistir. Elektroforez 240 MA 90 dakika olarak yiiriitilmis olup, protein
orneklerinin jelden membrana aktarimi yapilmistir. Membrana aktarilan proteinler, uygulanacak
olan antikorlarla aralarindaki nonspesifik baglanmalar1 en aza indirgemek i¢in 2 saat boyunca
calkalayict iizerinde ve yagsiz siittozunda blokaj islemine tabi tutulmustur. Blokaj islemi
sonrasinda 3X5 dakika olacak sekilde PBS-Tween 20 karisiminda yikama yapilmigtir. Primer
antikor 1/1000 sulandirma (dilusyon) oraninda +4°C 16 saat, sekonder antikor 1/2000 dilusyon
oraninda +4°C 16 saat ¢alkalayici iizerinde igleme tabi tutulmustur. Membran protein sinyalleri
ECL Gériintiileme kiti kullanilarak C Digit Blot Scanner cihazinda kemiluminesan yontemiyle

tespit edilmistir.
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3.2.4. RT-qPCR analiz

3.2.4.1. Hiicre kiiltiirii materyalinden total RNA izolasyonu

SKOV3 ve IGROVI hiicreleri 100 mm’lik hiicre kiiltlirii kaplarinda biiyiitiilmiistiir.
Hiicreler 0-4-8-16-24-48 saat araliklarinda AZD6738, Brefeldin A veya AZD6738+Brefeldin A
ile muamele edilmistir. mRNA diizeyinde gen ekspresyon seviyelerini qRT-PCR ile
degerlendirmek iizere RNA RNeasy mini kit ile iki deney seti olacak sekilde RNA izole
edilmistir.

Total RNA izolasyonu i¢in agagidaki protokol takip edilerek yapilmaistir;

1. 100 mm’lik dishlerde inkiibe edilen hiicrelerden mediumu aspire edildikten sonra,
hiicreler 2 kere 3 ml +4°C PBS ile yikanip, uzaklagtirilmistir. Hiicrelere 1 ml +4°C
PBS eklenip, hiicreler kaziyici (scraper) ile kazinarak toplanip, pipetleme yapilarak
1,5 mI’lik steril eppendorf tiiplerine aktarilmistir. 1 dakika 13500 rpm de santrifij
yapilip, siipernatant atilmigtir.

2. 1,5 ml’ lik steril eppendorf tiiplerin dip kisminda kalan pelletin iizerine 350 pl
Buffer RLT eklenip, pipetaj yapilarak pellet homojen hale getirilmistir. Uzerine 350
ul %70’lik etil alkol eklenip, pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir. Toplam
700 pl’lik karigim 2 ml’lik toplama tiipiine takilan kolona aktarilmistir. 15 saniye
13500 rpm’de santifiij yapilmistir. Toplama tiipiinde biriken sivi lizat
uzaklastirilmigtir.

3. 700 ul RW1 Buffer eklenip, 15 saniye 13500 rpm’de santifiij yapilmistir. Toplama
tiipiinde biriken siv1 lizat uzaklastirilmistir.

4. 500 pl RPE Buffer eklenip, 15 saniye 13500 rpm’de santifiij yapilmistir. Toplama
tiipiinde biriken siv1 lizat uzaklastirilmistir.

5. 500 pl RPE Buffer eklenip, 15 saniye 13500 rpm’de santifiij yapilmistir. Toplama
tiipiinde biriken siv1 lizat uzaklastirilmistir.

6. Kolon yeni 2 ml’lik toplama tlipline yerlestirilerek 1 dakika maksimum hizda
santrifiij yapilmustir.

7. Kolon 1,5 mI’lik toplama tiipiine alinarak, 50 ul RNAase-free su eklenip, 1 dakika
13500 rpm’ de santrifiij yapilmistir. izole edilen total RNA, miktarmin &lgiimii ve
RT-qPCR analizi igin -80°C dolapta muhafaza edilmislerdir.
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3.2.4.2. RNA safligimin ve miktarinin tayini

Izole edilen RNA’larin safliginin kontrolii 260/280 nm‘deki absorbans oram ile
saptanmigtir. Spektrofotometre cihazi olarak NanoDrop 1000 Data Viewer yazilim programi
kullanilmistir. DNA ve protein kontaminasyonu tagimayan, iyi kalitede izole edilmis RNA’ da
beklenilen 260/280 nm absorbans orani 1,8-2,1¢dir. Izole edilen RNA’dan 2pl alinarak,
nanodrop cihazinda 260/280 nm absorbans 6l¢iimii yapilmistir. Olgiim sonras: elde edilen

veriler ile RT-PCR analizi icin RNA miktarlar1 hesaplanmaistir.

3.2.4.3. izole edilen RNA’larin RT-PCR analizi

SKOV3 ve IGROV1 hiicrelerinden izole edilen RNA ornekleri kullanilarak BCL-2
ailesinin tamaminin mRNA seviyelerindeki degisimlerin takibi i¢in RT-qPCR c¢alismasi
yapilmistir. QuantiTect Primer Assay, Qiagen, BCL-2, BCL-XL, MCL-1, BAX, BAK, NOXA,
PUMA, BIM, BIK, BMF ve GAPDH primerleri kullanilmistir. QuantiTect SYBR Green RT-
PCR Kit, Qiagen kullanilarak mRNA seviyesindeki degisimler tespit edilmistir. Calisma, steril
PCR tiipleri kullanilarak buz iizerinde ¢aligilmistir. Her tiip i¢in template RNA -primer karigimi

asagidaki tabloda verilen miktarlara gore hazirlanmistir (Tablo 1).

Tablo 1. RT-gPCR Calisma Dongiisii

Icerik Hacim Son Konsantrasyon
QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master
. 25 ul Ix
Miks
Primer Sul 0.5 uM
QuantiTect RT Miks 0,5 ul 0.5 uM
Kalip RNA Degisken | 500 ng/reaksiyon
) Son hacim 50 pl olacak sekilde
RNaz-serbest su Degisken
ayarlanir
Toplam Reaksiyon Hacim 50 ul

QuantiTect Probe RT-PCR Handbook, Protocol: Real-Time One-Step RT-PCR Using Applied Biosystems®
Cyclers and Other Cyclers
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LightCycler 480 II Roche cihazinda 50 °C‘de 30 dakika reverse transkripsiyon , 95 °C‘de
15 dakika PCR baglama aktivasyon basamagi sonrast 94 °C‘de 15 saniye denatiirasyon , 50-
60°C* de 30 saniye, 72°C* de 30 saniye 35-45 dongii yapilmis olup, PCR 72 °C* de bitirilmistir.

3.2.5. Apoptotik hiicre 6liim analizi

3.2.5.1.Annexin V/PI testi

SKOV3, IGROV1 ve HOEC hiicreleri 6-kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinda
biiytitiilmiistiir. Hiicreler 0-4-8-16-24-48 saat araliklarinda AZD6738, Brefeldin A veya
AZD6738+Brefeldin A ile muamele edilmistir. Apoptotik hiicre 6liimii analizi Annexin V/PI
(BD Pharmingen FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I) kiti kullanilak, FACSCanto II
akis sitometrisinde 1 biyolojik tekrar, 3 teknik tekrar olarak gerceklestirilmistir.

3.2.5.2. Kaspaz -3 ve -9 aktivasyon testi

SKOV3,IGROV1 ve HOEC hiicreleri luminometrik kaspaz3 ve kaspaz 9 aktivasyonlarini
degerlendirmek i¢in 96-kuyucuklu beyaz opak hiicre kiiltiirii plakalarinda biiyiitiilmiistiir.
Hiicreler 0-4-8-16-24-48 saat araliklarinda AZD6738, Brefeldin A veya AZD6738+Brefeldin A
ile muamele edilmistir. Hiicreler santrifiij ile toplanarak, PBS ile yikanmistir. Hiicreler snap
frozen edilerek kuru buza alimmistir. NYU Langone’da kaspaz-3 ve kaspaz-9 analizi aktivasyon
analizi yapilmak {izere kargolanmistir (FedEx No:780766207925) The Pirbright Institute,
Ashroad Pirbright Woking, GU24 ONI UK +44(0)1483232441). Kaspaz-3 (Caspase-Glo 3/7
Assay, Promega) ve kaspaz-9 (Caspase-Glo 9 assay, Promega) aktivasyon deneyleri 1 biyolojik
tekrar, 3 teknik tekrar olarak gerceklestirilmistir. Sonuglar GraphPad yazilimi ile analiz

edilmisgtir.

