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OZET

Aktan, O. Meme Kanserinde Sisplatin Hiicresel Yanitinin DDB2 ve DNA Polimeraz Eta
Uzerinden incelenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya
Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2022. Bu calismada, MCF-7 meme kanser
hiicrelerine sisplatin ile birlikte PNR-7-02 verilmesinin hicre canliliklari ve DNA hasar
yanitlarinda gorev alan DDB2 ve DNA polimeraz n proteinlerini kodlayan genlerin
ekspresyonlari Gizerine etkisinin incelenmesi amaglanmustir. Sisplatin, platin grubu iceren
antineoplastik bir ilactir. Etkisini DNA’ya baglanip replikasyonu engelleyerek ve hiicreyi
apoptoza gotirerek gerceklestirir. PNR-7-02 ise DNA hasar toleransinda gorevli insan
DNA polimerazi n’nin inhibitéri olarak gelistirilmis, indol tiyobarbitirik asitten
turevlendirilmis bir kimyasal molekildir. MCF-7 hicrelerine sisplatin, PNR-7-02 ve
kombinasyonlari 24 ve 48 saat slire ile uygulanmis, hiicre canliliklarina etkisi MTT deneyi
ile belirlenmistir. Kombine uygulamanin hiicre canhliklari Gizerine etkileri Chou-Talalay
yontemiyle degerlendirilmistir. DDB2 ve DNA polimeraz n gen ekspresyon analizleri
kantitatif gercek zamanl polimeraz zincir re5aksiyonu ile gerceklestirilmistir. 1C50
degerlerinde verilen ilag kombinasyonlarinin hiicre canliigini anlamli bir sekilde azalttigi
(24 saat icin p<0,01, 48 saat icin p<0,005) gozlenmistir. Chou-Talalay yontemi ile diisik
sisplatin dozlarinda (24 saat igin <36uM, 48 saat i¢in <16 M) kombine ilag uygulamasinin
sinerjistik bir etkisinin (Cl <1) oldugu hesaplanmistir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siresi
icin IC50’ye uygun dozlarda ila¢ uygulandiginda, DDB2 ve Pol n gen ekspresyonlarinin
kontrol gruplarina gore sisplatin, PNR-7-02 ve kombine ila¢ verilmis hiicrelerde arttig
bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Meme Kanseri, Sisplatin, DDB2, PNR-7-02, DNA Polimeraz 1, ilag

Direnci
Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimince

desteklenmistir. Proje No: TYL-2020-18767
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ABSTRACT

Aktan, O. Investigation of Cisplatin Cellular Response in Breast Cancer by DDB2 and
DNA Polymerase Eta. Hacettepe University Graduate School of Health Sciences,
Biochemistry Program, Master Thesis, Ankara, 2022. In this study, it was aimed to
investigate the effect of administration of PNR-7-02 together with cisplatin to MCF-7
breast cancer cells on the expression of genes encoding DDB2 and DNA polymerase n
proteins, which are involved in DNA damage responses and cell viability, respectively.
Cisplatin is an antineoplastic drug containing a platinum group. It exerts its effect by
binding to DNA, inhibiting replication and leading the cell to apoptosis. PNR-7-02 is a
chemical molecule derived from indole thiobarbituric acid and developed as an inhibitor
of human DNA polymerase n, which is involved in DNA damage tolerance. In this study,
cisplatin, PNR-7-02 and their combinations were applied to MCF-7 cells for 24 and 48
hours and their effect on cell viability was determined by MTT assay. The effects of the
combined application on cell viability were evaluated by the Chou-Talalay method. DDB2
and DNA polymerase n gene expression analyzes were performed by quantitative real-
time polymerase chain reaction. It was observed that given drug combinations at IC50
values were significantly reduced cell viability (p<0.01 for 24 hours, p<0.005 for 48
hours). Through calculation by the Chou-Talalay method a synergistic effect (Cl<1) at low
doses of cisplatin when combined with PNR-7-02 was found. When the drugs are
administered in doses appropriate to the IC50 for the 24 and 48 hour incubation period,
it was found that DDB2 and Pol 1 gene expressions were increased in single/combined
drug-treated cells as compared to the control groups.

Keywords: Breast Cancer, Cisplatin, DDB2, PNR-7-02, DNA Polymerase Eta, Drug

Resistance
This thesis was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects

Coordination Unit. Project No: TYL-2020-18767
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1. GIRiS

Kanser, anormal hiicre biiylimesinin neden oldugu bir grup hastaliktir ve diinyada
en ¢ok 6lime neden olan ikinci saglik sorunudur. Meme kanseri 2020 yilinda cinsiyete
bakilmaksizin tiim kanserler icinde en ¢ok teshis konulan kanser tiridir (1). Yeni teshis
konulmus kanserlerin %11,7’sini ve kadinlarda kansere baglh olimlerin %6,9’unu
olusturur (2).

Meme kanseri tedavisinde cerrahi yontemler, radyoterapi, kemoterapi ile
reseptor hedefli tedavi yontemleri kullanilir (3, 4). Kemoterapi, 6zellikle kanser gibi hizh
¢ogalan hicreleri oldirmek i¢in kullanilan ila¢ tedavisinin genel adidir. Farkli etki
mekanizmalarina sahip bir ¢ok kemoterapi ilaci mevcuttur (5). Bu ilaglardan alkilleyici
ajanlar, DNA zincirleri arasinda capraz baglar olusturarak DNA hasari yaratirlar. Béylece
replikasyonu engeller ve apoptotik yolaklari indikleyerek kanserli hiicreleri oldirtrler
(6).

Alkilleyici ajanlardan biri olan sisplatin (cis-diamin dikloro platin IlI, cis-DDP) anti
timor etkili platin bazh bir molekildiir (7). Sisplatin intraveno6z olarak uygulanir. Goéreceli
yiksuz, reaktif olmayan sekilde hiicreye ulasir (8). Hiicre icine girdikten sonra aktif platin
(1) formuna dondusur. Aktif form glicli elektrofilik 6zelliktedir ve nikleofilik bdlgesi olan
herhangi bir makromolekiil (DNA, RNA, proteinler, membran fosfolipitleri, hiicre iskeleti
elemanlari ve tiyol grubu iceren molekiller) ile etkilesebilir. Sisplatinin aktif formu hiicre
icinde pek ¢ok makromolekiille etkilesmekle birlikte asil sitotoksik etkisinin hiicre
DNA’sinda hasarlar olusturmasindan kaynaklandigi kabul edilmektedir. Bu hasarlarin
biydk kismi (~%90) 1,2-GpG, 1,2-ApG zincir i¢i capraz baglar seklindedir. Yaklasik %2
oraninda 1,3-zincir ici guaninler arasinda c¢apraz baglanma, %1’den daha az oranda

zincirler arasi capraz baglanma, c¢ok az miktarda da monofonksiyonel G-eklentisi



olusturur (7, 9). Sisplatinin indikledigi DNA hasarlari DNA replikasyonunun ilerlemesini
engeller. Durmus replikasyon hiicrede apoptozu tetikler ve hiicreyi 6liime gotirir (6).

Sisplatin tedavisindeki en biiyiik sorunlardan biri ila¢g direncidir. ila¢c direnci,
uygulanan ilacin kanserli hiicrelerde yeterince etkisini gosterememesidir ve daha yiksek
ilag kullanimini gerektirir. Bu durum ilag kullanimini sinirlayici olan istenmeyen yan
etkilerin artisina neden olur. Sisplatin direncinden sorumlu oldugu dusinilen
mekanizmalar arasinda sisplatinin hicre iginde birikiminin azalmasi (10-12), sisplatinin
glutatyon, metallotiyenin ya da diger kukirt iceren molekillerle inaktivasyonu (13),
sisplatin-DNA capraz baglari eklentilerini onaran tamir mekanizmalarinin artisi (14, 15)
ve sisplatinle indiklenen eklentilere karsi DNA hasar toleransinin artisi (16, 17) sayilabilir.
Sisplatinin kemoterapotik etkisi DNA hasarlari sonucu gerceklestiginden (18) DNA onarim
mekanizmalari ve DNA hasar toleransinin artigi direng mekanizmalari arasinda 6zel bir
Oneme sahiptir.

DNA’da olusan hasarlarin onarilmasi, olusan hasarin tiriine bagh olarak farkli
mekanizmalarla gercgeklesir. Direkt onarim mekanizmasi, nikleotid eksizyon onarimi
(NER), baz eksizyon onarimi (BER), yanlis eslenmis bazlarin onarimi (MMR), homolog
rekombinasyonel onarim (HRR), non-homolog uclarin birlesimi (NHEJ), zincirler-arasi
gapraz baglarin onarimi bilinen onarim mekanizmalarindandir (19).

Sisplatin-DNA eklentilerinin onariminda ana mekanizma nikleotid eksizyon
onarimidir (NER). Nikleotid eksizyon onarimi, DNA’da distorsiyona neden olan biyik
DNA eklentilerinin onarimindan sorumlu olan, bilinen en genel onarim mekanizmasidir.
Bu mekanizmada hasar birden fazla protein tarafindan taninir. Hasari iceren zincirden bir
oligonikleotid parca kesilir ve uzaklastirilir. Kesim sonucu olusan bosluk bélgesinde
komplementer zincir kalip olarak kullanilarak DNA polimerazlarla tamir sentezi
gerceklestirilir ve DNA ligazlarla zincir butinlGgi saglanir. Mekanizma genel genom NER’i
(GG-NER) ve transkripsiyonun aktif oldugu genlerde gerceklesen transkripsiyona

kenetlenmis NER (TC-NER, TCR) olmak Uizere 2 yol icerir. Bu mekanizmada yer aldigi



belirtilen ultraviyole (UV) 1sig1 tarafindan indiklenerek hasara baglanan protein 2 (DDB2,
UV-DDB2, XPE, p48) hasar bolgesine ilk ulasan proteinlerdendir ve hasar tanima proteini
olabilecegi dustintlmustir (20). Bu protein, DDB1 adi verilen 127 kDa’luk bir proteinle
UV-DDB heterodimerini olusturur. DDB2’nin in vitro olarak NER aktivitesini arttirmadigi
(21), in vivo NER’de ise etkili oldugu gosterilmistir (22). DDB2’'nin transkripsiyonda,
kromozom segregasyonunda, hiicre dongusiinde, apoptozda, protein degradasyonunda
da islev goren bir multifonksiyonel protein oldugunu ortaya koyan bircok calisma
yapilmistir (21, 23-26).

DNA hasar yikiniin ¢ok fazla oldugu durumlarda onarim mekanizmalari yeterli
olmazsa lezyon gerektigi gibi hizli bir sekilde ortadan kaldirilamaz ve replikasyonun
ilerlemesi engellenir. Bu durumda hiicrede lezyona ragmen polimeraz aktivitesi
gosterebilen, proofreading aktivitesi bulunmayan 0Ozellesmis DNA polimerazlar ile
replikasyona devam edilebilir. Bu siireg, translezyon DNA sentezi (TLS) olarak adlandirilir.
DNA tamir kapasitesinin yetersiz olmasi durumunda replikasyondan sorumlu DNA
polimerazlar ile TLS igin 6zellesmis DNA polimerazlar replikasyon c¢atalinda yer degistirir,
lezyon TLS polimerazlar ile atlanir ve tekrar replikatif DNA polimerazlar DNA sentezine
devam ederek replikasyonun devamliligini saglar. DNA polimeraz n (Poleta) bu
polimerazlarin en etkililerindendir ve POLH geni tarafindan kodlanir (27).

Bu calismada, sisplatin verilmis MCF-7 insan meme adenokanseri hiicre
hatlarinda DNA polimeraz n inhibisyonunun hiicre proliferasyonu/canhligi Gzerine
etkisinin olup olmadiginin, bu inhibisyonun sisplatin ile birlikte hiicre canliligina etkisinin
incelenmesi, sisplatinin tek ya da Pol n inhibitori ile birlikte uygulanmasi durumunda
DDB2, Pol n gen (POLH) ekspresyonlarinin degisiminin incelenmesi planlanmistir. Tez
calismasindan elde edilecek sonuclarin sisplatine ila¢ direng gelisimine karsi aranan

¢Ozlime katki saglamasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, vicudun diger bolgelerine yayllma potansiyeli olan, anormal hiicre
blylimesinin neden oldugu bir grup hastaligr ifade eder (1). Dinyada kalp
hastaliklarindan sonra ikinci 61iim nedeni olan 6énemli bir halk sagligi sorunudur. Amerika
Birlesik Devletleri’'nde 2021 yilinda 1.898.160 kisinin yeni tani alacagi, kansere bagh
olimlerin de 608.570 olacagi tahmin edilmektedir (28). En sik goriilen kanserler sirasiyla
meme, akciger, kolon, rektum, prostat, cilt ve mide olarak siralanabilir (1).

Saglikh htcrelerin ¢ok asamali bir silirecte malin timoér hicrelerine-kanserli
hlcrelere- dontsimi genetik ve cevresel faktorlerin etkilesimi sonucu gercgeklesir.
Kansere neden olan (karsinojen) etkenler fiziksel (UV 1sinlari, iyonize radyasyon vb.),
kimyasal (asbest, titin dumaninin bilesenleri, aflatoksin, arsenik vb.) veya biyolojik
(viris ya da bakteriler vb.) olabilirler (1).

Kanserler, bazi istisnalar olmakla birlikte genellikle koken aldiklari dokulara ve
farklilasma o6zelliklerine gore adlandirilirlar. Epitel doku ve tiirevlerinden koéken alan
malin neoplazmlar karsinom, mezenkimal doku kokenli olanlar ise sarkom olarak
adlandirilirlar. Timorin koken aldigi hicre tipi de genellikle 6n ad olarak eklenir.
Ornegin bez ya da duktus kékenli epiteliyal kanser adenokarsinom, kondrosit kdkenli
mezenkimal bir kanser de kondrosarkom olarak isimlendirilir. Kaynak doku ve organ
taniml (6rnegin kolanjiyokarsinom), ya da diferansiyasyon durumuna goére (6rnegin koti

diferansiye karsinom) isimlendirmeler de yapilmaktadir (29, 30).



2.2. Meme kanseri
2.2.1. Epidemiyoloji

Meme kanseri, global kanser istatistiklerine (GLOBOCAN) gore 2020 yilinda
cinsiyet gozetilmeksizin en sik yeni teshis konulan kanser tiridir. Yeni teshis konulan
kanser vakalarinin %11,7’sini (2.261.419 vaka) ve kansere bagh olimlerin %6,9’unu
olusturur. Kadinlarda ise meme kanseri en sik yeni teshis alan (%24,5) ve en sik 6lime
neden (%15,5) olan kanser turt olarak dikkat ¢eker. Gelismis/cok gelismis tlkelerde
insidansinin disuk/orta gelismis Ulkelere gore daha yiksek oldugu, mortalitenin ise
aksine gelismis/cok gelismis Ulkelerde diger ulkelere kiyasla daha az oldugu rapor
edilmistir (31). Meme kanseri ylkinin yasanilan cografya, yasam tarzi, etnik koken, irk

gibi faktorlere gore degiskenlik gosterdigi belirtiimektedir (32).
2.2.2. Risk faktorleri

Meme kanseri gelisiminde yas, menopoz durumu, 6énceden gegirilmis meme
kanseri oykisu, aile 6ykiisl, immiinsiipresyon durumu, beslenme durumu, hormonal
olan/olmayan faktorler, genetik faktorler gibi cesitli faktorlerin rol oynadigi gosterilmistir
(32, 33). insidansin 50 yasa kadar arttigl, daha sonra azaldigi belirtiimektedir (33).
Ostrojen, progesteron gibi seks steroidlerinin hiicre bélinme hizini etkiledigi,
proliferasyonu arttirdigi ve meme kanseri gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir. Bu
hormonlara uzun stire ve/veya yiksek dozda maruz kalinmasina neden olan durumlarin
(erken menars, ge¢c menopoz, nulliparite gibi menstriiel dongi sayisinin fazla oldugu
durumlar, ilk bebegin gec¢ yasta dogurulmasi, hormon replasman tedavileri vb.) meme
kanseri riskini arttirdigi belirtilmistir. Aksine, ge¢c menars, erken menopoz, ilk bebegin
erken yaslarda dogurulmasi, uzun emzirme siiresi, erken yasta ooferektomi gecirilmesi
durumlarinda da riskin azaldigi saptanmistir. Obezite, 6zellikle postmenopozal

kadinlarda bir risk faktorli olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Postmenopozal dénemdeki



Ostrojeninin en 6nemli kaynag periferik yag dokudaki androstenedionun aromatizasyon
ile 6strona (E1) donisiimudir. Obezite ile 6strojene maruziyetin artmasi postmenopozal
donemde Ozellikle hormon reseptorii pozitif meme kanseri riskini arttirmaktadir (32, 33).

Meme kanseri riskini hormonal olmayan faktérler de arttirmaktadir. Beslenme
durumu (uzun sire yilksek yagh diyetle beslenme, alkol tiketimi), radyasyona maruz
kalma bu faktorler arasinda sayilabilir.

Meme kanserine yatkinlik olusturan genetik faktorler arasinda en 6nemlileri DNA
hasar yanit yollarinda gorev alan timor baskilayici breast cancer type 1/2 susceptibility
gene (BRCA1 ve BRCA2) otozomal dominant germ hatti mutasyonlaridir. BRCA1 geni 17.
kromozomun (17q), BRCA2 geni de 13. kromozomun uzun kolunda yer alir. Kanserin
inisiasyonu icin her iki allelin de fonksiyonunu kaybetmis olmasi gerekir. Herediter meme
kanserlerinin %45’inden BRCA1, %35’inden de BRCA2 gen mutasyonlarinin sorumlu
oldugu saptanmistir. PALB2 (Partner and localization of BRCA2) adi verilen, BRCA2'nin
nikleer lokalizasyonuna izin veren proteini kodlayan genin mutasyonu da meme kanseri
icin risk faktori olarak kabul edilmektedir. PTEN mutasyonlariyla seyreden Cowden
hastaligi, TP53 mutasyonlariyla seyreden Li-Fraumeni sendromu, MSH2/MLH1
mutasyonlariyla seyreden Muir-Torre sendromu, STK11/LKB1 mutasyonlariyla seyreden
Peutz-Jeghers sendromu, ATM mutasyonlariyla seyreden Ataksi Telenjiektazi, Lynch
sendromu gibi CDH1 mutasyonlariyla seyreden herediter diffliz gastrik kanser sendromu
da artmis meme kanseri riskiyle seyreden klinik tablolar olarak dikkat cekmektedir (32,

34).

2.2.3. Histopatoloji, Siniflandirma

Meme kanserleri, kanser hiicrelerin bazal membran tutulumu vyapip
yapmamasina gore invaziv ya da in situ olarak ikiye ayrilirlar. In situ (bazal membrani
tutmamis) karsinomlar da lobiler ya da duktal olarak siniflandirilirlar. Lobuler in situ

karsinomlar lobiillin asinlislerinden ya da terminal duktuslarindan kéken alirken, duktal



in situ karsinomlar duktuslari ¢evreleyen epitelin proliferasyonu ve duktus laminasi
icinde papiller biyume ile seyrederler. Lobller in situ karsinomlarin ileriki yillarda %25-
35, duktal in situ karsinomlarin ise %25-70 oraninda invaziv karsinoma doénisme riski
bulunmaktadir.

invaziv meme kanserleri de kdken aldiklari bélgeye gére lobiiler ya da duktal
karsinomlar olarak ayrilirlar. Ayrica meme kanseri spesifik alt tipleri de tanimlanmuistir.

Klinik evrelemede meme kanserinde tiimor capi, lenf nodu tutulumu, metastaz
durumuna gore degerlendirmenin yapildigi TNM (T=timor, N = nod/lenf nodili ve M =
metastaz) siniflandirmasi kullanilmaktadir (35).

Anatomik olarak yayginlik, patolojik tiplendirme yaninda c¢esitli reseptorlerin
ekspresyonunun varhigi/yoklugu/artmis olmasina gore de meme kanserleri
siniflandiriimaktadir. Bu reseptorler, ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptori (PR)
ve insan epidermal biylme faktori reseptort 2 (HER2)dir (36). Bunlar luminal A (ER ve
PR pozitif, HER2 negatif ve dislik Ki-67 proliferasyon indeksi), luminal B (ER pozitif, PR
pozitif/negatif/dusik, HER2 negatif veya pozitif ve ylksek/dusik seviyedeki Ki-67
proteini), HER2 pozitif/non-luminal (ER ve PR negatif ve HER2 pozitif) ve bazal benzeridir
(ER, PR ve HER2 negatif) (37). Tedavinin planlamasinda bu siniflama énemlidir. Meme
kanserinin histopatolojik ve molekiler siniflandirmasi Sekil 2.1.’de 6zetlenmistir (32, 38,

39).



— in situ Karsinom=——s= Duktal —= . Komedo

‘ -Kribriform
Lobiiler 'Mlkrc papiller
-Papiller
-Solid
Histolojik * Meme ucunun Paget hastaligi

! : Siniflandirma) - invaziv duktal karsinom
1 - Mediiller karsinom
f - Misinéz (kolloid) karsinom
- Papiller karsinom

Meme Kanseri —— invaziv (infiltratif) Karsinom - Tubdler karsinom
- Invaziv lobuler karsinom

— Luminal A(ER +, PR+, HER2 -, Ki-67 Duislik)
— Luminal B, HER2 - (ER +, PR -/disiik, Ki-67 Yiiksek)
Molekiiler Siniflandirma

Luminal B, HER2 + (ER +, PR +/-, Ki-67 DUslik/Y{iksek)

—— Non-luminal, HER2 + (ER -, PR -, HER2 +)

L— Bazal Benzeri(Uglii negatif) (ER -, PR -, HER2-)

Sekil 2.1. Meme kanserlerinin histopatolojik ve molekiler siniflandirilmasi. Referans (39) ‘dan
esinlenerek hazirlanmistir (32, 38).

2.2.4. Prognostik ve Prediktif Belirtegler

Meme kanseri icin tedaviden bagimsiz olarak hastaligin gidisini tahmin etmeye
yardimci prognostik belirtecler ve belirli tedavilere yaniti 6ngérmeye yardimci prediktif
belirtecler tanimlanmistir. invaziv meme kanserlerinde tiimére ait faktorler ve hastaya
ait faktorler icinde (Tablo 2.1) molekiiler belirtecler de prognostik ve prediktif faktorler
arasinda 6nemli yer tutmaktadirlar (32).

Bu belirtecler arasinda steroid hormon reseptorleri ekspresyonu (ER ve PR)
onemlidir. Hormonal faktorlerin meme kanserinin baslamasi ve ilerlemesinde énemli rol
oynadigi bilinmektedir. Timdrde ER ve PR ekspresyonu olan hastalarin, bu reseptoriin
ekspresyonu olmayan hastalara gére daha uzun yasadigl, endokrin tedaviye daha iyi yanit

verdigi gosterilmistir (33).



Tablo 2.1. invaziv meme kanserinde prognostik ve prediktif belirtecler (32).

Tiimore ait faktorler Hasta bireye ait faktérler
=  TUmor boyutu = Yas
= Lenfnodlarinin durumu =  Menopoz durumu
= Histolojik/nukleer grade = Aile 6ykusi
=  Lenfatik/Vaskiler invazyon *  Oncesinde meme kanseri 6ykiisii varligi
=  Patolojik evre = |Imminsupresyon
=  Hormon reseptdr durumu =  Beslenme

= DNA igerigi (ploidi,  S-faz
fraksiyonu)

* intraduktal kompartmanin
durumu

=  HER2/neu ifadelenmesi

=  Oncesinde kemoterapi gérmiis olmasi

Reseptor tirozin-protein kinaz erbB-2 (ERBB2), blyime faktéri reseptorleri
ailesine ait insan epidermal bliyiime faktori reseptori 2 (HER2) ekspresyonu da meme
kanserinde prediktif/prognostik olarak kullanilan bir diger belirtectir. HER2/neu’nun
timor biyopsisinde imminohistokimyasal olarak asiri ifadelenmesi bu tiimorlerin yiiksek
proliferasyon indeksi, az diferansiasyon ve yiiksek rekirrens ihtimalinin bir gostergesi
olarak degerlendirilmektedir. Bu hastalar ayrica anti-HER2 tedavisine aday olarak kabul
edilmektedirler (32, 38).

Proliferasyon iliskili Ki-67 antijeni molekiler siniflamada kullaniimakta, bunun
yaninda ylksek mitotik indeksin bir géstergesi olarak dérdiinci bir immunohistokimyasal
belirte¢ olarak kabul edilmektedir (38).

Bu dort belirte¢ disinda timor baskilayict p53, cesitli siklinler, siklin bagimli
kinazlar, sinyal iletim yollarindaki bazi molekuller gibi pek c¢ok belirte¢/aday belirteg

tanimlanmistir. Bu molekiiller Tablo 2.2’de 6zetlenmistir (32).

Tablo 2.2. Meme kanserinde kullanilan/aday prognostik/prediktif belirtegler (32).

invaziv meme kanserlerinde kullanilan/aday prediktif/prognostik molekiiler belirtegler
—  Steroid hormon reseptérleri (Ostrojen, Progesteron)
—  Biylime faktorleri, Biiyiime faktorleri reseptorleri (insan epidermal biiylime faktori reseptérii 2
(HER2/neu), Epidermal bluyume faktori reseptori (EGFR), Transforme edici bliyume faktoru
(TGF), Plateletlerden derive biiyiime faktorii (PDGF), insiilin benzeri biyiime faktérii (IGF) ailesi)
—  Proliferasyon belirtegleri (Prolifere hiicre niikleer antijeni, Ki-67)
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Tablo 2.2’nin devami.

— Anjiyogenez belirtegleri (Vaskiiler endoteliyal biyime faktori (VEGF))

— Rapamisinin memeli hedefi (mTOR) sinyal yolagi

—  Tumor baskilayici gen (p53)

—  Hicre dongusu, siklinler, siklin bagimli kinazlar

—  Proteazom

— COX-2 enzimi

—  Peroksizom proliferator aktive reseptérler (PPAR)

— Apoptoz, Apoptoz modulatérleri

—  bcl-2 (B-hiicre lenfoma 2), bax (Bcl-2 iliskili X proteini): bcl-2 orani

2.2.5. Tedavi

Meme kanserinde tedavi planlanirken tiimoérin evresi, histopatolojik tipi, alt tipi,
bireye ait faktorler, molekdler belirteg diizeyleri gibi pek cok parametre degerlendirilir.
Meme kanseri tedavisinde cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hormonal, reseptor hedefli
tedavi yontemleri kullanilmaktadir (32).

Cerrahi tedavi, eksizyonel biyopsi, meme korunarak primer timorin ¢ikarilmasi,
sentinel lenf nodu diseksiyonu, lumpektomi, unilateral/bilateral mastektomi gibi
secenekleri kapsar (40).

Radyoterapi, meme kanserinin her evresinde kullanilabilecek bir tedavidir (41).

Endokrin (Hormonal) tedaviler:

Meme kanserlerinin ¢ogunda steroid hormon reseptoru (ER/PR) pozitiftir.
Endokrin tedavi viicuttaki 6strojen diizeyini azaltici ya da dstrojenin etkinligini engelleyici
etki gosterir. Bu nedenle hormon tedavisi, anti-ostrojen tedavi olarak da isimlendirilir.

Bu tedavide 3 farkli ilag grubu kullanilir: 1-Secici 0strojen reseptér modulatorleri
(SERM); 2-Aromataz inhibitorleri; 3-Secici 6strojen reseptor down-regiilatorleri (SERD).
(3).

Birinci grupta yer alan tamoksifen, raloksifen ve toremifen gibi ilaglar, en sik
kullanilan SERM’lerdir. Tamoksifen sitozoldeki Ostrojen reseptorlerine baglanir ve

dstrojenin meme dokusuna alinmasini engeller (4). ikinci grupta, 6strojen sentezinin son
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basamagindaki aromataz enzimini inhibe eden anastrozol, letrozol gibi non-steroid,
eksemestan gibi steroid yapidaki ilaglar yer alir (32). Ugiincii grupta yer alan Fulvestrant
(IC1 182,780) ise su anda meme kanseri tedavisi igin onaylanmis tek SERD’dir. SERM’lere
gore avantaji yuksek afiniteye sahip olmasi, Ostrojen reseptorlerinin aktivitesini
engellemesinin yaninda bu reseptdérlerin degradasyonunu hizlandirici etkisinin olmasidir
(3,42).

Bunlar disinda progestin (megestrol asetat), androjenler (fluoksimesteron),
yuksek doz 6strojen (etinil 6stradiol) de kullanilabilmektedir.

Anti-HER2 hedefli tedaviler:

HER2 ifadelenmesi pozitif olan hastalar anti-HER2 tedaviye adaydirlar. Bu grupta
HER2'yi hedefleyen anti-HER2 monoklonal antikor tedavileri (Trastuzumab,
Margetuksimab, Pertuzumab vb.), HER2 reseptdr yolagini bozan ikili tirozin kinaz
inhibitori Lapatinib ve anti-HER2 antikorlarla konjuge edilmis kii¢lik molekdillerin
kullanildigi farkli ilag alternatifleri bulunmaktadir (32, 43).