3.2.5.3. Sitokrom c salinim testi

SKOV3 ve IGROVT hiicreleri 100 mm hiicre kiiltiirii kaplari igerisinde biiyiitiilmiistiir. 48
saat boyunca AZD6738, Brefeldin A veya AZD6738+Brefeldin A ile muamele edildikten sonra
sitoplazmaya sitokrom c salimimini analiz etmek i¢in sitoplazmik ve mitokondriyal hiicre
fraksiyonlar1 ayristirilmistir. Sitoplazmik ve mitokondriyal fraksiyonlarda sitokrom c ve

COXIV seviyeleri immunblot ile tespit edilmistir. Membranlardaki protein sinyalleri Luminata
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Crescendo Western HRP kiti ve C-DiGit Blot Scanner (LI-COR Biosciences, Bad Homburg,

Germany) kullanilarak kemiluminesan modunda tespit edilmistir.

3.2.5.4. BAX/BAK aktivasyon testi

SKOV3 ve IGROVI1 hiicreleri 36 saat siiresince AZD6738, Brefeldin A veya
AZD6738+Brefeldin A ile muamele edilmistir. BAX ve BAK aktivasyonlarini
immiinopresipitasyon ile degerlendirmek {iizere total protein %1 CHAPS tamponu ile izole
edilmistir. Bradford yontemi ile protein konsantrasyonlarinin belirlenmesinin takiben her bir
ornek i¢in 1.2 mg total protein 5 mikrogram BAX (6A7) ve BAK (NT) antikorlar1 ile +4°C’de
16 saat immiinopresipitasyona tabi tutulmustur. Sonrasinda immiinopresipitatlar %10°luk SDS-
PAGE ile ayrilmig, PVDF membrana geg¢irilmistir. Membranlar 5% yagsiz siit tozu tamponunda
oda sicakliginda 2 saat bloklanmis, +4°C’de 16 saat 1/1000 BAX (D2E11) ve BAK (D4E4)
antikorlart ve 16 saat 1/2000 tavsan sekonder HRP antikoru ile muamele edilmistir.
Membranlardaki protein sinyalleri Luminata Crescendo Western HRP kiti ve C-DiGit Blot
Scanner (LI-COR Biosciences, Bad Homburg, Germany) kullanilarak kemiluminesan modunda

tespit edilmistir.

3.2.6. 3D Algimatrix sferoid kiiltiirleri

SKOV3 ve IGROV1 over kanseri hiicre hatlar1 kullanilarak 3-boyutlu onkosferoid
kiiltiirleri 3D Algimatrix sisteminde olusturulmustur. Hiicreler Algimatrix 3D biiyiitme
sistemine aktarilarak, sferoidlerin biiyiimesi sirasinda her 24 saatte bir tekrardan biiylime
medyumu yenilenmistir. Sferoidler yaklagik 12 ila 16 giin igerisinde morfolojik olarak
biiytimelerini tamamlandiktan sonra AZD6738, Brefeldin A veya AZD6738/Brefeldin A ile 48
saat boyunca muamele edilmistir ve hiicre 6liimii cevabi CellTiter-Glo 3D Cell Viability Assay
testi ile takip edilmistir. Molekiil uygulamalarindan 6nce Algimatrix 3D platformunda
biiyiitiilen tiimor sferoidleri Hoechst 33342 ile boyanmus, sferoid morfolojileri EvosFloid dijital
mikroskopi sistemi ile goriintiilenmistir. Eszamanli olarak kontrol ve muamele gormiis
onkosferoidler Algimatrix ags1 yapisindan (skafoldundan) Algimatrix ¢oziindlirme/ayrigtirma
soliisyonu kullanilarak izole edilmistir. Ornekler apoptotik hiicre dliimiinii takip etmek igin
aktif/kesilmis kaspaz-3, aktif/kesilmis kaspaz-9 ve kesilmis PARP immiinoblot analizlerinde

kullanilmak tizere %1 CHAPS tamponu kullanilarak protein izole edilmistir. Total protein
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miktar1 Bradford yontemi ile kantifiye edildikten sonra SDS-PAGE ile ayrilarak, PVDF
membrana gegirilerek ve immunoblot yontemi ile primer (kesilmis PARP, kesilmis kaspaz-3 ve
kesilmis kaspaz-9) ve HRP ile isaretli sekonder antikorlar kullanilarak isaretleme yapilmis, ECL
sistemi ile degerlendirmesi gergeklestirilmistir. Immunoblotlarda aktin yiikleme kontrolii olarak

problanmustir.

3.2.7. Golgi kompleksi stres

3.2.7.1. GM130 immunfloresan goriintiileme

SKOV3 hiicrelerinde Golgi stresi GM130 immiinofloresan boyama ile belirlenmistir.
Hiicreler steril lameller lizerinde 6-kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinda biiyiitiilmiistiir. PBS
ile 3 kez yikandiktan sonra hiicreler 4% (v/v) PFA ile 10 dakika fikse edilip, sonrasinda
tekrardan 1 kez PBS ile yikanmistir. Hiicreler 0.05% Triton100-X ile permeabilize edildikten
sonra bes dakika PBS ile yikanmig olup, sonrasinda %0.1 BSA ile oda sicakliginda 30 dakika
boyunca bloke edilmistir. GM130 Alexa Fluor 488 antikoru (1/300, BD Biosciences, Cat
n0:560257) ile karanlik ortamda 100 nM Brefeldin A ile 4 saat inkiibasyonu takiben hiicreler
ProLong SlowFade kullanilarak cam slaytlar iizerine gomiilerek goriintiilleme igin

hazirlanmistir. Zeiss mikroskopta 40X goriintiileme yapilmistir.

3.3. Istatiksel Analiz
Istatistiksel analiz GraphPad Prism 6.2 yazilimi kullamlarak gerceklestirilmistir. *P <
0.05, **P < 0.01 ve ***P<0.001 Student's t-test analizi i¢in anlaml1 kabul edilmistir. Istatiksel

goriintii analizlerinde Adobe Photoshop yazilimi kullanilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. BCL-2 Ailesi Immunblot Bulgular
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Sekil 15. IGROV1 Hiicre Hatti BCL-2 Protein seviyeleri.

IGROV1 hiicrelerinde AZD6738 oncelikli olarak BCL-XL seviyelerini bifazik olarak
etkilerken zamana bagl olarak MCL-1 seviyelerinde de artigs gdzlemlenmistir. Yine 6zellikle
48. saatte BIM protein seviyelerinde diislis belirlenmistir. Bu bulgular IGROV1 hiicrelerinin
AZD6738’e bagli hiicresel strese kars1 antiapoptotik yolaklar aktive ettigine isaret etmektedir.
Brefeldin A uygulamasi da BCL-2 ve BXL-XL seviyelerinde progresif bir artisa neden olurken
MCLI1 seviyelerinde herhangi bir degisiklige yol agmamistir. BIM protein seviyelerinde 4. ve
8. saatlerde goriilen diisiis sonrasinda BIM’in bazal seviyelerine geri donmesi ile sonuglanmaistir.
IGROV1 hiicrelerinde AZD6738+Brefeldin A kombine uygulamasi BCL-2 seviyelerinde
ozellikle 8. ve 16. artisa neden olurken 48. saatte BCL-2 seviyeleri tespit edilemeyecek diizeye
diismiistiir. IGROV1 hiicrelerinde AZD6738+Brefeldin A uygulamasi MCLI1 seviyelerinde 24.
ve 48. saatlerde azalmaya neden olurken, antiapoptotik proteinlerdeki bu diisiislere paralel
olarak artan BIM ve PUMA protein seviyeleri apoptotik sinyal ileti sisteminin aktivasyonunu

saglamistir.
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Sekil 16. IGROV1 Hiicre Hatti AZD6738 Cevaben BCL-2 Protein seviyeleri

Dansitometrik Analizi (Istatiksel goriintii analizinde Adobe Photoshop yazilimi kullanilmistir).
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Sekil 17. IGROV1 Hiicre Hatti BFA Cevaben BCL-2 Protein seviyeleri Dansitometrik
Analizi (Istatiksel goriintii analizinde Adobe Photoshop yazilimi kullanilmustir).
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Sekil 18. IGROV1 Hiicre Hatt1i AZD6738 ve BFA cevaben BCL-2 Protein seviyeleri

Dansitometrik Analizi (Istatiksel goriintii analizinde Adobe Photoshop yazilimi kullanilmistir).
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Sekil 19. SKOV3 Hiicre Hatti BCL-2 Protein seviyeleri.

SKOV3 hiicrelerinde ise AZD6738 antiapoptotik BCL-2, BCL-XL ve MCL-I1

seviyelerinde major bir degisiklige neden olmazken, BIM seviyelerinde 24. ve 48. saatlerde

belirgin hale bir diisiise yol agmistir. PUMA seviyelerinde 8. ve 16. saatlerde goriilen artis ise

24. ve 48. saatlerde bazal seviyelerine donmiistiir. SKOV3 hiicrelerinde Brefeldin A uygulamasi

progresif olarak 48. saate kadar artan BCL-2 ve BCL-XL seviyelerine yol agarken MCLI

seviyelerinde bir degisiklik goriilmemistir. PUMA seviyelerinde ise 16. ve 24. saatlerde goriilen

diisiis 48. saatte bazal seviyesine donmiistiir. SKOV3 hiicrelerinde AZD6738+Brefeldin A

uygulamasi BCL-2, BCL-XL ve MCLI1 antiapoptotik proteinlerinde siddetli seviye azalmasina

neden olurken eszamanli olarak proapoptotik BIM, PUMA ve BAX protein seviyelerinde artig

gdzlenmistir. Bu protein ifadelenme seviyeleri goriilen apoptotik cevapla uyumludur.

55



Relatif dansite

SKOV3
SKOV3 SKOV3
300 1 .
400 250 -
N ¢« 0
. n A . o v
300 4 M 2001 - T
"
Z I 2 1504
Z
é 2001 5 v
£ 5
& 5 1001
v
100 4
50 1
0 ol
Sy 6 s saat NP
BCL-2 BCL-XL v
$ MCL1
SKOV3 SKOV3 SKOV3
500 1 250 1 250 4
4
[ ] A v ©
v 200 4 -|_
o o v
2 £ g 1504 .
§ 8 g
= k] =
& 2 2 1004
50 1
e
s e g sat A% e @ saat
BAK PUMA
SKOV3
500 4 150 =
2 2
] 7
g
3 S
E] El
2 E

BIM

NOXA

Sekil 20. SKOV3 Hiicre Hattt AZD6738 cevaben BCL-2 Protein seviyeleri Dansitometrik

Analizi (Istatiksel goriintii analizinde Adobe Photoshop yazilim1 kullanilmastir).
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Sekil 21. SKOV3 Hiicre Hatti BFA cevaben BCL-2 Protein seviyeleri Dansitometrik
Analizi (Istatiksel goriintii analizinde Adobe Photoshop yazilim1 kullanilmastir).
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Sekil 22. SKOV3 Hiicre Hatti AZD6738 ve BFA cevaben BCL-2 Protein seviyeleri

Dansitometrik Analizi (Istatiksel goriintii analizinde Adobe Photoshop yazilimi kullanilmistir).
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4.2. RT-PCR Analiz Bulgular

saat
saat

IGROV1
K
BCL-XL
IGROV1

1.0 1
5

b
-

0.0~

< o N — =]

($pre 33y 2108 eUNqRS [01U0Y) 15941435 UOASIISY T ($1re Jey 2108 eunqruS [0QUOY) 1S9K1ASS UOASIASYH

saat
saat

®
.
»

> > 2 vT >

> o -
Q 9, 2 =
o Q =
mRU ‘R & 2 &
= O
=
&£ - P
A ° "
" S " o
- = S 3 s 2 ) S
— — [=} (=]

(S yex; 2103 eunqni3 [ouoY) 15941435 vosaIdsy ($ne 183 2105 BUNqNIT JO1UOY) 1SOATASS UOASIdSY

4.2.1. IGROV1 hiicrelerinde AZD6738 uygulamasina cevaben BCL2 ailesi mRNA

ekspresyon seviyeleri bulgulari
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Sekil 23. IGROV1 AZD6738 cevaben BCL2 ailesi mRNA ekspresyonu.

IGROV1 hiicrelerinde 0-48 saat arast AZD6738 uygulamasi sonrasinda BCL-2 protein
ailesinin mRNA ekspresyon seviyelerini qPZR yontemi ile degerlendirilmistir. BCL-2, MCLI,
BIM, BAX, BAK, BIK, BMF ve NOXA seviyelerinde anlamli bir degisiklik
gozlemlenmemistir. BCL-XL mRNA seviyesinin 8. saatten itibaren progresif olarak 24. saate
kadar yiikselirken 48. saatte bir miktar diisiis gdsterdigini belirlenmistir (Sekil 23). PUMA
mRNA seviyeleri ise 8. saatte bir miktar diisiisii 16. ve 24. saatte artis takip ederken PUMA

mRNA seviyeleri 48. saatte tekrardan bazal seviyesine donmiistiir.
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4.2.2. IGROV1 hiicrelerinde BFA uygulamasina cevaben BCL2 ailesi mRNA

ekspresyon seviyeleri bulgulari
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Sekil 24. IGROV1 BFA cevaben BCL2 ailesi mRNA ekspresyonu.

IGROV1 hiicrelerinin 0-48 saat araliginda Brefeldin A uygulamasindan sonra BCL-2
protein ailesinin mRNA seviyelerini qPCR ile degerlendirilmistir. BIM, BAX, BAK, BIK,
BMF, PUMA ve NOXA mRNA seviyelerinde anlamli bir degisiklik tespit edilmemigtir. BCL-
2 ve BCL-XL seviyeleri 8. saatten itibaren artig gosterirken bu artis 48. saate kadar devam
etmistir. MCL1 mRNA seviyesinde ise 8. saatte goriilen artisin devaminda bazal seviyede

ekspresyona dondiigilinii belirlenmistir.
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4.2.3. IGROV1 hiicrelerinde AZD6738+BFA uygulamasina cevaben BCL2 ailesi

mRNA ekspresyon seviyeleri bulgular:
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Sekil 25. IGROV1 AZD6738+BFA cevaben BCL2 ailesi mRNA ekspresyonu.

IGROV1 hiicrelerinde 0-48 saat araligindaki AZD6738+Brefeldin A uygulamasini
takiben BCL-2 protein ailesi mRNA seviyelerini qPCR ile degerlendirilmistir. BAX, BAK, BIK
ve NOXA seviyelerinde anlamli bir degisiklik belirlenememistir. BCL-2 seviyeleri 8. saatten
itibaren artis gosterirken bu artisin 48. saate kadar devam ettigini belirlenmistir. BCL-XL
mRNA diizeyi 16. saat itibariyle artis gdsterirken bu artisin 48. saate kadar siirdiigiinii tespit
edilmistir. MCL1 mRNA seviyesinde ise kisitli miktardaki artis 48. saat sonuna kadar devam
etmistir. En 6nemli bulgu olarak proapoptotik BIM seviyeleri 16. saatte dramatik yiikselis
gostermektedir. Diger proapoptotik PUMA mRNA diizeyleri de 8. saatten itibaren artisa

gecerken bu artis inkiibasyon siiresinin sonuna kadar stirmiistiir.
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4.2.4. SKOV3 hiicrelerinde AZD6738 uygulamasina cevaben BCL2 ailesi mRNA

ekspresyon seviyeleri bulgulari
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Sekil 26. SKOV3 AZD6738 cevaben BCL2 ailesi mRNA ekspresyonu.