Kemoterapi:

Kemoterapi, 6zellikle kanser gibi hizli biiylyen hiicreleri 6ldiirmek icin kullanilan
ilac tedavisinin genel adidir. Cerrahi tedavi planlanan hastalarda pre-operatif uygulanan
kemoterapi neoadjuvan, ana kanser tedavisi sonrasi hastaligin rekiirrens ve metastaz
riskini azaltmasi amaciyla uygulanan tedavi ise adjuvan kemoterapi olarak isimlendirilir.
Uzak metastaz gorilen hastalarda 6ncelikli tedavi olarak kemoterapi tercih edilir (44, 45).

Farkli etki mekanizmalarina sahip bircok kemoterapi ilaci mevcuttur (5). Bunlar;
alkilleyiciler, nitrozlreler, antimetabolitler, bitki alkoloidleri, anti-timor antibiyotikleri ve
topoizomeraz inhibitorleri olarak siralanabilirler (5).

Alkilleyici ajanlar (sikolofosfamid, sisplatin-karboplatin gibi platin iceren ilaglar,
melfalan, temozolomid vb.), DNA zincirleri arasinda capraz baglar olusturarak DNA'da
hasar olustururlar. DNA’da meydana gelen bu degisiklikler replikasyonu engeller ve

hiicrenin apoptozuna vyol acar. Nitrozireleri (karmustin, lomustin, semustini
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streptozosin) diger alkilleyicilerden ayiran en biiylik 6zellik kan-beyin bariyerini gegebilir
nitelikte olmalaridir. Antimetabolitler, folat antagonistleri, plrin antagonistleri ve
pirimidin antagonistleri olarak siniflandirilabilirler. Bu kategorideki molekiller
nikleotidlerle yapisal benzerlik gosterir ve DNA/RNA sentezi lizerinden etki ederler.
Nikleik asit sentezi bozuldugu igin genellikle hiicre dongusiiniin S fazi sirasinda yuksek
etkiye sahipken, Go evresindeki hiicreler lizerinde ¢ok az etki gosterirler. Bu nedenle de
cok hizli biiyliyen timorlerde etkileri oldukga fazladir (46).

Antrasiklinler veya anti-timoér antibiyotikler, DNA ile interkalasyon yaparak DNA
metabolizmasina ve RNA sentezine etki eder. Boylece transkripsiyonu ve replikasyonu
engelleyerek 6zellikle hizl bliylyen hiicrelerde canlilhig etkiler. Ayrica hiicreye girdikten
sonra oksidorediiktaz enzimleri (sitokrom P450 rediiktaz, NADH dehidrogenaz, ksantin
oksidaz vb.) tarafindan indirgenerek serbest radikaller olustururlar. Bu radikaller oksijen
ile etkilesime girerek stperoksitleri, peroksitleri ve hidroksil radikallerinin olusmasini
saglar. Reaktif oksijen tirleri de oksidatif strese neden olur ve DNA hasari ve lipit
peroksidasyonuna neden olur ve hiicre apoptozunu tetikler (6).

Meme kanserinde kemoterapi segeneginin kullanilmasinda timoriin evresi ve
molekiler belirteglerin durumu 6nemlidir. Glincel protokoller antrasiklin iceren ya da
icermeyen ila¢c kombinasyonlari olarak gruplandirilabilir. Antrasiklinler (doksorubisin ya
da epirubisin) genellikle taksanlarla (paklitaksel, dosetaksel) birlikte kullanilir. Antrasiklin
icermeyen protokollere en klasik érneklerden biri alkilleyici bir ajan olan siklofosfamid
(Cyclophosphamide), antimetabolit ajanlardan olan Metotreksat (folat antagonisti) ve 5-
Fluorourasilin (sentetik fluoropirimidin antagonisti) birlikte kullanildigi CMF rejimidir (32,
47, 48).

Platin iceren ilaglardan (sisplatin, karboplatin, oksaliplatin vb.) ilk tanimlanip
kullanilan sisplatinin meme kanserinde etkili olabilecegi 1970’li yillarda gosterilmis (49),
o tarihten sonra sisplatinin meme kanserinde kullanilabilirligi ve etkinligi Gzerine

calismalar gerceklestirilmis ve bu calismalar farkli makalelerde derlenmistir (50, 51). O
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yillarda sisplatinin bulanti, kusma, nefrotoksik, norotoksik yan etkileri tedaviyi
sinirlandirici bir faktor olarak ele alinmistir (50, 52). Jurga ve ark. (1994), sisplatin iceren
kemoterapi protokollerinin ilk basamak (n=26), ikinci ve Uglinci basamak (n=36)
tedavide kullanildigi durumda meme kanseri icin tedavi yanit oranini sirasiyla %53,9 ve
%30,6 olarak saptamislar, sisplatin iceren protokollerin ilerlemis meme kanserli
hastalarda etkin oldugunu rapor etmislerdir (53). Decatris ve ark. (2004) da sisplatin ve
karboplatinin ilerlemis meme kanserli hastalarda etkili yanit olusturdugunu
saptamislardir (54). iki binli yillarda yeni ilaglarin da bulunmasiyla sisplatinin meme
kanserinde kullanimi konusu 6nemini kaybetmis goriinse de (32, 55) son yillarda gesitli
ilaglarla kombine kullanimi basta Ucli negatif meme kanserlerinde olmak Uzere
arastirmacilar tarafindan yeniden ele alinmaktadir (56-58). Giincel protokol semalarinda

platin iceren ilaclardan karboplatin yer alabilmektedir (32).
2.3. Sisplatin

Sisplatin (cis-diamin dikloro platin Il, cis-DDP) ilk olarak 1845’de rapor edilmis,
proliferasyonu engelleyici etkisi 1960’larda gosterilmis, 1978’de anti timor etkili olarak
onaylanmis platin bazli bir molekildir (7). Ginimulzde pek ¢ok yeni kanser ilaci
tasarlanmis ve kullanimda olmasina ragmen sisplatin ve sonrasinda gelistirilen platin
bazli ilaglar pek ¢ok kanser tirinin tedavi protokolliinde siklikla yer almaktadir. Bas-
boyun, testis, over, mesane, akciger kanserleri gibi kanserlerde kullanimi bulunmaktadir
(6).

Sisplatin, inorganik yapida merkezi platin atomuna bagl cis pozisyonunda ve
yatay dizlemde iki klor atomu ile iki amin grubu iceren, suda ¢ozilebilir, géreceli polar
yapida alkilleyici 6zellikte kemoterap6tik bir ajandir (59-61).

Sisplatinin kimyasal yapisi Sekil 2.2’de gdsterilmistir (60).
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Cl, NHj
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Sekil 2.2. Sisplatinin kimyasal yapisi.

Sisplatin, ¢ozunurliginin kisith olmasi nedeniyle intraven6z olarak uygulanir.
Kandaki ylksek klor diizeyi nedeniyle (~100 mM) goreceli ylksiiz, reaktif olmayan sekilde
hicreye ulasir (8). Hicre icine dikloro formunda bakir tasiyici protein 1 (CTR1)
kontrolliinde girer (62). Sitozoldeki duslk klor diizeyi (~4 mM) sisplatinin su baglamasini
(aquation) saglar (9). Béylece yapisindaki 2 kloru hidroliz yoluyla kaybederek aktif platin

(1) formuna donusir (Sekil 2.3).

Sitozol (;ekirdek

Sekil 2.3. Sisplatinin kandan hiicre igine gegisi sonrasi aktif forma donlismesi ve niikleusta DNA
hasari olusturmasi (63)'ten Turkgelestirilerek alinmistir.

Aktif form giclu elektrofilik 6zelliktedir ve niikleofilik bolgesi olan herhangi bir
makromolekil (DNA, RNA, proteinler, membran fosfolipitleri, hiicre iskeleti elemanlari
ve tiyol grubu iceren molekiiller) ile etkilesebilir. Sisplatin, hiicrede glutatyon, tiyol iceren

molekillere baglanarak inaktiflesebilir. Hiicreden atiimi bakir iceren ATPaz bakir tasiyici
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alfa (ATP7A) ya da beta (ATP7B) ile gerceklesir (10, 11). Memeli hiicresinde sisplatinin
hicre icine alimi, birikimi ve atilimi Sekil 2.4.”te sematize edilmistir (64).

Sisplatinin aktif formu hiicre iginde pek cok makromolekdlle etkilesmekle birlikte
asll sitotoksik etkisinin hiicre DNA’sinda hasarlar olusturmasindan kaynaklandigi kabul

edilmektedir (64).

| CH] Hiicre disi  ~100 mM

Sekil 2.4. Memeli hiicresinde sisplatinin hicre icine alimi, birikimi ve atilimi (64).

Sisplatinin DNA hasarlarini olusturmasi ilk olarak pozitif ylikli aktif sisplatinin
negatif yukli yapiya sahip DNA’da biiyik oluktaki N7 pozisyonundaki guanine atagi ile
baglar. Olusan DNA eklentisi ikinci bir plirine intramolekiler bir atak yaparak purinler
arasinda zincir ici/zincirler arasi capraz baglar/DNA eklentilerinin olusmasina neden olur.
Bu hasarlarin blyik kismi cis-Pt-1,2-d(GpG) (1,2 GpG, Pt-GG, %60-65), 1,2-d(ApG) (1,2
ApG, Pt-AG, %20-25) zincir igi capraz bag/eklenti seklindedir. Yaklasik %2 oraninda 1,3-
d(GpNpG) (1,3 GpXpG, Pt-GNG) zincir ici, %1’'den daha az oranda 1,2 GpG zincirlerarasi
¢apraz baglanma, c¢ok az miktarda da monofonksiyonel G-eklentisi olabilecegi

belirtilmistir (Sekil 2.5.) (7, 9).
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Sekil 2.5. Sisplatin-DNA eklentileri ve gorilme sikliklari (65).

Sisplatinin indiikledigi DNA hasarlari DNA replikasyonunun ilerlemesini engeller.
Durmus replikasyon hiicrede apoptozu tetikleyerek hiicreyi ollime gotiiriir. Kanser

hiicreleri gibi hizli cogalan hiicreler ilacin en ¢ok etkisini gosterdigi hiicrelerdir.

2.3.1. Sisplatine Karsi Direng Geligimi

Sisplatin tedavisindeki en blyilk sorunlardan biri ilag tedavisine karsi direng
gelisimidir. Diren¢ gelisiminde farkli mekanizmalar Gzerinde durulmustur. Olasi
mekanizmalar asagida 6zetlenebilir:

° Sisplatinin hiicre icine alim tastyicilarinin  aktivitesinin  bozulmasi
(deaktivasyonu) ya da alim/atim dengesinin bozulmasi nedeniyle sisplatinin hiicre icinde
birikiminin azalmasi (10-12)

° Sisplatinin glutatyon, metallotiyenin ya da diger sulflir iceren molekdillerle

inaktivasyonu (13)
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° Sisplatin-DNA  capraz baglar eklentilerini onaran onarim
mekanizmalarinin (6zellikle NER) artisi (14, 15)

° Sisplatinle indiklenen eklentilerin replikasyon sirasinda DNA by-pass
polimerazlariyla atlanarak (translezyon DNA sentezi) replikasyonun devamhliginin

saglanmasi (16, 17)
2.4.2. Sisplatinin indiikledigi DNA Hasarlarina Hiicresel Yanitlar

Hicre DNA’si sisplatin gibi genotoksik bir ajanla karsilastiginda hasar goriir. DNA
hasari olustugunda hasara karsi ilk yanit hasarin sensorler tarafindan algilanmasidir.
Hasar sensorlerinden en 6nemlileri ataksi-telenjiyektazi-mutated (ATM) kinaz, ATM- ve
Rad3-iliskili (ATR) kinaz, DNA-bagimh protein kinaz (DNA-PK)’dir. Hasar sensorleri
mediyator molekilleri fosforiller. Mediyatér molekiller de transducer molekiller olan
checkpoint kinaz 1 (Chk1) ve checkpoint kinaz 2 (Chk2)’yi bolgeye cagirir, fosforile eder
ve aktiflestirir. Fosforile olmus bu molekiiller, substratlari olan efektor molekdlleri
fosforiller ve DNA hasarina karsi hiicrede dort dnemli yanit olusmasina aracilik ederler:

1. Hasari onarmaya yonelik DNA onarim mekanizmasinin aktiflesmesi;
2. Hucre dongusiniin kontrol noktalarinda durdurulmasi,

3. Transkripsiyonel profilin degismesi ve

4. Apoptotik mekanizmalarin aktivasyonu (19, 66-69).

DNA hasarinin onarilmasi, olusan hasarin tirine bagh olarak farkh
mekanizmalarla gercgeklesir. Direkt onarim mekanizmasi, nikleotid eksizyon onarimi
(NER), baz eksizyon onarimi (BER), yanlis eslenmis bazlarin onarimi (MMR), homolog
rekombinasyonel onarim (HRR), non-homolog uclarin birlesimi (NHEJ), zincirler-arasi
capraz baglarin onarimi bilinen onarim mekanizmalarindandir. Direkt onarim
mekanizmalarinda hasar tek bir enzim tarafindan taninir ve genellikle ayni enzim
tarafindan onarilir. insanda bulunan onarim mekanizmalardan NER, BER ve MMR’de

hasar, hasarin yer aldigi zincirden kesilerek uzaklastirilir. Hasarin cikarilmasi ile olusan
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bosluk, komplementer zincir kalip olarak kullanilarak DNA polimeraz enzimleri ile
doldurulur. Zincir biitlinlGgu ise DNA ligazlar ile saglanir. Genel olarak bakildiginda NER,
cift zincir DNA’da buklilmeye neden olan buylik DNA eklentilerini; BER tek bir bazi
ilgilendiren DNA hasarlarini (okside, deamine bazlar vb.); MMR yanlis eslenmis bazlarin
tamirini gergeklestirir. Cift zincir kiriklarinin onarimiise HRR ya da NHEJ ile gergeklestirilir.
Bu mekanizmalardan HRR’de tamir sentezi icin kardes kromatiddeki homolog dizi kalip
olarak kullanilir. Homolog olmayan uclarin birlesimi ise hataya acik bir tamir yoludur (19,
20, 68, 70-74)

Sisplatin tarafindan indiklenen hasarlarin ¢ogu (>%90) zincir igi platin
eklentileridir (9) ve olustuklari DNA bolgesinde ¢oziilme ve blyik oluga dogru bikilme
meydana getirirler (75). Bu hasarlar da NER ile onarilirlar. ilgili mekanizma Béliim 2.4.6’da
ayrintili olarak ele alinacaktir. Sisplatinin neden oldugu diger hasarlarin tamirinde diger
onarim mekanizmalarinin da rol oynadigi belirtilmistir (76)

Sisplatin, DNA’da Bolim 2.3.te bahsedildigi sekilde dogrudan hasarlar
olusturabildigi gibi dolayl olarak, oksidatif strese ikincil olarak da hasari indikleyebilir.
Sisplatin, hiicrede glutatyon ve metallotiyeninler ile etkileserek inaktive edilir (64).
indirgenmis glutatyon ile konjiigasyonu enzimatik olarak (glutatyon S-transferaz ile)
ve/veya non-enzimatik olarak gerceklesir (66, 77). Bu durum, indirgenmis/okside
glutatyon oranini azaltarak reaktif oksijen tirleri (ROS) olusumunu uyarir ve oksidatif
stres olusturur (78).

Sisplatinin bir diger hedefi de mitokondridir. Sisplatin, mitokondriyel membran
potansiyelini degistirerek, mitokondriyel DNA hasari olusturarak, antioksidan
mekanizmalari azaltarak ROS’u arttirir. Artan ROS, hiicre membrani ve organellerine
zarar vermenin yani sira niikleer DNA’da da hasarlar olusturur (78). Oksidatif stres
sonucu olusan DNA hasarlarindan apurinik/apirimidinik (AP) bolgeler ve 8-oksoguanin
BER’in substratlaridir (73, 79). Cift zincir kiriklarinin onarilmasinda ise HR ya da NHEJ

gorev alir (80, 81).
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Tablo 2.3. insanda DNA hasarlari ve onariminda rol alan ana mekanizmalar (68, 82).

DNA Hasari Onarim Mekanizmasi
0°-Metilguanin Direkt Onarim (O®-Metilguanin-DNA metil
transferaz)
Urasil

Abazik Bolgeler

8-oksoguanin

Tek zincir kiriklar

0°-Metilguanin

N6- Metiladenin

(6-4) 1sin Uriinleri (6-4 PP)

Bliylik Eklentiler

Siklobutan Primidin Dimerleri (CPD)
2-Asetilaminofluoren
Benzol[a]piren diol epoksit

Sisplatin 1,2-d(GpG)

Sisplatin 1,2-d(ApG)

Sisplatin 1,3-d(GpNpG)

Psoralen tek eklentisi

Psoralen zicirler arasi ¢gapraz baglari
Zincirler Arasi Capraz Baglar

Cift Zincir Kiriklari

A-G Yanlis Eslesme

T-C Yanlis Eslesme

G-G Yanlis Eslesme Yanlis Eslesmis Bazlarin Onarim (MMR)
insersiyonlar
Delesyonlar

Baz Eksizyon Onarimi (BER)

Nikleotid Eksizyon Onarimi (NER)

Rekombinasyonel Onarim (HR, NHEJ)

2.4.3. Baz Eksizyon Onarimi ve Sisplatin

Bu mekanizmada DNA hasari, DNA glikozilazlar ile taninir ve glikozilazin katalizi ile
hasar bolgesinde aplrinik/apirimidinik (AP) bir bolge olusur. AP bolgesi, AP endoniikleaz
(APE) tarafindan taninir ve hasar bolgesinde kesim gerceklesir. Kesim sonrasi olusan
bosluk, poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) bagimli bir mekanizma ile DNA polimeraz R
araciligiyla yeni DNA sentezlenerek doldurulur. DNA ligaz IlI-XRCC1 kompleksi ile de zincir
batunlUgl saglanir (73, 76). Literatirde multifonksiyonel bir protein olan, BER’de de rol

alan PARP1’in sisplatin tarafindan indiklenmis DNA hasarina baglandigi gosterilmistir
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(83). XRCC1, PARP1, POLB knock-out edilerek BER’in islevsiz hale getirildigi DLD-1
hicrelerinde sisplatin ve oksaliplatine duyarhligin arttigi gosterilmistir. Ayni ¢alismada
POLB knock-out ya da inhibe edildiginde bu hiicrelerde transkripsiyonun da
ilerleyemedigi rapor edilmistir (76). Osteosarkom hastalarinda yapilan bir ¢alisma da

APE1’in sisplatin direncinde rol oynadigi gosterilmistir (84).

2.4.4. Homolog Rekombinasyonel Onarim ve Sisplatin

Bu yol iyonizan radyasyon, ROS gibi faktorler tarafindan indiiklenmis gift zincir
kiriklarinin hatadan yoksun onarimini saglar. Hiicre dongusiiniin S fazinda aktiftir (85,
86). Mekanizmada 3’ uglar daha uzun kalacak sekilde kirik uglar kisaltilir, zincir
invazyonuyla 3’ u¢ kardes kromatiddeki homolog diziyi bulur ve eslesir. Homolog bdlge
kalip olarak kullanilarak yeni DNA sentezi gergeklestirilir. Rekombinasyona da olanak
verdigi icin HRR olarak adlandirilan bu mekanizma hatadan yoksun bir onarim saglar (19,
69, 87) Mekanizmada siklin bagimli kinaz (CDK), Mre11-Rad50-NBS1 (MRN) kompleksini
hasar bolgesine ¢agirir. Bu kompleks de mekanizmada gerekli nikleazlarin bdlgeye
gelmesini saglar. RAD51, BRCA1, BRCA2 proteinleri homolog diziyi bulmakta énemlidir.
ATM; MRN kompleksi araciligiyla hasar bolgesine ¢agrilir, aktive olur, Chk2'yi fosforiller
ve hiicre dongusini durdurur (88). ATM, BRCA1'in aktiflesmesinde kritik bir proteindir
(89). Mekanizmada rolii olan BRCA1, meme kanserinde onemli bir belirtectir. BRCA1
mutasyonu taslyan hastalarin sisplatine daha iyi yanit verdigi rapor edilmistir. CHO
hiicrelerinde HR’nin ¢alismamasinin sisplatinin etkisini arttirdiginin rapor edilmesi bu

mekanizmanin sisplatin duyarliliginda rol oynayabilecegini distindirmustir (90).

2.4.5. Non-Homolog Uglarin Birlesmesi ve Sisplatin

DNA cift zincir kirtklarinin bir diger tamir yolu hataya acik NHEJ)'dir. Bu yol HR’den
farkli olarak hiicre doénglstnin en fazla G1 fazinda olmak lzere dongl boyunca

gerceklesebilir (86). Kirik uglar icin DNA-PK sensor gorevi gorir ve DNA-PK'In
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otofosforilasyonu gergeklesir. Ku70/Ku80 proteinleri kirik uglara baglanir. Ugla DNA
ligaz4-XRCC4 araciligiyla birlestirilir (69, 91). Ku80’in sisplatin-DNA hasarina baglandigi
calismalarda gosterilmis (69), sisplatine direncli akciger adenokarsinomlarinin %80’inden
fazlasinda Ku80 asiri ekspresyonunun oldugu, siRNA ile Ku80'in azaltildigI sisplatine
direncli hale getirilmis klglk hticre disi (NSC) akciger kanseri hiicrelerinde (A549)

sisplatin duyarliiginin arttigi gosterilmistir (92).
2.4.6. Yanhs Eslenmis Bazlarin Onarimi ve Sisplatin

Yanlis eslenmis bazlarin onariminin ana substratlari replikasyon sirasinda yanls
eslenmis bazlar, insersiyon/delesyon luplaridir. insanda onarim, E.colide MMR’i
gerceklestiren MutS, MutL ve MutH proteinlerinin insandaki homologlarinin gérev aldigi
bir mekanizmayla gerceklestirilir. insandaki MutS a ve MutS R homologlari olan
MSH2/MSH6 ve MSH2/MSH3 heterodimerlerinden biri hasarin tiriine gére MMR
substratlarini tanir. MutL homologlari olan MLH1/PMS2 bu bdlgeye c¢agrilir, hasar
bolgesine baglanir ve 3’ endoniikleaz aktivitesiyle hasarl zincirde kesim yapar. Bu olay,
bir ekzonikleaz olan EXO1’in zinciri iceren bolgede kesim yaparak hasar bolgesinin
uzaklastiriimasina olanak saglar. Olusan boslukta DNA polimeraz 6 ile yeni DNA sentezi
gerceklestirilir ve DNA ligaz 1 yardimiyla g¢entik kapatilarak zincir batlnlGgi saglanir.
Sisplatin tarafindan indiklenmis DNA hasarlarinin MSH2/MSH6 tarafindan tanindigi
disunilmektedir (93). Over berrak hiicreli kanserli 120 hasta {izerinde yapilan ¢alismada,
MMR’in defektif oldugu hastalarda MMR’in etkin oldugu gruba goére sisplatin
duyarliiginin anlamli olarak yiiksek oldugu belirtiimektedir (94). Over kanserinde
MLHZ1’in asiri Uretimi ile sisplatin duyarlihgl arasinda pozitif bir korelasyon oldugu rapor
edilmistir (95). Ayrica MSH2, MSH3, PMS2 islevsizligi/yoklugu ile sisplatin direnci

arasinda iliski oldugunu belirten calismalar bulunmaktadir (69).
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2.4.7. Niikleotid Eksizyon Onarimi ve Sisplatin

Niikleotid eksizyon onarimi, DNA’da distorsiyona neden olan biyik DNA
eklentilerinin onarimindan sorumlu olan, bilinen en genel onarim mekanizmasidir.
Sisplatin DNA eklentilerinin ¢ok bulyik kismi DNA onarim mekanizmalarindan NER
tarafindan onarilmaktadir (9).

Bu mekanizmada insanda 6 ana onarim proteini bulunmaktadir. Kseroderma
pigmentozum grup A (XPA), XPC, XPG, XPF-ERCC1, Replikasyon proteini A (RPA),
Transkripsiyon faktord IIH (TFIIH) (Tablo 2.4). Ultraviyole 15181 tarafindan indiklenerek
hasara baglanan proteini 2’nin (DDB2, XPE, UV-DDB2) in vitro olarak NER aktivitesini
arttirmadigi (68), in vivo NER’de ise etkili oldugu gosterilmistir (22). DDB2’nin pek ¢ok

islevi ayrintili olarak arastiriimaktadir (26).

Tablo 2.4. Nikleotid eksizyon onarim faktorleri ve islevleri (96).

Niikleotid Eksizyon Onarim Faktorleri

Faktor (Alt Birimleri) islev

RPA (p14, p32, p70) Hasar tanima, yeniden sentez asamasi

TFIIH (XPB, XPD, p34, p44, p52, | DNA gevsemesi (unwinding), kinetik proofreading, 3'-->5'

TTD-A*, Cdk7%*, siklin H*, MAT1*) | helikaz (XPB), 5'-->3" helikaz (XPD)

DDB (UV-DDB2, XPE/DDB2) Kromatin tamiri, DNA’ya baglanma

XPA Hasar tanima

XPC (XPC, HR23B) Hasar tanima, molekiler matchmaker

XPG 3"insizyon

XPF (XPF, ERCC1) 5'insizyon

CSA Transkripsiyona kenetlenmis onarim

CSB Transkripsiyona kenetlenmis onarim, kromatin yeniden
modelleme

Bu onarim yolunda hasar RPA, XPC, XPA proteinleri tarafindan taninir. Bu
asamada coklu alt birime sahip TFIIH de bulunur. TFIIH’nin helikaz aktivitesine sahip XPB
ve XPD alt birimleri hasarin bulundugu bolgede yaklasik 25 baz ciftlik ¢ift zincirli DNA'nin
¢Ozlilmesine yardimci olur. XPG’nin hasar bolgesine gelisiyle XPC hasar bélgesindeki
protein kompleksinden ayrilir. XPF-ERCC1’in de gelisiyle hasari iceren bir 24-32

niikleotidlik oligoniikleotid bir parca ikili insizyonla isaretlenir. XPG, hasarin 3’ yéniinden
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5-6 nikleotid uzakta, XPF 5’ yoniinden 19-22 nikleotid uzaklikta insizyon yapar.
Oligontikleotid parga daha sonra eksizyonla ¢ikarilir ve komplementer zincir kalip olarak
kullanilarak ylksek glvenilirlige sahip DNA polimerazlar ile DNA tamir sentezi
gerceklestirilir ve DNA ligazlar ile zincir bitunlGgi saglanir. insanda prolifere olan
hicrelerde bu enzimler DNA polimeraz (pol) 6/€ ve prolifere olmayan hiicrelerde de DNA
pol k/N'dir. Bu yol genel genom onarimi (GG-NER) olarak isimlendirilir (96).

Transkripsiyonun aktif oldugu hiicrelerde NER’in daha hizli gergeklestigi
belirlenmistir. Aktif transkripsiyon olan genlerde hasar nedeniyle durmus RNA polimeraz,
hasarin taninmasinda 6nemli rol oynar. Cockayne syndrome grup A ve B (CSA ve CSB)
proteinleri bu bélgeye gelerek sonrasinda NER genel genom onarimi ile benzer yolu izler.
Bu yol transkripsiyona kenetlenmis onarim (TCR, TC-NER) olarak adlandirilir(96). XPC
disinda diger NER faktorleri bu yolda da gorev almaktadir (Sekil 2.6) (96).
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Sekil 2.6. insanda niikleotid eksizyon tamiri. Seklin sol tarafinda transkripsiyona kenetlenmis onarim, sag
tarafinda ise genel genom tamiri goériilmektedir.
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Onarim faktorlerinden pek ¢ogu ile sisplatin direnci/duyarhhgi arasinda iligki
bildirilmistir.  Literatlrde, vyalnizca GG-NER’de islev goéren XPC'nin asir
Uretiminin/ekspresyonunun artisinin sisplatin direncine neden oldugu (69, 97), XPC
inhibisyonunun ise bu direnci azalttig1 belirtilmektedir (98). ERCC1, sisplatin ila¢ yaniti
yonlnden aragtirmacilarin dikkatini geken faktérlerdendir. ERCC1’in ekspresyon diizeyi
ile sisplatin yaniti, daha uzun yasam siresi arasinda iliski olduguna yonelik ¢alismalar
bulunmaktadir. Arastirmacilar, over ve kicik hicreli akciger kanseri hastalarinin timor
orneklerinde ERCC1 ekspresyon diizeyinin diistikligl durumunda sisplatin yanitinin daha
iyi oldugunu rapor etmislerdir (99, 100). Dusuk ERCC1 diizeylerine sahip kulgik hiicreli
olmayan akciger ve kolorektal kanserli hastalarda daha uzun sireli hayatta kalim oldugu
rapor edilmistir (101, 102). ERCC1 ve XPF genlerinin knock-down edilmesinin sisplatin
duyarhligini arttirdigi da belirtilmektedir (103).