0-48 saat araliginda AZD6738 uygulamasi sonrasinda SKOV3 hiicrelerinde BCL-2
protein ailesi iiyelerinin mRNA seviyelerini qPCR ile degerlendirilmistir. Sekil 26°da goriildiigii
iizere BCL-2, MCL-1, BIM, BAK, BIK ve BMF mRNA ekspresyon seviyelerinde herhangi bir
degisim goriilmemistir. BCL-XL seviyelerinde 4. ve 8. saatlerde artis, 16. ve 24. saatlerde diisiis
ve yine 48. saatte artis gdzlemlenmistir. BAX seviyesinde ise 8. saatte diisiis, ancak sonrasinda
bazal ekspresyon seviyesine yakin ekspresyon takip edilmistir. PUMA diizeyleri 24. ve 48.
saatlerde artis gosterirken, NOXA ekspresyonu bir¢ok nedene bagli olarak diisiis gostermistir.
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4.2.5. SKOV3 hiicrelerinde BFA uygulamasina cevaben BCL2 ailesi mRNA
SKOV3

ekspresyon seviyeleri bulgulari
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Sekil 27. SKOV3 BFA cevaben BCL2 ailesi mRNA ekspresyonu.

SKOV3 hiicrelerinde 0-48 aras1 Brefeldin A uygulamasi sonrasinda BCL-2 protein ailesi
iiyelerinin mRNA seviyelerini qPCR yontemi ile test edilmistir. BCL-2, BCL-XL, BIM, BAX,
BAK, PUMA ve NOXA mRNA seviyelerinde herhangi bir degisim saptamamistir. MCLI
mRNA seviyesi ise 8. saatten itibaren inkiibasyon siiresinin sonuna kadar artig gostermistir. BIK
mRNA seviyesi 8. ve 16. saatlerde diislis gosterirken 24. ve 48. saatlerde bazal ekspresyon
seviyelerine gerilemistir. BMF mRNA seviyelerinde ise 24. ve 48. saatlerde artig

gozlemlenmistir (Sekil 27).
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4.2.6. SKOV3 hiicrelerinde AZD6738+BFA uygulamasina cevaben BCL2 ailesi
SKOV3

mRNA ekspresyon seviyeleri bulgular:
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Sekil 28. SKOV3 AZD6738+BFA cevaben BCL2 ailesi mRNA ekspresyonu.

0-48 saat araliginda AZD6738+Brefeldin A kombinasyonu sonrasindasin da SKOV3
hiicrelerinde BCL-2 protein ailesi iiyelerinin mRNA ekspresyon seviyelerine qPCR yontemi ile
bakilmistir. MCL1, BAX, BAK, BMF ve NOXA mRNA seviyelerinde bir degisim
belirlenmemistir. BCL-2 mRNA seviyelerinin ise 8. ve 16. saatlerde diisiis gosterirken, 24. ve
48. saatlerde tekrardan yiikseldigini gozlemlenmistir. BCL-XL seviyeleri ise 16. saatten
baslayarak diismeye baslarken bu diisiis, 24. ve 48. saatlerde de devam etmistir. Yine énemli
olarak proapoptotik BIM mRNA seviyesi 4. saatten itibaren yiikselmeye baglarken 8. ve 16.
saatlerde yiiksek kalmaya devam etmistir. BIK mRNA seviyeleri 16. saatte artig gosterdikten
sonra tekrar bazal ekspresyon seviyelerine gerilemistir. BIM mRNA seviyelerinin 24. ve
48.saatlerde bazal seviyeye yaklasacak sekilde diisiise gectigi gézlemlenmistir. Bir diger etkin
proapoptotik BCL-2 proteini olan PUMA mRNA seviyesi ise 4. saatten itibaren baslayan

ekspresyon artigini inkiibasyon siiresince devam etmistir (Sekil 28).
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4.3. Apoptotik Hiicre Oliim Analiz Bulgular
4.3.1. Annexin V/ PI bulgular
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Sekil 29. IGROV1, SKOV3 ve HOEC hiicreleri AZD6738, BFA, AZD6738+BFA Annexin

V/PI apoptotik hiicre yanitlari.

(Kontrol ve AZD6738+BFA gruplarimin karsilastirilmasi1 GraphPad Prism istatistik programinda Student’s two-
tailed #-test kullanilarak yapilmistir. ***p<0.001, **p<0.01, SKOV3 hiicreleri kontrol (3.9) vs AZD6738+BFA

(73), IGROV1 hiicreleri kontrol (4.8) vs AZD6738+BFA (56.7).

AZD6738, Brefeldin A (BFA) ve AZD6738+Brefeldin A kombinasyonunun hiicre 6liimii
tizerindeki etkinligini analiz etmek amaciyla SKOV3, IGROV1 ve HOEC hiicreleri 48 saat
boyunca AZD6738, Brefeldin A veya AZD6738+Brefeldin A’ya maruz birakilmistir. Hiicre

Olimii cevabi Annexin V/PI boyamast sonras1 FACS Canto II akis sitometrisinde

degerlendirildiginde AZD6738+BFA uygulamasinin IGROV1 ve SKOV3 hiicrelerinde anlaml1

bicimde apoptotik hiicre oliimiinde neden oldugu belirlenmistir (***p<0.001, **p<0.01,
SKOV3 hiicreleri kontrol (3.9) vs AZD6738+BFA (73), IGROV1 hiicreleri kontrol (4.8) vs
AZD6738+BFA (56.7) (Sekil 29). HOEC hiicrelerinde benzer bir etki goriilmemistir. AZD6738

veya BFA tekil ajan olarak uygulandiginda hiicre 6liimii tizerinde herhangi bir etkisin olmadig1

bulunmustur.
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4.3.2. Kaspaz -3 ve -9 aktivasyon bulgular:
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Sekil 30. IGROV1 ve SKOV3 hiicreleri AZD6738, BFA, AZD6738+BFA cevaben,

Immunblot Kaspaz Apoptotik Hiicre Yanit1 (Actin yiikleme kontrolii olarak blotlanmaigstir).

SKOV3 ve IGROVI hiicrelerinde apoptotik belirtecler olan kesilmis kaspaz-3, kesilmis
kaspaz-9 ve kesilmis PARP seviyelerini belirlemek i¢in SKOV3 ve IGROVI hiicreleri
AZD6738, Brefeldin A veya AZD6738+Brefeldin A ile 48 saat inkiibe edilmistir. Total protein
izolasyonu sonrasinda kesilmis kaspaz-3, kesilmis kaspaz-9 ve kesilmis PARP seviyeleri
immunblot ile belirlenmistir (Sekil 30). Sonucglar IGROV1 ve SKOV3 hiicrelerinde sadece
AZD6738+Brefeldin A kombinasyonunun kesilmis kaspaz-3, kesilmis kaspaz-9 ve kesilmis

PARP fragmanlarinin ortaya ¢ikmasina neden oldugunu gostermistir.
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Sekil 31. SKOV3 ve IGROV1 hiicreleri AZD6738, BFA, AZD6738+BFA cevaben,
Luminometrik Kaspaz Apoptotik Hiicre Yanit.

(***p<0.001, Kazpaz-3 aktivitesi (RLU), SKOV3 kontrol (333.3) vs. AZD6738+BFA (2805), IGROV1 kontrol
(409.7) vs. AZD6738+BFA (3436), Kaspaz-9 aktivitesi (RLU), SKOV3 kontrol (264.5) vs. AZD6738+BFA
(2957), IGROV1 kontrol (487.7) vs. AZD6738+BFA (3720). Kontrol ve AZD6738, BFA, AZD6738+BFA

gruplarinin karsilagtirilmast GraphPad Prism istatistik programinda Student’s two-tailed t-test kullanilarak
yapilmustir.

SKOV3 ve IGROV1 hiicrelerinde immunblot testleri ile tespit edilen kesilmis kaspaz-3
ve kaspaz-9’un (Sekil 30), biyokimyasal aktivasyonlari luminometrik kaspaz aktivaston testleri

ile dogrulanmistir. SKOV3 ve IGROV1 hiicrelerine 48 saat boyunca AZD6738, Brefeldin A
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veya AZD6738+Brefeldin A uygulandiktan sonra uygulanan kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyon
testleri immiinblot sonuglar1 ile uyumlu bigimde AZD6738+Brefeldin A kombinasyonunun
kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonunu anlamli bi¢gimde arttirdigin1 gostermistir (***p<0.001,
Kazpaz-3 aktivitesi (RLU), SKOV3 kontrol (333.3) vs. AZD6738+BFA (2805), IGROV1
kontrol (409.7) vs. AZD6738+BFA (3436), Kaspaz-9 aktivitesi (RLU), SKOV3 kontrol (264.5)
vs. AZD6738+BFA (2957), IGROV1 kontrol (487.7) vs. AZD6738+BFA (3720) (Sekil 31).

4.3.3. Sitokrom ¢ salinim bulgular:

I
IGROV1 ! kDa SKOV3 ! kDa
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Sekil 32. SKOV3 ve IGROV1 hiicreleri AZD6738, BFA veya AZD6738+BFA cevaben,
Sitokrom ¢ Apoptotik Hiicre Yanit1 (CoxIV mitokondriyal belirte¢ olarak blotlanmastir).

Mitokondriyal dis membran gegirgenliginin artmasi ve sitokrom c’nin sitozole gegisi
mitokondriyal apoptotik yolak i¢in geri doniilemez hiicresel noktay1 belirtmektedir. SKOV3 ve
IGROV1 hiicreleri AZD6738, Brefeldin A veya AZD6738+Brefeldin A ile 48 saat boyunca
muamele edildikten sonra sitozolik ve mitokondriyal fraksiyonlarda sitokrom ¢
mitokondriyal/sitozolik lokalizasyonun miktari immunblot ile belirlenmistir. Sonuglar her iki
hiicre tiirtinde de tekil ajan uygulamalarinin bir etkisinin olmadigin1 ancak AZD6738+Brefeldin

A uygulamasinin anlamli seviyede sitozolik sitokrom c salinimina neden oldugunu gostermistir

(Sekil 32).
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4.3.4. BAX/BAK aktivasyon bulgular:

SKOV3 IGROV1
IP:BAX 6A7 IP:BAX 6A7
BAX =—— == 11B:BAX BAX — == |IB:BAX
P
IP:BAK NT IP:BAK NT
BAK == |iB:BAK BAK— = |iB:BAK
— Input — 1 t
BAX — — — — IB:BAX BAX = —— — — IEI:);AX
Input _— — — IHPUt
AZD6738 - + - + AZD6738 - + +
Brefeldin A - -+ BrefeldinA - - + +

((IP: immiinopresipitasyon, IB: immiinoblot) BAX ve BAK input kontrolleri olarak, Aktin yiikleme kontrolii
olarak blotlanmistir).

Sekil 33. IGROV1 ve SKOV3 hiicreleri AZD6738, BFA, AZD6738+BFA cevaben, BAX ve
BAK Apoptotik Hiicre Yaniti.

Mitokondriyal apoptotik yolagin ilk asamalarinda BAX ve BAK konformasyonel
degisiklige ugrayarak N-terminal uglarini aciga cikarirlar(177). Bu degisikligin IGROV1 ve
SKOV3 hiicrelerinde de gerceklesip gerceklesmedigini degerlendirmek igin IGROV1 ve
SKOV3 hiicreleri 16 saat boyunca AZD6738, Brefeldin A veya AZD6738+Brefeldin A
kombinasyonu ile muamele edilmistir. Total protein izolasyonu sonrasinda esit miktarda protein
(1 mg) BAX 6A7 ve BAK NT konformasyon-spesifik antikorlar ile 16 saat boyunca +4 C’de
200 rpm rotasyonla inkiibe edilmistir. Immiinopresipitasyon sonrasi Dynabeads Protein
G/Dynabeads protein G ile toplanan immiinopresipitatlarda BAX ve BAK aktivasyon
immunblotlart AZD6738 veya Brefeldin A ile BAX veya BAK aktivasyonu goriilmezken
AZD6738+Brefeldin A kombinasyonunun BAX ve BAK aktivasyonunu indiikledigini
gostermistir (Sekil 33).
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3.2.5. 3D Algimatrix Spheroid Kiiltiir Bulgular:

IGROV1

Sekil 34. SKOV3 ve IGROV1 hiicrelerinin 3D Timor Sferoid Kiiltiirleri

Tiimor yapisini daha iyi goriintiileyebilmek icin SKOV3 ve IGROV1 hiicreleri 3D tiimor
sferoidleri Algimatrix sistemi kullanilarak biiyiitiilmiistiir. Onkosferoidlerin yapis1 14. giiniin
sonunda mikroskopi ile degerlendirilmistir, ¢ekirdekler Hoechst 33342 ile isaretlenmistir (Sekil
34).
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(Kontrol vs. AZD6738+Brefeldin A gruplarimin karsilastirilmasi1 GraphPad Prism istatistik programinda
Student’s two-tailed #-test kullanilarak yapilmistir. ***p<0.001, SKOV3 kontrol (3023) vs. AZD6738+BFA
(801.4), IGROV1 kontrol (4668) vs. AZD6738+BFA (710.4)).

Sekil 35. SKOV3 ve IGROV1 Tiimér Sferoidleri AZD6738, BFA veya AZD6738+BFA

cevaben Hiicre Canlilig1 Sonuglari.

Tiimor sferoidleri olarak biiyiitiillen SKOV3 ve IGROV1 hiicrelerine 48 saat boyunca
AZD6738, Brefeldin A veya AZD6738+Brefeldin A uygulanmistir. 48. saatin sonunda hiicre
canliligt 3D-Glo testi ile degerlendirilmis, 2D kiiltiir modellerinde gozlemledigimiz etkiye
paralel bicimde tekil ajanlarin anlamli bir etkisi olmadigi, ancak AZD6738+Brefeldin A
uygulamasinin anlamli bi¢imde tiimor sferoidlerinin canliligini azalttigr bulunmustur
(***p<0.001, SKOV3 kontrol (3023) vs. AZD6738+BFA (801.4), IGROV1 kontrol (4668) vs.
AZD6738+BFA (710.4)) (Sekil 35).
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Sekil 36. SKOV3 ve IGROV1, AZD6738, BFA, AZD6738+BFA cevaben timor
sferoidlerinde kaspaz-3, kaspaz-9 PARP fragmanlarinin degerlendirilmesi (Aktin ylikleme

kontrolii olarak kullanilmisgtir).