XPA (104, 105), XPF (103, 106), XPG (107), DDB2 (108) gibi pek cok onarim faktoru
ile sisplatin duyarhligi/direnci arasindaki iliski arastirilmis, cogu calisma sonuglarinda bu
faktorlerle sisplatin yaniti arasinda bir iliski oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte henliz

aydinlatiimasi gereken pek ¢ok nokta bulunmaktadir.
Sisplatinin indiikledigi DNA Hasarlari ve Hasara Baglanan Protein-2

Hasara baglanan protein 2 (DDB2, XPE, UV-DDV2) heterodimer yapidaki UV 1518
tarafindan indiklenen hasara baglanan proteinin (DDB) 48 kDa'luk kiiglk alt birimidir.
DDB2, 127 kDa’luk DDB1 ile bu dimer yapiyi olusturur. In vitro ¢alismalar GG-NER’de
DDB’nin DNA hasarina baglanan esas alt birim oldugu, ancak GG-NER’in gerceklesmesi
icin esansiyel olmadigini, in vivo ¢alismalar ise GG-NER aktivitesini artirdigini géstermistir
(22). in vitro calismalarin c¢iplak DNA ile yapilmasi DDB2’nin NER’de kromatin yeniden
modellemesinde rol oynayarak etkili olabilecegini dislindirmustir. DDB2, DDB1
yaninda Cullin 4A, E3 ubikitin ligaz ile de kompleks olusturmakta, COP9 signalozom

kompleksi icinde de yer almaktadir (21). Calismalar DDB2’nin transkripsiyonda,
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kromozom segregasyonunda, hiicre dongisiinde, apoptozda, protein degradasyonunda
da islev goren bir multifonksiyonel protein oldugunu ortaya koymaktadir (21, 23-26).

DDB2 mRNA diizeylerinin hiicre dongusi fazlarinda belirgin diizeyde degismedigi,
DDB2 proteini dizeylerinin ise hicre donglsi ile dlzenlendigi gosterilmistir.
Bolinmeyen hiicrelerde DDB2 saptanamazken, béliinen hiicrelerde G1’in orta fazinda
artarak G1/S gecis fazinda maksimuma ulasir ve S fazinda saptanamayacak dizeye
gelecek sekilde diiser. DDB2'nin protein dizeyindeki bu dizenleniminde ubikitin
proteazom sisteminin ve proteinin  poliADP-ribozilasyonunun roli  oldugu
disunilmektedir (109).

DDB2 geninin transkripsiyon dizenleyici bolgesi ile p53’lUn etkilesmesi DDB2
geninin aktiflesmesine neden olmaktadir. DDB2'nin de p53’in kararlihginda rol oynamasi
DDB2 ve p53 arasinda bir feedback lup oldugunu distindirmektedir. TUmor Protein P53
(p53), hiicresel timor antijen p53, fosfoprotein p53, timor baskilayici p53 olarak da
adlandirilir. p53, timor baskilayici bir protein olarak islev goriir. DNA hasari oldugunda
onarim mi olacagl, yoksa apoptoz mu olacaginin 6nemli bir dlizenleyicisidir. p53, hedef
genlerinin transkripsiyon diizenleyici bolgelerine baglanarak ekspresyonlarini diizenler.
DDB2 gibi DNA polimeraz n ekspresyonun diizenlenmesinde de p53 rol oynamaktadir
(110-115).

DDB2’nin transkripsiyonel aktivasyonuna neden olan bir diger timoér baskilayici
BRCA1'dir (116).

DDB2 (XPE) gen mutasyonlari fotosensitivite ve ultraviyole 1sigin indikledigi cilt
kanserleri ile seyreden kseroderma pigmentozum grup E (XPE) sendromuna neden
olmaktadir. XPE fare modellerinde yalnizca cilt kanserleri degil, farkl spontan malin
timorlerin de gelistigi, farelerin yasam stirelerinin ise kisaldigi bildirilmistir. Bu bulgular
da DDB2 yoklugunun timore yatkinlik olusturan bir fenotip olusturdugu, proteinin

multifonksiyonel bir protein oldugu bulgusunu desteklemektedir (109).
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Son vyillarda DDB2’nin timor gelisimi, invazyonu gibi onkolojik siirecler rol
oynadigina dair pek ¢ok kanit ortaya konmustur. Cilt (117), prostat (118), over (119),
kolon (120) kanseri gibi pek ¢ok kanser tiriinde DDB2 ekspresyonunun degistigi, DDB2
ekspresyonu diistklGgl ve bazi kanserlerin prognozunun kot olmasi arasinda dogru bir
iliski olduguna dair bulgular rapor edilmistir (26).

Bu kanitlar DDB2’nin kanserin molekiiler mekanizmasinda 6nemli bir yeri
oldugunu gostermektedir. Ancak etkisinin kanseri indikleme ya da baskilama yoniinde
olduguna ait veriler net bir sonuca ulasmamistir. Meme kanseri hiicre hatlarinda
DDB2’nin timor buyldme hizi ve klonojenitesini arttirdigi gosterilmistir (121). DDB2’'nin
antioksidan etkili siperoksit dismutaz geninin, replikasyon ve hiicre donglsitindeki bazi
genlerin transkripsiyonunu degistirdigi, bunun da DDB2’nin tliimoérijenik etkili olmasinda
etkili olabilecegi bildirilmistir. Aksine over ve prostat kanserinde ise ayni proteinin
antiproliferatif etkisi oldugunun gosterilmesi bu konuda net bir sonuca varmayi
engellemektedir (118, 119). Bunun diginda timor migrasyonu, invazyonu, anjiogenezi,
tedaviye direnci artirip artirmadigi konularinda da ayni antiproliferatif etkide oldugu gibi
fikir birligine varilamamistir (122). Farkh sonuglarin timér lokalizasyonu ile mi, proteinin
dual etkisi ile ya da farkh degiskenlerle mi iliskili oldugu konusunda c¢alismalara ihtiyag

vardir.

2.4.8. DNA Hasarina Tolerans-Translezyon DNA Sentezi

Yasayan butin canlilar siirekli bir sekilde i¢sel ve digsal faktorler tarafindan DNA
bitlinliglinG tehdit eden etkilere maruz kalirlar. Bunun sonucu olarak hiicreler, DNA
hasarini ortadan kaldiracak DNA tamir mekanizmalari gelistirmistir. Ancak bazi
durumlarda (hasarin ¢ok fazla olmasi gibi) bu onarim mekanizmalari yeterli olmaz lezyon
yeterince hizh bir sekilde ortadan kaldirilamaz ve replikasyonun ilerlemesi engellenir.

Bu durumlarda hiicre;

- rekombinasyonun aracilik ettigi bir yolak olan “template switching” ile (123),
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- DNA lezyonundan sonra DNA sentezinin tekrar baslamasi (repriming) ile (124)
veya
- lezyona ragmen polimeraz aktivitesi gosterebilen ve bunun icin 6zellesmis DNA
polimerazlar ile (27) replikasyona devam edebilir.
Son sireg, translezyon DNA sentezi (TLS) olarak adlandirilir. DNA replikasyonu,
DNA hasarina bagh olarak replikasyondan sorumlu, proofreading aktivitesi olan
polimerazlar ile devam ettirilemez ise bu durumda geciken DNA sentezine karsi hiicre,
replikasyonun engelini ortadan kaldirmak igin gesitli tamir mekanizmalari ile yanit verir.
DNA tamir yanitinin yetersiz olmasi durumunda replikasyondan sorumlu DNA polimeraz
ile translezyon sentezi icin 6zellesmis DNA polimerazlar replikasyon catalinda yer
degistirir, lezyon TLS polimerazlar tarafindan atlanir ve tekrar replikatif DNA polimerazlar
DNA sentezine devam ederek replikasyon gerceklesir (Sekil 2.7). Hicre, TLS sayesinde,

DNA replikasyonunun devamini ve canhligini stirdlirms olur.
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Sekil 2.7. Translezyon sentezinin basit mekanizmasi (125).
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Farkli DNA hasar yanit yollariyla ilgili birgok TLS polimeraz enzimi (Pol n, Pol t, Pol
kK, Pol ¢, Pol B, Rev 1, PrimPol gibi) vardir. Ozellesmis bu DNA polimerazlar 3' > 5
eksoniikleaz (proofreading) aktivitesine sahip degildir. Proofreading etkinliginin
olmamasi, 6zellikle hasar gormemis DNA'yi kopyalarken bu polimerazlari hataya agik hale

getirir (125, 126).
DNA Polimeraz n

POLH (veya XPV) geni tarafindan kodlanan DNA polimeraz n, translezyon DNA
sentezinden gorevli proteinlerden bir tanesidir. Bu genin mutasyonu kseroderma
pigmentosum V sendromuna neden olur.

Pol n da hasar gormemis DNA'y1, substrat olarak kullanabilir ancak proofreading
aktivitesi olmadigi icin replikatif DNA polimerazlardan daha dstk bir dogrulukla gahsir.
Daha dusuk bir dogrulukla UV-hasarli DNA’nin karsi zincirini de sentezleyebilir. Lezyonu
atlar ve UV kaynakl DNA hasarinin etkisini bastirir (125). insan DNA polimeraz n’nin (hpol
n), platin ilaglari tarafindan olusturulan zincir ici capraz baglarin ortadan kaldiriimasinda
gorev aldigr da yapilan bazi calismalarda vurgulanmistir (127, 128). DNA polimeraz
eta’nin bu islevi onu sisplatin direncine yonelik bir hedef haline getirir. Over kanser kdk
hucreleri ile yapilan bir ¢alismada (129) azaltilmis Pol 1 ekspresyonunun sisplatin ile
indliklenmis apoptozu arttirdig gosterilmistir. Yapilan bir baska calismada da Pol n
inhibisyonunun over hiicrelerini sisplatine duyarli hale getirdigi belirtilmistir (130).

insan DNA polimeraz n proteinin yapisi Sekil 2.8’de gésterilmistir (131).
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Sekil 2.8. Protein data bank’tan alinmis (131), biorender ile diizenlenmis DNA Pol n gorlintlsu
(PBD ID: 3MR2).

DNA Polimeraz 1 inhibitérii Olarak PNR-7-02

Kimyasal adi 5-((5-kloro-1-(naftalen-2-ilmetil)-1H-indol-3-il)metilen)-2-
tioksodihidro pirimidin-4,6(1H,5H)-dion olan PNR-7-02 insan DNA polimerazi n’nin
inhibitord olarak gelistirilmistir (Sekil 2.9) (130).

cl

Sekil 2.9. PNR-7-02’nin yapisi (130).

indol barbitiirik asit, indol tiyobarbitiirik asit ve indol kiniklidin iskeletinden

tirevlendirilen PNR-7-02’nin, yapilan in vitro calismalarla insan DNA polimeraz n (hpol n)
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icin IC50 degeri 8 uM olup replikatif polimerazlara gére hpol n igin 5-10 kat 6zgullikte
oldugu gosterilmistir (130).

PNR-7-02’nin, Pol n’yi inhibisyonunu, enzimin parmak ve klgluk parmak bolgesi
arasindaki (aktif bolge disinda kalan) bir bolgeye baglanarak (Sekil 2.10’da gosterilmistir)
kalip DNA’nin DNA polimeraz n ile dogru yonelimini engelleyerek kismi yarismali olarak

gerceklestirdigi belirtilmistir (130).

Parmak

Klguk Parmak

Sekil 2.10. insan DNA polimeraz n proteinin domainleri. PNR-7-02 baglanma bélgesi (sari ile
isaretlenmis) ve enzim aktif merkezi (kirmizi ile isaretlenmis).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismasinda, sisplatin £ DNA Polimeraz n inhibitorii PNR-7-02’nin hiicre
canhhigina etkisi MTT yontemi ile, DDB2 ve DNA Polimeraz n gen ekspresyonu Uzerine
etkisi gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile incelendi. Bu amagla
hlcreler c¢ogaltildi. Blylmenin dogrusal oldugu hiicre sayisi aralklari belirlendi.
Kullanilacak ilaglarin IC50 degerleri MTT yontemi kullanilarak, elde edilen verilerin
GraphPad Prism 8 yazilimi ile hesaplandi. Kombine ilag etkisi, Chou-Talalay yontemiyle
CompuSyn yazilimi kullanilarak degerlendirildi ve kombinasyon indeksleri (Cl), ilag azaltici
indeks (DRI) degerleri hesaplandi. Gen ekspresyon analizleri icin hiicrelerden total RNA
ekstraksiyonlari TriPure kullanilarak yapildi. RNA bitlnlGgl agaroz jel elektroforezi
kullanilarak, RNA konsantrasyonlari da spektrofotometrik olarak belirlendi. izole edilen
total RNA’dan ticari kit ile cDNA sentezlendi ve qRT-PCR ile DDB2 ve DNA Polimeraz n
genlerinin ekspresyonlari incelendi. Elde edilen sonuglarin istatistiksel olarak anlamlilig

SPSS 23 programi kullanilarak degerlendirildi.



3.1. Geregler

3.1.1. Kimyasallar

Deneyde kullanilan tim kimyasallarin listesi Tablo 3.1'de listelendi.

Tablo 3.1. Deneyde kullanilan kimyasal malzemelerin listesi.

Kullanilan Kimyasallar

Uretici Firma/Katolog numarasi

Agaroz Beckmann/338400
DMEM Euroclone / ECMO066L
DPBS Euroclone ECM4004-XL
Etidyum bromiir Sigma/E8751

Fetal sigir serumu Euroclone / ECS0180L

Molecular biology grade su

Biological Industries / 018691A

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
bromid)

Sigma / M-2128

Penisillin-Streptomisin

Euroclone / ECB3001D

PNR-7-02 (5-((5-Kloro-1-(naftalen-2-ilmetil)-1H-indol-
3-il)metilen)-2-tiyoksodihidropirimidin-4,6(1H,5H)-
dion)

Axon Chem / 2965

Primerler

Ella Biotech GmbH

RNA izolasyon reaktifi

TriPure, Sigma / 11667157001

RNA Yikleme tamponu

Retroscript 8542G1

Sisplatin Sigma Aldrich / P-4394
Tripan mavisi Biological Industries
Tripsin-EDTA Biological Industries / 03-050 LB

3.1.2. Kitler
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Gen ifadelenme calismalarinda kullanilan cDNA Sentez Kiti (G236) ABM, Luna

3.1.3. Hiicre Hatlan

Universal gPCR Master Mix (M3003S) New England BiolLabs Inc. firmasina aittir.

Calismalarda kullanilacak MCF-7 insan meme adenokarsinom hiicreleri (ATCC,

Universitesi Kanser Enstitiisii 6gretim (iyesi Prof. Dr. Lale Dogan’dan temin edildi.

HTB-22) Anabilim Dal’miz 6gretim (yesi Prof. Dr. Yasemin Aksoy ve Hacettepe
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3.1.4. Primerler

Primerler 20 — 22 nikleotid uzunlugunda, GC orani %50-60 araliginda, kendi
iclerinde/aralarinda baz eslemesi yapmayacak sekilde, Tm dereceleri ¢iftler arasinda
minimum olacak sekilde ve gen 6zgll olacak sekilde NCBI sitesi Gizerinden primer blast
sekmesi kullanilarak tasarlanmis (132) ve internal kontrol olarak B-aktin geni (GenBank
ID: NM_001101.5) kullanilmustir.

Deneylerde kullanilan primerler Tablo 3.2’de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Deneyde kullanilan primerler.