Sekil 30’da gozlenen etkinin apoptotik hiicre 6liimiine bagl olarak gelistigini dogrulamak
icin SKOV3 ve IGROVI1 tiimér sferoidlerinde 48 saatlik AZD6738, Brefeldin A veya
AZD6738+Brefeldin A uygulamasi sonrasinda total protein 6rneklerinde kesilmis/aktif kaspaz-
3, kesilmig/aktifkaspaz-9 ve kesilmis PARP seviyeleri immiinblot ile degerlendirilmistir. Elde
edilen sonuglar AZD6738+Brefeldin A uygulamasinin SKOV3 ve IGROVI1 tiimor
sferoidlerinde aktif/kesilmis kaspaz-3, aktif/kesilmis kaspaz-9 ve kesilmis PARP fragmanlarini
ortaya c¢ikardigini gostermistir (Sekil 36).
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3.2.6. GM130 Immunofloresan Boyama

SKOV3

SKOV3 Brefeldin A

SKOV3 Brefeldin A

SKOV3 AZD6738

SKOV3 AZD6738 +Brefeldin A

Sekil 37. SKOV3 BFA, AZD6738 ve BFA+ AZD6738 cevaben Golgi Morfolojisi

degerlendirilmesi.
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100 nM Brefeldin A, AZD6738 ve BFA +AZD6738 ile 4 saat inkiibasyon sonrast GM 130

Immunofloresan boyama yapilmstir.

GM130-AlexaFluor 488 antikoru ile (1/300

konsantrasyon, Axiocam 503 mono, Zeiss Mikroskop 40X goriintiileme) uygulama sonrasi

BFA, Golgi dagilimina neden olmustur.
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SKOV3
100 1
80 4 M
60 1
40 4
20 4
| |
L I .
D S od od
& & &
3 0 & &
kot < <
« 3
é\”:
0
>

Sekil 38. SKOV3 BFA, AZD6738 ve BFA+ AZD6738 cevaben Golgi Morfolojisinin istatiksel

degerlendirilmesi.

Brefeldin A, AZD6738 ve BFA +AZD6738 ile 4 saat inkiibe edilen hiicreler, apoptoza

gitmeden oOnce Golgi morfolojisi yapisal proteini ve belirteci olan GMI130 proteini

Immunofloresan boyamasi sonrasinda, 5 alandan alinan goriintiilerin GraphPad yazilimi ile

istatiksel olarak degerlendirilmesi yapilmistir. BFA’nin tekil ajan olarak kullanildiginda Golgi

dagilimma neden oldugu, tekil ajan AZD6738’nin herhangi bir etkisi olmadig1 ve

BFA+AZD6738 kombinatoryal uygulama da ise BFA nin etkisi ile Golgi dagilim1 oldugu tespit

edilmisgtir.
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinin amaci; over kanseri hiicrelerinde ATR inhibitorii olan AZD6738
molekiiliine uygun molekiiler kombinasyon ile etkin, yenilik¢i, uygulanabilir bir molekiil bulup,
over kanser hiicrelerindeki apoptotik sinyal ileti yolaklarinin etkinligini belirlemek olmustur.

ATR inhibitor tekil uygulamalari olmakla birlikte kombine tedavi uygulamalar da spesifik
hedefler olarak etkinlik gdsterirler. AZD6738 saflastirilmis protein kinaz {lizerinde 0.001uM,
hiicresel diizeyde 0.074 uM ICso baskilayici konsantrasyonu ile oldukca segici bir ATR
inhibitoriidiir (220). Ayni ¢alismada AZD6738’in KRAS mutant NSCLC kanser hatlart olan
H23, H460, A549 ve H358’de etkin bigimde antiproliferatif etki gosterdigi ve bu etkinligin
pChk1 (S345) fosforilasyonunda azalma ile paralel gerceklestigi bulunmustur. Benzer bigimde
AZD6738’in H23, H460, A549 ve H358 NSCLC hiicre hatlarinda cisplatin, gemcitabine ve
docetaxel 1ile kombine kullanildiginda sinerjistik etki gosterdigi tespit edilmis,
AZD6738+cisplatin - kombinasyonunun mitokondriyal apoptotik yolagi aktive ettigi
belirlenmistir (220). Bir baska calismada ise AZD6738 olaparib-direngli PEO1-OR over
kanseri hiicrelerinde olaparib ile kombine bi¢cimde kullanilmis, bu kombinasyonun hiicrelerde
kaspaz-3/-7-bagimli hiicre 6liimii cevabini indiikledigi gosterilmistir (221). Yine bir bagka ATR
inhibitorii olan VE-821’in kombin olarak kullanildiginda OVCAR-8’i cisplatin, topotecan,
veliparib ve gemcitabine gibi DNA hasari indiikleyici ajanlara daha duyarli hale getirdigi
bulunmustur (122). ATR inhibitérii VE-821’in tekil ajan kullanildiginda etkisinin sinirh
olmasina ragmen MDA-MB-231, HT29, HCT116 parental ve HCT116 p53” hiicrelerinde
camptothecin ve LMP-400’iin sitotoksik etkisini arttirdig1 ortaya konulmustur ve bu etkinin
mitokondriyal apoptotik yolagin aktivasyonu ile gerceklestigi belirlenmistir (111).

Son derece Onemli ¢aligmalardan birisinde ATR inhibitorii VE-821, 14 farkli kanser
hiicresinde ve 6 normal hiicre hattinda cisplatin ile eszamanl olarak uygulanmistir, yaban tipi
p53’e sahip olan hiicreler (H460, A549, MCF7 ve RKO) en zayif cevabi veren hiicreler olurken,
digerlerinden farkli sekilde daha duyarli olan HCT116 hiicrelerin ATM yolaginda defekti
mevcuttur (103). Bu fenotip 161BR parental ve ATIBR (ATM null) hiicrelerinde de
dogrulanmistir. Bu bulgularla uyumlu bigcimde AZD6738’in ATM-defektif/mutant kanser
hiicrelerinde olaparib ile daha kuvvetli sinerjistik etki gosterdigi, AZD6738’in olaparib

tarafindan indiikklenen G2/M hiicre sikliisii kontrol noktasin1 ortadan kaldirdigi ve hiicre
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Oliimiine neden oldugu bulunmustur (222). ATR inhibitorlerinin ¢ogunlukla sentetik letalite
gosterdigi ve hiicre 6limiinii indiikledigi diger ¢alismalar da mevcuttur, ancak tekil ajan olarak
kullanildiklarinda veya kombinatoryal olarak kullanildiklarinda aktive ettikleri mitokondriyal
hiicre 6liimii sinyal yolagi ¢calismalari son derece kisithdir (110, 128, 217, 223, 224).

Bu tez calismasiyla over kanseri hiicrelerinde etkinlik gosterebilecek yeni bir molekiiler
kombinasyon tedavisinin, hem de bu kombinatoryal uygulamanin molekiiler c¢aligma
mekanizmalarinin bulunmasi hedeflenmistir. Yiiksek kapasiteli tarama sistemi ile AZD6738 ile
kombine olarak kullanilabilecek molekiilii Brefeldin A olarak belirlenmistir. Tiim deneysel
tarama sisteminin kosullanmaya bagh tek dezavantaji, ekonomik kisitlar nedeniyle molekiil
kiitiiphanesinin tek konsantrasyon olarak taramasinin yapilabilmesi olmustur.