Primer Adi Dizisi (5'- 3")
Beta Aktin F CCGACAGGATGCAGAAGGAG
Beta Aktin R ACATCTGCTGGAAGGTGGAC

DDB2 F GGGAGCATCACTGGGCTGAA
DDB2 R CCTGTGACCACCATTCGGCT
POLH F TTCGTGAGTCCCGTGGGAAA
POLHR TGGCACGTTCAATCACAGCA

3.1.5. Cihazlar

Deneylerde kullanilan cihazlar Tablo 3.3'te listelenmistir.

Tablo 3.3. Deneylerde kullanilan cihazlarin listesi.

Uriin Adi Uretici Firma / Modeli
-80°C dondurucu Sanyo / MDF-U6086S
Buz makinesi Scotsman / AF
Deiyonize su cihazi MES / mp MiINIpure
Dikey akis kabini Bioair / AURA B4

Gergek zamanli polimeraz zincir

tepkimesi icin Termal Cycler Qiagen / Rotor-Gene Q

Gig kaynagi Bio Rad / 1000/500 Power Supply
Hassas terazi METTLER TOLEDO / PB303-S
inkiibatér Major Science / Dry Bath Incubator
Inverted mikroskop Leica

Jel Goriintlileme Sistemi (UV
Transluminator)
Karbondioksitli inklibator Sanyo / MCO-18AC

Manyetik karistirici IKA / Mini MR

Mikroplaka okuyucu Molecular Devices / SpectraMax i3x

Life Technologies / TFX-20M




Tablo 3.3’lin devami.

Nanodrop

DeNovix / DS-11 Spectrophotometer

pH metre

Consort C830 / Multi-channel analyser

Sivi azot tanki

Thermolyne / Biocane 20

Sogutmali Santrifij

Hettich / ROTINA 38R

Sogutmali mikrosantrifij

Eppendorf / Centrifuge 5417R

Su banyosu YIHDER / BH

Termal Cycler Bio-rad / iCycler
Thoma lami Neubauer

Vorteks Heidolph / REAX 2000
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3.2. Yontemler

3.2.1. Hiicrelerin Biyiitilmesi

MCF-7 hiicreleri %10 fetal sigir serumu, %1 Penisillin-Streptomisin ve 2 mM
Glutamin iceren DMEM-LG besiyeri kullanilarak 37°C sicaklikta, %95 nem oraninda ve %5
CO; iceren inkibatérde cogaltildi. Hucrelerin saglikh ¢ogalmasi ve doygunluklar
(konfluensileri) inverted mikroskopta kontrol edildi ve %80-90 doygunluga ulasan

hiicreler deneylerde kullanilmak tzere sayildi ya da pasajlandi.

3.2.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Sayilmasi

Hucreler ekildikleri kabin ylzey alaninin %80-90’lik bir bolimuand doldurduklar
zaman besiyeri pipet ile uzaklastirildi. Kabin yiizeyi DPBS ile yikandiktan sonra lizerlerine
%0,25 Tripsin-%0,02 EDTA ¢0zeltisi eklenip birkag¢ dakika beklenerek hiicrelerin kabin
ylzeyinden ayrilmalari saglandi. Hiicrelerin kabin ylizeyinden ayrilma durumlari inverted
mikroskop (Leika) ile kontrol edildi. Hicreler yilizeyden ayrildiklarinda kap Uzerine
besiyeri eklendi. Hiicre iceren besiyeri 15 ml'lik falkon tiiplere alindi. Hlicre sayimiigin 20
ul 6rnek steril bir mikrosentrifiij tipune alinarak ayrildi. Kalan kisim Hettich / ROTINA
38R santrifiij ile 500 x g santriflij glicl ile 5 dakika boyunca +4°C’de santriflilendi. Bu
sekilde ¢oktirilen MCF-7 hiicrelerinin Gizerindeki slipernatant (besiyeri) uzaklastirildi ve

pellet (hiicreler) 1 ml yeni besiyeri ile tekrar stispanse edildi.



35

Hicre sayisini belirlemek icin ayrilmis olan 20 ul’lik hiicre siispansiyonu lzerine
20 ul tripan mavisi eklendi ve pipetlenerek karistirildi. Tripan mauvisi, canli hiicrelerde
hiicre zar butinligi oldugundan dolayl hiicre icine giremeyen, bir boyadir. Oli
hiicrelerde ise hiicre sitoplazmasina gegerek hilicreyi mavi renge boyar.

Canli hicrelerin sayilmasi mikrokop altinda Neubauer lami ile gergeklestirildi

(Sekil 3.1.A ve 3.1.B)

Neubauer lami

I B \ ;mw.

Sekil 3.1. Neubauer laminin gériinimii A. Ustten gériiniis, B. Yandan gériins.

Lamdaki yildiz ile gosterilen her iki alan Gzerine bu karisimdan 10 pl pipetlendi ve
Uzerine lam vyerlestirildi. inverted mikroskop altinda 40X biyiitme ile hiicre sayimi
gerceklestirildi (Sekil 3.5). Her iki alanda sayilan canli hiicre sayilarinin ortalamasi alindi.
Elde edilen degerlerin ortalamasi alindiktan sonra seyreltme faktorli olan 2 ile
carpildiginda sayim yapilan alanin hacmi olan 0,1 pldeki hiicre sayisi bulundu. Bu sayi da
10%ile carpilarak 1 ml besiyerindeki hiicre sayisi elde edildi.

Ozetle, ilk hiicre siispansiyonundaki canl hiicre/ml sayisi asagidaki formiil ile
hesaplandi:

Canli hiicre sayisi (hticre/ml) = Sayilan canl hiicre (2 alandaki canli hiicre sayisi

ortalamasi) x Seyreltme faktéri (2) x 10 4
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Sekil 3.2. Neubauer laminda 6rnek bir hiicre sayim goriintlsii. Mavi, hiicre membran gegirgenligi
bozulmus (cansiz kabul edilen) hicreler; Seffaf, hiicre membrani belirgin canli hiicreler. Siyah kalin diiz
cizgiler Gizerine disen hiicreler sayilir, siyah kalin kesikli gizgiler Gizerine gelen hiicreler ise sayima dabhil
edilmez.

Falkon tlipte yer alan toplam hiicre sayisi, toplam hacim (ml) x canli hiicre sayisi

(hiicre/ml) formuluyle belirlendi ve kullanilmak istenen sayida hiicre hesaplandi.
3.2.3. Hiicre Biiyiimesinin Dogrusal Oldugu Araligin Belirlenmesi

96 kuyulu plakalar kullanarak 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24, 32 x 103 hiicre/kuyu (100 pl
besiyeri) olacak sekilde hiicreler kuyulara ekildi. 96 kuyulu plakanin en disinda kalan
kuyulara 100 mikrolitre DPBS eklendi. Hiicreler 37°C'de %5 CO, ve %95 nem iceren
inkGibatorde bekletildi. Ekimden 48, 72 ve 96 saat sonra MTT yontemi (133) ile hiicre

canhliklari degerlendirildi (134) Her bir 6rnek 4 kez tekrar edildi.
3.2.4. MTT Deneyi

MTT testi, metabolik aktivite yoluyla hiicrelerin canhliginin o6lciilmesine
dayanmaktadir (133). Sari, suda c¢ozindr MTT (3-(4,5-dimetil tiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir), canl hiicrelerde metabolik olarak mavi-mor ¢6ziinmeyen bir

formazan kristaline indirgenir. Olusan formazan kristallerinin alkol icinde ¢6ziilmesinden
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sonra fotometrik 6lglimlerle belirlenen renk yogunlugu, canli hicrelerin sayisi ile
iliskilidir.
MTT deneylerinde kullanilan protokol kaynak (134)‘ten alinmis ve asagida
Ozetlenmistir.
e 1 mg/ml MTT ¢ozeltisi fenol kirmizisi igermeyen besiyeri icinde hazirlandi.
e Doksan alti kuyulu plakadaki besiyerleri uzaklastirilir. MTT ¢ozeltisinden
her bir kuyuya 50 pl eklendi ve plaka inkiibatore kaldirildi.
e Uc saat sonra MTT cozeltisi uzaklastirildi. Yerine 100 pl izopropanol
eklendi ve orbital karigtirici tizerinde plaka karistirildi.
e Sonrasinda 570 nm dalga boyunda Spektramax i3x mikroplaka okuyucuda

absorbans olgiim yapildi.

3.2.5. Sisplatin ve PNR-7-02’nin MCF-7 Hiicre Hattindaki IC50 Degerlerinin

Belirlenmesi

iki tane 96 kuyulu plakaya, 6000 hiicre/kuyu olacak sekilde 100 pl besiyeri ile
hicreler kuyulara ekildi. 96 kuyulu plakanin en disinda kalan kuyulara 100 mikrolitre
DPBS eklendi ve inkibatore kaldirildi. 24 saat sonra hiicrelerin Uzerindeki besiyerleri
uzaklastirldi  ve 0-64 uM  konsantrasyonlarinda sisplatin  ve 0-64 uM
konsantrasyonlarinda PNR-7-02 iceren besiyerlerinden 100 pl hiicrelerin izerine eklendi
ve tekrar inkiibatore kaldirildi. ila¢ uygulandiktan 24, 48 ve 72 saat sonra MTT ile hiicre
canliliklari degerlendirildi. % hiicre canhilik- ilag konsantrasyonu grafikleri cizildi ve IC50
degerleri GraphPad Prism 8 yazilimi kullanilarak hesaplandi. Deneyler dort tekrar olarak
gerceklestirildi.

Deneylerde kullanilacak olan sisplatinin stok ¢ozeltisi kullanilmadan hemen 6nce
DPBS icinde final derisimi 2 mM olacak sekilde hazirlandi. PNR-7-02 ise son
konsantrasyonu 8,7 mM stok olacak sekilde DMSO icinde ¢6zuldli ve besiyeri ile

seyreltilerek kullanildi.
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3.2.6. ilag Kombinasyon Testleri

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda sisplatin ve PNR-7-02’nin kombinasyonu ve
ikili ilag etkilerini incelemek igin Chou-Talalay kombinasyon indeks metodu kullanildi. Cl,
etkilenen fraksiyon (Fa) ve doz azaltim indeksi (DRI) CompuSyn yazilimi ile degerlendirildi.
Kombinasyon indeksi (Cl), sinerjistik ve antagonistik agidan ilag etkilesiminin sayisal bir
Olglstdir (135, 136). Calismada iki ilacin kombine etkisinin degerlendirmesinde Ci<1,
sinerjistik, Cl=1 aditif ve CI>1 oldugu durumda da antagonistik etkili olarak
degerlendirilmistir (135). ilag azaltim indeksi (DRI), kombinasyonda kullanilan ilaglar igin
DRI'nin 1 oldugu dozlarda, azaltmanin olmadigi, DRI>1 oldugunda doz azaltmanin uygun
oldugunu ve DRI<1 oldugu durumda da doz azaltiminin uygun olmadigini ifade eder

(135).
3.2.7. Gen ifadelenme Calismalari

10 cm caph petrilere 10 ml besiyeri icerisinde yaklasik 1x10° hiicre olacak sekilde
hicre ekimi gergeklestirildi ve 37°C’de %5 CO2 ve %95 nem igeren inklbatore kaldirildi.

24 saat sonra petrilerdeki besiyeri uzaklastirilip IC50 degerlerine uygun
sisplatin/PNR-7-02/sisplatin ve PNR-7-02 iceren besiyerleri hiicreler Gzerine eklendi.
Yeniden inklibatore kaldirilan hiicreler 24 ya da 48 saat suire ile ilaglarla inkiibe edildi ve

sonrasinda toplandi.
3.2.8. Hiicrelerin Toplanmasi ve RNA izolasyonlari

Besiyerleri uzaklastirildi. Petri ylizeyleri soguk DPBS ile iki kez yikandi. Daha sonra
buz Uzerine alinarak hicre kaziyici ile ylizeyden kazindi ve 1 ml DPBS kullanilarak

mikrosantrifiij tlplerine alindi.
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Onceden +4°C’ye sogutulmus santrifiijde 500 x g’de 10 dakika santrifiij edildi.

Slpernatant uzaklastirildi. Pellet Gizerine 1ml TriPure ¢oOzeltisi eklendi. Pipetaj yapilarak

hicrelerin lizizi saglandi ve TriPure protokoli Ureticinin dnerdigi sekilde uygulandi.

Eppendorflar 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Uzerine 0,2 ml kloroform eklendi.

15 saniye sallanarak galkalandi.

10 dakika oda sicakhginda inkiibe edildi.

12000 x g'de 15 dakika santrifiij yapilarak faz ayrimi saglandi.

Ust fazlar yeni eppendorflara alinarak tizerlerine 0,5 ml izopropanol eklendi.
Alt Ust yapilarak karistirildi ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

12000 x g’de 10 dakika santrifiij yapildi.

Slpernatant atildi.

1 ml %75 etanol eklendi. Vorteks ile RNA pelleti yikandi.

7500xg’de 5 dakika santrifij yapildi. Sipernatant atildi ve etanoliin ugmasi
oda sicakliginda bekletilerek saglandi.

30 pl nikleaz icermeyen su eklenerek RNA pelleti ¢ozilda.

56°C’de 10 dakika 1sitild1.

Ardindan bitiin RNA ornekleri nanodrop ile derisim (A 260 nm) ve saflik
(260/230 orani > 1,8) kontrolleri yapildiktan sonra daha sonra kullaniimak
Uzere -80°C’de saklandi.

Elde edilen 6rnekler kullanilmadan 6nce bittnliklerinin kontroli icin agaroz

jel elektroforezinde yirutilerek gorintilendi.

3.2.9. Agaroz Jel Elektroforezi

1 g agaroz 100 ml TBE tamponu (89mM Tris, 89mM borikasit, 2 mM EDTA, pH 8,3)

icerisinde mikrodalga firin (Bosch) yardimiyla ¢ozildi. Yaklasik 50°Cye kadar sogumasi
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beklendikten sonra 5 pL (10 mg/ml) etidyum bromiir eklendi ve ardindan yaklasik 5 mm
kalinlikta olacak sekilde dokuildi ve taraklar takildi. Jelin donmasi beklenirken érnekler
hazirlandi.

1 ul total RNA 6rnegi 1 pl 2X yikleme tamponu ile karistirilarak jele yiklendi. Jel
oda sicakliginda 80 Voltta yaklasik yarim saat ylritildikten sonra UV altinda
gorintilendi. Transluminator Ustliindeki 6rnek bir agaroz jel gorintlist Sekil 3.3'te

sunulmustur.

Sekil 3.3. Total RNA 6rneklerinin %1’lik agaroz jeldeki gorintisu.

3.2.10. cDNA Sentezi

cDNA sentez kiti (ABM, G236) ve total RNA kullanilarak cDNA sentezi
gerceklestirildi. Reaksiyonlar 0,2 ml’lik PCR tiiplerinde Tablo 3.4’te 6zetlendigi gibi gerekli
bilesenler kullanilarak 15 dakika boyunca 50°C’de gerceklestirildi. Ortam 85°C’ye kadar
isitilarak, enzimin inhibe edilmesiyle reaksiyon sonlandirildi ve tiipler buz tizerinde hizli
bir sekilde sogutuldu.