Mitokondriyal apoptotik yolak temel olarak antiapoptotik ve proapoptotik BCL-2 protein
ailesi tiyeleri tarafindan kontrol edilir. AZD6738, Brefeldin A ve AZD6738+Brefeldin A
uygulamas1 mitokondriyal hiicre 6liimii yolaklarin1 farkli biyokimyasal ve hiicresel analiz
teknikleri gergeklestirilmistir. Hiicre o©liimii cevabi1 Annexin V/PI boyamasi sonrasi
degerlendirildiginde AZD6738+BFA uygulamasinin IGROV1 ve SKOV3 hiicrelerinde anlamli
bicimde apoptotik hiicre 6liimiinii indiikledigini gosterilmistir (***p<0.001, **p<0.01, SKOV3
hiicrelerinde kontrol (3.9%), AZD6738+BFA (73%) ve IGROV1 hiicrelerinde kontrol (4.8%),
AZD6738+BFA (56.7%) (Sekil 29). HOEC hiicrelerinde benzer bir etki goriilmemistir.
AZD6738 veya BFA tekil ajan olarak uygulandiginda hiicre 6liimii {izerinde herhangi bir
etkisinin olmadig1 bulunmustur. Normal over ylizey epitel hiicreleri olan HOEC hiicrelerinde
benzer bir cevap gozlenmemis, bu da AZD6738+Brefeldin A kombinasyonun terapotik
penceresinin varligini dogrulamistir. Buna ek olarak konformasyon-spesifik antikorlarla
immiinopresipitasyon ¢alismalart BAX ve BAK aktivasyonunu, mitokondriyal/sitozolik
subfraksiyon ¢alismalari da sitokrom ¢’ nin SKOV3 ve IGROV1 hiicrelerinde sitozole gegtigini
gostermistir (Sekil 32). Tiim bu bulgular AZD6738 veya Brefeldin A’nin tekil ajan olarak degil
ama kombine olarak uygulandiginda mitokondriyal apoptotik sinyal ileti yolagini aktive ettigini
gostermistir. Tiimor sferoidleri olarak biiyiitilen SKOV3 ve IGROV1 hiicrelerine 48 saat
boyunca AZD6738, Brefeldin A veya AZD6738+Brefeldin A uygulanmaistir. 48. saatin sonunda
hiicre canlilig1 3D-Glo testi ile degerlendirilmis, 2D kiiltiir modellerinde gozlemledigimiz etkiye
paralel bi¢cimde tekil ajanlarin anlamli bir etkisi olmadigi, ancak AZD6738+Brefeldin A

uygulamasinin anlamli bi¢cimde tiimor sferoidlerinin canliligini azalttigt bulunmustur
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(***p<0.001, SKOV3 kontrol (3023 RLU), AZD6738+BFA (801.4 RLU) ve IGROV1 kontrol
(4668 RLU), AZD6738+BFA (710.4 RLU)) (Sekil 35). Benzer bulgulart 3D hiicre kiiltiirii
modelleme de birebir olarak dogrulanmistir (Sekil 36). Boylece hem 2D kiiltiirii modellerinde
hem de 3D tiimor sferoidlerinde AZD6738+Brefeldin A kombinasyonunun kanonik
mitokondriyal hiicre 6liimii yolagini aktive ettigi gosterilmistir.

Brefeldin A’nin tekil ajan olarak kullanildiginda, BCL-2 inhibitorii HA14-1 veya Fas
ligand1 ile kombine olarak uygulandiginda folikiiler lenfoma hiicrelerinde mitokondriyal
apoptotik yolag: indiikledigi ve kaspaz-2 aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir (225).
Brefeldin A ve benzer bir Golgi stresi indiikleyici olan AMF-26’nin 13 farkli kanser hiicre hatti
tizerindeki etkisi incelenmis, Brefeldin A’nin ICso degeri kanser hiicrelerinin ¢ogunda tez
caligmasin da kullanilmis olan 0.1 uM konsantrasyona yakin bulunmustur (226). 100 nM
konsantrasyonda Brefeldin A, Golgi kompleksinin dagilmasini indiiklerken ARF GTPazlarin
seviyelerinin hem Brefeldin A uygulamasi sonrasi hiicre canliligini hem de Golgi yapisinin
biitiinliiglinii  etkiledigi gosterilmistir. Bir baska c¢alismada ise Brefeldin A’nin Hela
hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin seviyesinin artisina ve glutatyon konsantrasyonunun
diisiisiine neden oldugu, redoks dengesini bozarak ferroptosis’i indiikledigi belirlenmistir (227).
Tez ¢alismasin da Brefeldin A’nin oksidatif stres iizerine etkisine bakilmamistir, ancak benzer
bir etkinin SKOV3 ve IGROV1 hiicrelerinde de goriilebilecegini 6ngdriilmiistiir. Bir bagka
caligmada ise tez calismasina benzer bicimde DNA hasar1 ve Golgi stresi arasindaki iligki
arastirllmistir.  HEK293 hiicrelerine camptothecin, doxorubicin ve iyonize radyasyon
uygulanmasinin Golgi yapisinin dagilmasina neden oldugu GM 130 immiinofloresan boyamalari
ile gosterilmistir (174). Golgi yapisinin dagilmasiin apoptotik cevaptan bagimsiz olarak
gerceklestigi belirlenmistir. Golgi yapisinin dagilmasinin ise GOLPH3’iin DNA-PK tarafindan
fosforillenmesi oldugu tespit edilmistir. Ancak bir bagka ¢alismada ise GOLPH3{in in vivo akut
karaciger ve bobrek hasari modellerinde protein ve mRNA seviyesinde artig gosterdigi ve
GOLPH3’iin siRNA-yoluyla seviyesinin azaltilmasinin lipopolisakkarit (LPS) ile muamele
edilmis hepatositlerde ve renal tiibiiler hiicrelerde Golgi stresini ve apoptozu azalttig
gosterilmistir (228). Bir bagka calismada ise a SNAP’in siRNA-yoluyla ekspresyon seviyesinin
azaltilmasimin veya baskin negatif aSNAP’in ekspresyonunun SK-CO15, DU145 ve PC3
epitelyal hiicrelerinde programlanmis hiicre 6liimiinii indiikledigi aktif kaspaz-3 ve kesilmis
PARP fragmanlarinin varligtyla gosterilmistir (229). Bu hiicre 6liimii siirecinin BAX ve p53°ten
bagimsiz olarak gergeklestigi bulunurken, aSNAP’in RNAi-temelli susturumunun BCL-2

protein seviyesinde azalmaya neden oldugu bulunmustur. SK-CO15 hiicrelerinde aSNAP’in
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siRNA-yoluyla susturumu BAX seviyesinde azalmaya yol agarken BAK, BID, BIM ve NOXA
gibi diger proapoptotik BCL-2 proteinlerinde herhangi bir degisiklik saptanmamistir. Yine bu
calismada SK-CO15 insan kolon epitelyal hiicrelerinde aSNAP’in susturumunun Golgi
fragmentasyonunu indiikledigi GM130 immiinfloresan boyamas1 ile gosterilmistir, bu
fragmentasyonla beraber de KDEL-R immiinfloresan boyamasi ile Golgi-ER transport
fonksiyonunun bozuldugu tespit edilmistir. SK-CO15 hiicrelerine BFA 2 uM konsantrasyonda
ve 24 saat siiresince uygulandiginda da benzer sekilde BCL-2 protein seviyesinde azalma ve
%40 oranda apoptotik hiicre oliimii goriilmiistiir. Brefeldin A, AZD6738 ve BFA +AZD6738
ile 4 saat inkiibe edilen hiicreler, apoptoza gitmeden 6nce Golgi morfolojisi yapisal proteini ve
belirteci olan GMI130 proteini Immunofloresan boyamasi sonrasinda, istatiksel olarak
degerlendirilmesi yapilmistir. BFA’nin tekil ajan olarak kullanildiginda Golgi dagilimina neden
oldugu, tekil ajan AZD6738 nin herhangi bir etkisi olmadig1 ve BFA+AZD6738 kombinatoryal
uygulama da ise BFA’nin etkisi ile Golgi dagilimi oldugu tespit edilmistir. Bu tez
calismasindaki verilerle karsilagtirlldiginda BFA’ nin Golgi dagilmasina neden olmasina
ragmen tekil ajan olarak kullanildiginda hiicre 6liimiinii indiiklemedigi gosterilmistir (Sekil 15,
Sekil 19). Sekil 15 ve sekil 19” da gosterildigi iizere BFA uygulamasi IGROV1 ve SKOV3 over
kanseri hiicrelerinde BCL-2 ve BCL-XL seviyelerinde artisa neden olmustur, benzer sekilde
Golgi dagilmasma neden olsa da tekil ajan olarak kullanildiginda mitokondriyal apoptotik
yolagi aktive edememistir. Buradaki dnemli bir bagka nokta da bu tez ¢alismasinda bahsedilen
caligmaya gore daha diisiik konsantrasyonda BFA (0.1 uM) kullanilmig olmasidir. Golgi stresi
hiicrede protein ve vezikiillerin post-translasyonel olarak modifikasyonu gibi biyolojik islevler
icin talebin artmasi ve Golgi isleme kapasitesinin asilmasit olarak tanimlanabilir. Bu durumu
takiben de Golgi’nin 6rnegin transkripsiyon faktor E3 (transcription factor E3, TFE3) yolagini
aktive ederek hiicre 6liimiinii engelledigi gosterilmistir (175). XhCRC ve SW620 kolorektal
kanser hiicrelerine irinotecan uygulanmasi periniiklear Golgi seridinin dagilmasina ve Golgi’
nin sitoplazmada noktasal gruplar halinde goriintiilenmesine neden olmustur (230). Golgi’nin
morfolojik olarak dagilmasina DNA-PK aktivasyonu eslik etmistir. Yine bu calismada
irinotecan uygulamasina bagli olarak ortaya c¢ikan Golgi dagilmasinin apoptotik siiregten
bagimsiz olarak gerceklestigi bulunmustur. XhCRC hiicrelerinde GOLPH3 veya MYO18A’nin
shRNA-yoluyla susturumunun irinotecan’a bagl olarak goriilen Golgi dagilmasini baskilarken
iriotecan’a cevaben apoptotik hiicre 6liimiinii de arttirmistir. Calismada Golgi stres yanitinin ve
Golgi yapisinin dagilmasimin hiicre canliligi koruyucu etkisinin TFE3 yolaginin aktivasyonu

yoluyla gerceklestigi bir baska Golgi stres indiikleyici olan monensin kullanilarak
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dogrulanmistir (230). Ancak bu ¢alismada BCL-2 proteinlerine ve mitokondriyal apoptotik
hiicre oliimii yolaklarina bakilmamistir. SKOV3 ve A2780 over kanseri hiicrelerine
dihydromyricetin (DHM) uygulamasinin her iki hiicrede de artan BAX ve azalan BCL-2 protein
seviyelerine, kaspaz-3 aktivasyonuna ve apoptoza neden oldugu gosterilmistir (231). Ek olarak
DHM uygulamasinin SKOV3 ve A2780 hiicrelerinde GRASP65 protein seviyesinde azalmaya
yol actig1 ve GRASP65’in siRNA-yoluyla susturumunun DHM tarafindan indiiklenen apoptotik
cevabi arttirdig tespit edilmistir. Bu modelde de Golgi stresi cevabinin hiicre canliligini koruma
yoniinde fonksiyon gosterdigi belirlenmistir. Golgi stresi ve hiicre 6liimii arasindaki iligkiyi
arastiran bir baska calismada ise BFA’'nin A549, HCT116 ve MCF7 hiicrelerine 8-200 nM
araliginda ve 0-72 saat boyunca uygulandiginda anlamli bigimde hiicre 6liimii indiikledigi
gosterilmis ve indiiklenen hiicre 6liimii yolaginin da apoptotik hiicre 6liimii yolagi oldugu
kesilmis PARP fragmanlarinin tespit edilmesiyle belirlenmistir (232). Molekiiler calismalarla
ise BFA’nin 6zellikle DR4 hiicre 6liimii reseptoriiniin ekspresyonunu arttirarak hiicre 6liimiinii
aktive ettigi belirlenmistir. Bu ¢aligmadan reseptor aktivasyonu yoluyla aktive edilen ve kismi
olarak mitokondriyal apoptotik yolakla fonksiyonel ortaklagsma gosteren programlanmis hiicre
oliimii ¢alisildig1 i¢cin BCL-2 proteinlerinden sadece BID kesilmis fragmanlarinin seviyesine
bakilmistir, ancak BID’ in mekanistik rolii ile ilgili bir bulgu sunulmamistir. Tiim bu ¢aligsmalar
Golgi stresi ve mitokondriyal apoptotik yolak arasindaki iliskinin halen oldukca belirsiz
oldugunu gostermektedir. Tez ¢calismasinda IGROV1ve SKOV3 hiicrelerinde BFA uygulamasi
sonrasinda BCL-2 ve BCL-XL protein seviyelerinde tespit edilen artislar es zamanli olarak
mRNA seviyesinde de bulunmustur (Sekil 24, Sekil 27). Bu bulgular BFA tarafindan
indiiklenen Golgi stresinin dncelikli olarak hiicreleri apoptotik hiicre 6liimiine kars1 koruyucu
bir etkiye sahip olduguna isaret etmektedir. Aynt zamanda BFA’nin BCL-2 ve BCL-XL
ekspresyonunu transkripsiyonel diizeyde indiikledigini gostermektedir.

Tez ¢alismasinda direkt olarak DNA hasar1 ve Golgi stresi arasindaki iliskiyi incelemeyi
amaglamasa da AZD6738 ve Brefeldin A kombinasyonu ile her iki yolagi da aktive ederek over
kanseri hiicrelerinde mitokondriyal apoptotik yolagin tam olarak aktivasyonuna neden oldugunu

acik bicimde ortaya koyulmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

ATR inhibitér ilaglar1 oldukga etkin kullamma sahip terapdtik ajanlardir. Ozellikle

kombine tedavi uygulamalarinda spesifik hedefleri olan ATR’1 baskilayarak etkinlik gosterirler.

Birgok kanser hiicre hatti ¢alismalarinda kullanilmig olup farkli hiicre 6liim yolaklarin

indiikledigi dogrulanmistir. Yapilan literatiir calismasinda ATR kullanimin tekil ajan olarak

kullaniminin kisitli oldugu saptanmis olup, ¢alismalarimizda ATR ile uyumlu olabilecek bir

molekiil taramasi sonucunda Brefeldin A molekiiliiniin etkinligini tespit edilmistir. Bu

dogrultuda yapilan 6n ¢alismalarimiz da AZD6738 ve BFA ilag uygulamalarinin, SKOV3 hiicre

hattinda hiicre 6lim yolagin1 dogrulamistir. Deneyler bu yonde planlanarak caligmalar

tamamlanmistir. Bu tez calismasinin sonuglarina gore;

IGROV1 ve SKOV3 hiicrelerinde kombine ila¢ uygulamasi sonrasi immunblot
sonuglarina gore antiapoptotik BCL-2 proteinlerinin seviyelerinde azalig, proapoptotik
BCL-2 proteinlerinin seviyelerinde artis tespit edilmistir. Ayni zamanda mRNA
seviyesinde BCL-2 ailesi seviyeleri tespit edilerek degerlendirilmistir.

Kombine ilag uygulamasi sonrasi hiicre 6liimii cevab1 Annexin V/PI boyamasi sonrast
akis sitometrisinde degerlendirildiginde, IGROV1 ve SKOV3 hiicrelerinde anlaml
bicimde apoptotik hiicre 6liimiine neden olmustur, ancak normal over epitel hiicrelerde
farklilik gézlenmemistir.

IGROV1 ve SKOV3 hiicrelerinde kombine ila¢ uygulamasi sonrasi; immunblot ile
uyumlu olarak luminetrik kaspaz aktivasyonu, sitoplazma ve mitokondriyal sitokrom ¢
miktar;, BAX ve BAK aktivasyonu tespit edilmis olup; hiicre 6liim yolaklarinin
indiiklendigi dogrulanmaistir.

2D kiiltirih modelleri ile 3D tiimoér sferoidlerinde AZD6738+Brefeldin A
kombinasyonunun mitokondriyal hiicre 6liimii yolagini aktive ettigi gosterilmistir.
Tiim bu bulgular AZD6738 veya Brefeldin A’nin tekil ajan olarak degil ama kombine
olarak uygulandiginda mitokondriyal apoptotik sinyal ileti yolagini aktive ettigini
gosterilmistir.

Yenilik¢i ATR inhibitorii ile kombinasyon terapi yaklagiminin, molekiiler diizeyde
klinige uyarlanmasi ile dnemli bir basamak olusturabilecegini ve yeni arastirma

projelerine Onciiliik edebilecegini ongoriilmektedir.
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