Sentezlenen cDNA’lar 50 ng/ml olacak sekilde nikleaz igermeyen su ile seyreltildi

ve daha sonra kullanilmak tGzere —20°C’de saklandi.



Tablo 3.4. cDNA sentezi reaksiyon ortami.

Bilesen Hacim (10 pl)
Total RNA 1l

Primer (OligodT) (10 uM) | 0,5 ul

dNTP Karisimi (10 uM) 0,5 ul
Niikleaz icermeyen H,0 5,25 ul

5x RT Tamponu 2 ul

RNase OFF 0,25 pl

RTaz 0,5 ul

3.2.11. Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR)
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Luna Universal gPCR Master Mix qPCR kiti kullanilarak gen ifadelenme analizleri

QIAGEN marka Rotor-Gene Q cihazi kullanilarak asagidaki (Tablo 3.5 ve 3.6) reaksiyon

ortam ve kosullarinda gergeklestirildi.

Tablo 3.5 gRT-PCR reaksiyon ortami.

Bilegen Hacim (10 pl)
gPCR Karigimi 5ul

Forward primer 0,25 pl
Reverse primer 0,25 pl

Kalp DNA 1ul

Nikleaz icermeyen su 3,5 ul

Tablo 3.6. qRT-PCR reaksiyon kosullari.

Doéngii Adimi Sicaklik | Siire Dongii Sayisi
ilk Denatiirasyon |95°C 60 Saniye 1
Denatiirasyon 95°C 15 Saniye 45

Uzama 60°C 30 Saniye*

Erime Egrisi 60-95°C | Degisken 1

* fluoresans okumanin yapilacagi adim.

3.2.12. istatistiksel Analizler

Yapilan deneylerden elde edilen sonuglara iliskin gruplar arasi farkhliklar Kruskal-

Wallis yontemi ile non-parametrik olarak SPSS 23 programi kullanilarak degerlendirildi.
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4, BULGULAR

4.1. Hiicre Canliik Deneylerinde Kullanilacak Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

Hicre canhlik deneylerinin gergeklestirilmesi icin ilk olarak proliferasyonun
dogrusal olarak gerceklestigi hiicre sayilarinin belirlenmesi hedeflendi. Hiicre sayisi
optimizasyonu deneylerin tekrarlanabilirligini arttirmak adina yapilmasi gereken bir
adimdir (137, 138). Bu amagla, her bir kuyucukta farklh sayida hiicre olacak sekilde
(2-32 X 103) 3 farkli 96 kuyucuklu plakaya (24, 48, 72 saat icin) ekim yapildi. Hiicre canlilik
deneylerinde hiicrelerin ekiminden sonra 24 saat beklenmesi ve sonrasinda planlanan
siire boyunca ilag verilmesi planlandi. Bu nedenle, bu deneylerde de 6ncelikle ekimden
sonra hiicrelerin plakalara yapismasi igin 24 saat siireyle beklendi. Daha sonra hiicreler
her bir deney setiicin 24, 48 ve 72 saat sireyle blyttildi ve MTT yontemi (133) ile hiicre
canliliklari degerlendirildi. Elde edilen verilerle gizilen hiicre sayisina karsi absorbans
(570nm) grafikleri Sekil 4.1- 4.3’te gosterilmistir. Bliiyimenin dogrusal oldugu araligi daha

net gostermesi acgisindan grafiklere yalnizca dogrusalliktan sapan ilk noktalar dabhil

edilmistir.
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Sekil 4.1. MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinin (ekimden 48 saat sonra) artan hiicre sayilarina
(Hucre sayisi: 2-8 x 103) karsi absorbans grafigi (n=4).
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Sekil 4.2. MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinin (ekimden 72 saat sonra) artan hiicre sayilarina

(Huicre sayisi: 2-12x103) karsi absorbans grafigi (n=4).
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Sekil 4.3. MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinin (ekimden 96 saat sonra) artan hiicre sayilarina

(Huicre sayisi: 2-12x103) karsi absorbans grafigi (n=4).

Elde ettigimiz sonuglara gére, her lg grafik birlikte degerlendirildiginde, 6 x 103

hicre/kuyu olacak sekilde ekim yapilmasinin, biyimede lineerligin oldugu en yiiksek

absorbans degerinin gorildigu hiicre sayisi olmasi nedeniyle sonraki deneylerimiz icin
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en iyi se¢enek oldugu gorildi. Bu nedenle de hiicre canllik deneylerinin bu hiicre sayisi

ile gergeklestirilmesine karar verildi.

4.2. Sisplatinin MCF-7 Hiicre Hattinda Hiicre Canlihigina Etkisinin MTT Yontemi

ile Belirlenmesi

MCEF-7 hiicreleri farkl derisimlerde sisplatine 24, 48 ya da 72 saat slireyle maruz
birakildiktan sonra MTT deneyleri gergeklestirildi. Elde edilen veriler sisplatin derisimine
karsi % hiicre canhlik grafiklerinin (Sekil 4.4-4.6) ve farkl sisplatin dozu ve farkh
inkiibasyon zamanlarindaki % hicre canlihginin birlikte gosterildigi grafigin (Sekil 4.7)

cizilmesinde ve istatistiksel analizlerde kullanildi.
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Sekil 4.4. MCF-7 hiicrelerinin farkli sisplatin dozlari ile 24 saat inklibasyonu sonucu elde edilen
% hicre canhhk grafikleri (n=4).
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Sekil 4.5. MCF-7 hicrelerinin farkl sisplatin dozlari ile 48 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen
% hicre canlilik grafikleri (n=4).
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Sekil 4.6. MCF-7 hiicrelerinin farkli sisplatin dozlari ile 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen
% hiicre canhhk grafikleri (n=4).
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Sekil 4.7. MCF-7 hicrelerinin farkl sisplatin dozlari ile 24-48-72 saat inklibasyonu sonucu elde edilen % hiicre canlilik degerleri (n=4).

46
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Sisplatine maruz birakilmig MCF-7 hcrelerinin sisplatin dozlari ile % hicre
canhhgi oranlari arasindaki etki Kruskall-Wallis analizi ile karsilastirildiginda 24, 48 ve 72
saatlik inkliibasyon sireleri igin 2-4-8-16 uM’lik sisplatin uygulamalarinin birbirlerine
gore, hicre canlihgl Uzerinde istatistiksel olarak anlaml bir farkhlik olusturmadig

saptandi (p>0,05).

4.3. PNR-7-02’nin MCF-7 Hiicre Hattinda Hiicre Canhligina Etkisinin Belirlenmesi

MCF-7 hiicreleri farkh derisimlerde PNR-7-02’ye 24, 48 ya da 72 saat slireyle
maruz birakildiktan sonra MTT deneyleri gergeklestirildi. Elde edilen veriler PNR-7-02
derisimine karsi % hiicre canhligi grafiklerin (Sekil 4.8-4.10) ve farkli PNR-7-02 dozu ve
farkl inkiibasyon zamanlarindaki % hicre canhhginin birlikte gosterildigi grafigin

cizilmesinde (Sekil 4.11) ve istatistiksel analizlerde kullanildi.
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Sekil 4.8. MCF-7 hiicrelerinin farkli PNR-7-02 dozlari ile 24 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen % hiicre
canhhg grafikleri (n=4).
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Sekil 4.9. MCF-7 hicrelerinin farkli PNR-7-02 dozlari ile 48 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen
% hicre canliligi grafikleri (n=4).

150
=
T 100-
= 100
O ¢
[<})
o
i3 50+
XL
e
0 1 T 1
0.1 1 10 100
[PNR-7-02] (’M)

Sekil 4.10. MCF-7 hiicrelerinin farkli PNR-7-02 dozlari ile 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen
% hiicre canhhgi grafikleri (n=4).



49

El 24 Saat PNR-7-02

B 48 Saat PNR-7-02
BEE 72 Saat PNR-7-02

120

O) 100

Ijijue) aldnH 2%

[PNR-7-02] (M)

Sekil 4.11. MCF-7 hiicrelerinin farkli PNR-7-02 dozlari ile 24-48-72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen % hiicre canlilik degerleri.
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PNR-7-02’ye maruz birakilmis MCF-7 hicrelerinin PNR-7-02 dozlari ile % hiicre
canhhgl oranlari arasindaki etki Kruskall-Wallis analizi ile karsilastirildiginda 24 ve 48
saatlik inkiibasyon sureleri igin 0,5-1-2-4-8-16 uM uygulamalarinin ve 72 saatlik
inkiibasyon sureleri igin 0,5-1-2-4-8-16-32 uM uygulamalarinin birbirlerine goére, hlicre

canhligina istatistiksel olarak anlamli bir farklilk bulundurmadigi saptandi (p>0,05).

4.4, Sisplatin ve PNR-7-02 igin IC50 degerlerinin hesaplanmasi

Elde edilen verilerin GraphPad 8 yazilimina girilmesiyle sisplatin ve PNR-7-02 igin
hesaplanan IC50 degerleri ve %95 given araligindaki degerleri Tablo 4.1'de

gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Sisplatin ve PNR-7-02 icin hesaplanan IC50 degerleri.

1Cso

Sisplatin (uM) PNR-7-02 (uM)

24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat

IC50 +SD 21,46+1,1 13,15+1,03 8,073+ 1,05 18,17 +£1,09 12,83 +£1,07 7,65 +1,05

(%95C)  1811-2571  12,51-13,86 7,31-8,92 15,34-21,88  11,18- 14,82 6,98 - 8,38

4.5. Kombinasyon indeksi ve ilag Azaltim indeksi Verileri

Graphpad 8 yazilimi ile hesaplanan IC50 degerleri referans alinarak 24 saat icin
IC50 degerleri sisplatin igin 21,5 uM ve PNR-7-02 igin 18,2 uM ve 48 saat igin de sirasiyla
13 uM ve 12,8 uM IC50 degerleri kullanilarak, % 1C50, ¥ IC50, 1C50, 2xIC50, 4xIC50
derisimleri olacak sekilde kombine ilag uygulamasi gerceklestirildi. Chou-Talalay yontemi
ile kombinasyon indeksi (Cl) verileri hesaplandi (135).

Yirmi dort saatlik kombine ilag uygulamasi icin 6len/etkilenen hiicre fraksiyonu
(Fa) 0,65 olana kadarki bolgede sinerijistik (Cl<1), Fa’nin 0,70 ve daha fazla oldugu

durumlar icin de antagonist bir etki (CI>1) goriilebilecegi saptandi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. MCF-7 hiicrelerinde 24 saat boyunca kombine ilag uygulamasi ile elde edilmis verilerle
CompuSyn yaziminda hesaplanan Cl degerleri.

Fa
0.05
0.1
0.15
02
0.25
03
0.35
04
045
0.3
0.35
0.6
0.65
0.7
0.75
08
0.85
0.9
0.95
0.97

0.07673
0.10967
0.14028
0.17204
0.20683
0.24625
0.29211
034671
041316
0.49592
0.60166
0.74085
0.93082
1.20220
1.61413
2.29499
3.57630
6.59580
18.3878
38.7689

CI Data for Drug Combo: C+P (C+P [21.3:18.2])
CI Value Total Dose

0.00789
0.04777
0.14568
0.33725
0.67461
1.23621
2.14290
3.58543
5.87345
9.52633
154511
253110
42.3496
734107
134524
269.095
622.966
1899.65
115015
414211

Kirk sekiz saatlik kombine ila¢g uygulamasi icin ise icin 6len/etkilenen hiicre

fraksiyonu (Fa) 0,70 olana kadarki bolgede sinerjistik (Cl<1), Fa’nin 0,75 ve daha fazla

oldugu durumlar icin de antagonist bir etki (CI>1) gorilebilecegi hesaplandi (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. MCF-7 hiicrelerinde 48 saat boyunca kombine ilag uygulamasi ile elde edilmis verilerle

CompuSyn yazihminda hesaplanan Cl degerleri.

Fa
0.05
0.1
0.15
02
0.25
0.3
0.35
04
0.45
0.3
0.35
0.6
0.65
0.7
0.75
08
0.85
09
0.95
0.97

0.54130
0.45880
0.42424
0.40873
0.40455
0.40891
0.42092
0.44073
0.46926
0.50833
0.56087
0.63139
0.72815
0.86367
1.06228
1.37327
1.91449
3.05013
6.68449
11.8199

CI Data for Drug Combo: C + P (C+P [13:12.8])
CI Value Total Dose

0.08434
0.25185
0.49577

2.53850
3.47033
4.68363
6.28309
8.42875
11.3736
155514
21.7221
31.3828
478195
79.6278
156.751
468.061
1019.39

CompuSyn verilerine gore 24 saatlik (sisplatin dozunun 46,1 pM’dan az oldugu

kosul) inklibasyon igin Fa degerinin %70’e esit ya da daha az olmasinin beklendigi

durumlarda sisplatin icin DRI degerinin PNR-7-02'nin birlikte kullaniminin doz azaltimini

saglayacagl hesaplandi (DRI>1). Daha yiksek dozlarinda ise PNR-7-02’nin sisplatin

dozunu azaltic etkisi olmayacagi belirlendi (Tablo 4.4). Kirk sekiz saatlik ila¢ uygulamasi

icin DRI>1 oldugu durumlar ise Fa’nin 0,75 oldugu (Sisplatin dozunun 17,9 uM altinda

oldugu) kosul olarak hesaplandi. (Tablo 4.5).
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Tablo 4.4. MCF-7 hiicrelerinde 24 saat boyunca kombine ilag uygulamasi ile elde edilmis verilerle
CompuSyn yaziliminda hesaplanan DRI degerleri.

Fa
0.03
0.1
0.15
0.2
0.25
0.3
0.35
0.4
0.45
0.5
0.55
0.6
0.65
0.7
0.75
0.8
0.85
0.9
0.95
0.97

1.15349
2.38549
3.74071
5.24869
6.94297
§.86504
11.0683
13,6231
16.6251
202075
245618
209743
36.8932
46.0622
58.8139
77.7990
109.162
171.178
354.007
593.667

Daose P

0.04953
0.22160
0.56030
1.12647
200554
3.31951
5.24614
§.05041
12.1381
18.1507
27.1416
40.9251
62.7981
99.2458
164.269
292 459
587987
1486.67
6650.94
193129

DRIC

269.941
92.2048
474154
28.7381
19.0041
13.2416
9.53740
7.01596
5.22668
3.91687
2.93530
2.18671
1.60860
1.15861
0.80729
0.53385
0.32336
0.16639
0.05683
0.02647

DRI Data for Drug Combo: C-P (C+P [21.5:18.2])
Dose C

DRIP
13.6939
10.1184
§.38980
7.28609
648485
5.85735
5.34020
489774
450793
4.15611
3.83173
3.32677
3.23457
2.94898
2.66363
237071
205884
1.70710
1.26138
1.01705
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Tablo 4.5. MCF-7 hiicrelerinde 48 saat boyunca kombine ilag uygulamasi ile elde edilmis verilerle

CompuSyn yaziliminda hesaplanan DRI degerleri.

Fa
0.03
0.1
0.15
0.2
0.25
0.3
0.35
0.4
045
0.5
0.55
0.6
0.65
0.7
0.75
0.8
0.85
0.9
0.95
0.97

391875
5.18992
6.17594
7.04010
784451
§.62168
9.39430
10.1798
10.9946
11.8563
12,7854
13 8088
149635
16.3044
17.9202
199672
227611
27.0854
35.8715
45.8091

Dose P

0.07888
0.28766
0.64088
1.17140
192770
297871
442260
6.40155
9.12621
12.9180
18.2851
26.0677
37.7321
56.0222
§6.2662
142457
260.382
580.099
211547
5311.45

DRIC

02.2104
40.8979
24 7228
16.9244
12.3759
941506
7.34454
5.82163
4 65880
3.74500
3.01045
2.40912
1.90958
148965
1.13325
0.82868
0.56729
0.34293
0.15210
0.08529

DRI Data for Drug Combo: C - P (C+P [13:12.8])
Dose C

DRIP

286004
3.08884
3.30364
3.51165
3.71813
3.92751
414411
437265
4 61889
4 89047
5.19839
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4.6. Sisplatin ve PNR-7-02’nin Kombine Uygulanmasinin Hiicre Canlihgi

Uzerindeki Etkisi

MCF-7 hiicrelerine tek baslarina hesaplanan IC50 degeriyle uyumlu olarak
sisplatin ya da PNR-7-2 verilip inklibe edilerek sonrasinda MTT yontemi ile hiicre canhhigi
degerlendirildi.

MCEF-7 hiicrelerinin 24 saat sure ile IC50 degerlerine uygun derisimlerde sisplatin
ve/veya PNR-7-02’ye maruz birakilmasi ile elde edilen % hiicre canlilik grafigi Sekil
4.12’de sunulmustur.

Bulgularimiz, 24 saatlik inkiibasyon igin 18,2 uM PNR-7-02 uygulamasi ile
kombine ilag uygulamasi karsilastirildiginda kombine ilag uygulamasinda %hiicre
canhhgindaki azalmanin daha belirgin oldugunu, ancak bu farkin istatistiksel olarak
anlamli olmadigini (p=0,078) gostermistir. 21,5 uM sisplatin uygulamasi ile kombine ilag
uygulamasi sonucu elde edilen veriler karsilastinldiginda ise %hucre canhliginda,
kombine ila¢c uygulamasinda tek basina sisplatin uygulamasina goére anlamli bir azalma

oldugu saptanmistir (p=0,003).
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Sekil 4.12. MCF-7 hicrelerinin 24 saat siire ile IC50 degerlerine uygun derisimlerde sisplatin
ve/veya PNR-7-02’ye maruz birakilmasi ile elde edilen % hiicre canhhk grafigi (**, p<0,05).

MCEF-7 hiicrelerinin 48 saat sire ile IC50 degerlerine uygun derisimlerde sisplatin
ve/veya PNR-7-02’ye maruz birakilmasi ile elde edilen % hicre canlilik grafigi de Sekil
4.13’te gosterilmistir. inkiibasyonun 48 saatlik oldugu durumda, 12,8 uM PNR-7-02’nin
tek uygulamasi ile kombine ila¢ uygulamasi karsilastirildiginda kombine ilag
uygulamasinda %hicre canlihgindaki azalmanin daha ¢ok oldugu, ancak bu farkin
istatistiksel olarak anlaml olmadigini (p=0,117) saptanmistir. 13 uM sisplatin uygulamasi
ile kombine ilag uygulamasi sonucu elde edilen veriler karsilastirildiginda ise %hiicre
canlihiginda, kombine ila¢ uygulamasinda tek basina sisplatin uygulamasina gére anlaml

bir azalma oldugu saptanmistir (p=0,002).
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Sekil 4.13. MCF-7 hiicrelerinin 24 saat sire ile IC50 degerlerine uygun derisimlerde sisplatin
ve/veya PNR-7-02’ye maruz birakilmasi ile elde edilen % hiicre canhhk grafigi (**, p<0,05).

4.7. Sisplatin ve PNR-7-02’nin Kombine Uygulanmasinin DDB2 ve Pol n Gen

ifadelenmesi Uzerindeki Etkisi

ila¢ uygulamalarinin gen diizeylerine olan etkileri RT-PCR sonunda elde edilen
Cycle Threshold (Ct, Dongu Esigi) degerleri kullanarak relatif olarak hesaplanmistir. Bagil
gen ifadesi analizlerinde R-aktin referans gen olarak alinip buna gore ACT ve AACT
degerleri, ACT = Ct srmek — Ct referans V& AACT = ACt smek — ortalama ACt ontrol Olarak
hesaplanmistir. Gen ifade seviyelerinin karsilastirmasi 222t degerleri (izerinden

yapilmistir (Ornek, ilag uygulanmis; kontrol, ilag uygulamasi yapilmamis érnekler) (139).
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Sisplatinin ve PNR-7-02'nin IC50 degerlerine uygun derisimlerde 24 ve 48 saat
uygulanmasinin DDB2 ve Pol n gen ekspresyonunun analizi sonucu elde ettigimiz veriler

Tablo 4.6 — 4.9’da gosterilmistir.

Tablo 4.6. 24 saat sireyle IC50 dozlarinda ilag uygulamasi sonrasi DDB2 gen ekspresyonlarindaki
degisim (2722%),

24 Saat DDB2 Gen Ekspresyonu

1 2 3 Ort. Ort.*
Kontrol 1,301 (0,768 1,035 |1
Sisplatin 21,5 pM 2,639 |8,398 |9,254 |6,763 |6,534
PNR-7-02 18,2 uM | 3,387 |2,071 |0,250 |1,903 |1,839
Kombine 1,840 |1,301 (0,566 |1,236 |1,194

* Kontrole gore normalize edilmis ortalama

Tablo 4.7. 24 saat sireyle IC50 dozlarinda ilag uygulamasi sonrasi POLH gen ekspresyonlarindaki
degisim (2725%),

24 Saat POLH Gen Ekspresyonu

1 2 3 Ort. Ort.*
Kontrol 1,064 |0,940 1,002 |1
Sisplatin 21,5 uM 3,010 |3,340 |5,618 |3,990 |3,982
PNR-7-02 18,2 uyM |1,214 |1,320 |1,320 |1,284 |1,281
Kombine 1,057 |2,144 (0,818 |1,339 |1,336

Tablo 4.8. 48 saat siireyle IC50 dozlarinda ilag uygulamasi sonrasi DDB2 gen ekspresyonlarindaki
degisim (2725),

48 Saat DDB2 Gen Ekspresyonu

1 2 3 ort. |Ort*
Kontrol 0,801 (0,507 |2,462 |1,257 |1
Sisplatin 13 pM 6,063 |8,754 |14,420 |9,746 |7,733
PNR-7-0212,8puM |0,865 [2,395 |3,160 |2,140 |1,702
Kombine 2,071 |4,028 |2,888 [2,995 |2,383

* Kontrole gére normalize edilmis ortalama
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Tablo 4.9. 48 saat siireyle IC50 dozlarinda ilag uygulamasi sonrasi DDB2 gen ekspresyonlarindaki

degisim (2:25C),

48 Saat POLH Gen Ekspresyonu

1 2 3 ort. |Ort*
Kontrol 0,833 |1,363 (0,881 |[1,026 |1
Sisplatin 13 uM 4,713 |7,551 |14,998 |9,087 |83857
PNR-7-02 12,8 uM | 6,528 |4,307 |2,561 |4,465 |%352
Kombine 2,651 |5605 |11,686 |6,647 |6479

* Kontrole gére normalize edilmis ortalama
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5. TARTISMA

Sisplatin, ¢ok gesitli kanserlerin ilagla tedavisinde siklikla kullanilan, platin igceren
bir kemoterapétiktir. ilag tedavisinde en dnemli sinirlayici faktér, sisplatinin etkisine karsi
hiicrede direng gelisimidir. ilaca direnc kazanilmasi daha yiiksek doz ila¢c kullanimi ile
sonuglanir. Bu da bulanti-kusma, nefrotoksik, norotoksik, ototoksik vb. yan etkilerin
artisina neden olur. Sisplatinin yan etkileri de kullanimini sinirlayici ikinci bir parametre
olarak yer alir. Sisplatin etkisinin disuk dozlarda kullanimini saglayacak, ila¢ direncini
azaltacak stratejilerin gelistirilmesi etkin bir tedavi icin kritiktir.

Sisplatine karsi hiicrede ilag direnci gelisiminde ilacin hiicrede birikiminin
azalmasi (10, 11), glutatyon, metallotiyenin gibi molekdillerle baglanarak inaktivasyonu
gibi pek cok mekanizma iizerinde durulmustur (13). ilag, sitotoksik etkisini DNA’da
hasarlar olusturarak hiicreyi dlime gotiirmek yoluyla gerceklestirmektedir (15). ilac
direnci gelisimi mekanizmalari arasinda, hiicrede bu DNA hasarlarini onaracak tamir
mekanizmalarinin artisi ve hasarin bypass edilerek replikasyonun ilerlemesine olanak
veren translezyon DNA sentezinin artmasi ayri bir 5neme sahiptir (16, 17).

Meme kanseri, en sik gorilen kanser tiri olmasi nedeniyle 6nemlidir (1). Meme
kanserinde timor histopatolojik tipi, TNM siniflamasina gore yayginligi, molekiler
belirtegler, bireye ait faktorler vb. pek ¢cok faktor degerlendirilerek cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi, hedefe yonelik tedavilerden biri ya da birkagi kullanilr (32). Sisplatin,
gelistirilen yeni ilaclar nedeniyle kemoterapi protokollerindeki vyerini kaybetmis
goriinmekle birlikte son yillarda tedavide kullanimi yeniden giindeme gelmistir ve
sisplatin/sisplatine direng mekanizmalari bu kanser turtinde yeni pek cok arastirmanin
konusunu olusturmaktadir (140-142).

Sisplatinin indikledigi DNA hasarlarinin %90'indan fazlasi zincir ici DNA capraz

baglanmasi/eklentisidir (9). Bu hasarlari onaran mekanizma ise NER’dir (15). DDB2, UV
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1tk tarafindan hasarlanmis DNA'ya baglanan DDB (UV-DDB) heterodimerinin 48 kDa'luk
klglk alt birimidir ve bir grup arastirmaciya gore NER’de hasarin taninmasinda gorev alan
bir proteindir (120, 143). Bununla birlikte, Sancar ve ark. lari ve biyilk bir arastirmaci
grubunun gerceklestirdigi calismalar, NER’de ana hasar tanima proteinlerinin XPA, XPC,
RPA oldugu gostermistir (19). DDB2’nin hasar bolgesine ivedilikle giden ve baglanan bir
protein olmakla birlikte (20) in vitro olarak NER etkinligi Gzerindeki etkisinin bulunmadigi
saptanmistir (21). /n vivo calismalarda ise NER etkinligini arttirdigi bulunmustur (22).
DDB2 (XPE) proteinini kodlayan genin mutasyonu kseroderma pigmentozum grup E (XPE)
sendromuna neden olur (144). XPE hicrelerinde hem UV 1sik hem de sisplatin tarafindan
indiklenmis DNA hasarlarinin onarimi bozulmaktadir (145). Sisplatin yaniti ile DDB2
arasinda bir iliski oldugu rapor edilmis, sisplatin direnci ile DDB2 ekspresyonu arasinda
dogrusal ya da ters bir korelasyon oldugunu yonelik farkli sonuglar sunulmustur (26).

DNA polimeraz n, translezyon DNA sentezinde gorev alan ana polimerazlardandir.
DNA hasarina karsi tolerans olusturarak replikasyonun ilerlemesine olanak saglar. Pol
n’nin GG-NER defekti olan ultraviyole 1si8a maruz kalmis hiicrelerde hicre canlilhgini
devam ettirmek icin gerekli oldugu rapor edilmistir. Sisplatin tarafindan indiklenen zincir
ici bag olusumu ile karakterize DNA hasarlarinin by-pass’inda DNA polimeraz n’nin
onemli rol oynadigi belirtiimektedir (130). Translezyon DNA sentezinin artisinin sisplatin
direnci gelisiminde rol oynadigina yonelik pek ¢ok calisma bulunmaktadir (128, 129). Bu
da DNA polimeraz n’nin inhibisyonunun sisplatin duyarlihigini arttirabilecegi, ayni etkiyi
olusturmak igin kullanilan sisplatin dozunu azaltabilecegi dislincesini beraberinde
getirmektedir. Translezyon polimerazlari replikasyonun gerceklestigi hizli cogalan
hiicrelerde aktif olarak ¢alistigi icin, inhibisyonu 6zellikle kanserli hiicreleri hedefleyerek
etkisini gosterebilir.

Zafaar MK ve arkadaslari tarafindan DNA polimeraz n inhibitorii olarak
tanimlanan PNR-7-02, indol tiyobarbiitirik asit derivesi olan kiglk bir molekildir. Ayni

arastirmaci grubu tarafindan hiicre icindeki davranis Ozellikleri ve etki mekanizmasi
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tanimlanmis, ayrica HAP-1 hiicre hatlarinda sisplatin sensitivitesini arttirdigi belirtilmistir.
PNR-7-02, DNA polimeraz n’nin DNA’ya baglanmasini engellememekte, ancak artan
dozla birlikte enzimin dNTP’ye olan afinitesini azaltmaktadir. Molekuliin DNA Pol n igin
kismi kompetitif bir inhibitor olarak islev gordiglu belirlenmis, Y ailesine ait diger
polimerazlar lzerinde de etkin oldugu gosterilmistir. Literatiirde PNR-7-02 ile ilgili cok
sinirh sayida g¢alisma bulunmaktadir. MCF-7 hiicre hatlarindaki etkisini arastiran bir
calismaya ise rastlanilamamistir.

Bu ¢alismada, meme kanseri hiicre hatlarinda;

1. Sisplatin uygulamasinin hiicre canliligi Gizerindeki etkisinin gdsterilmesi,

2. Sisplatin ile DNA polimeraz n inhibitéri PNR-7-02’nin birlikte
uygulanmasinin hiicre canhligl Gizerindeki etkisinin arastiriimasi ve bu etkinin yalnizca
sisplatinin verildigi hiicrelerdeki etki ile karsilastirilmasi,

3. Kombine uygulamanin etki seklinin, sisplatin dozunu azaltabilme
potansiyelinin degerlendirilmesi,

4. Sisplatin £ PNR-7-02 uygulamasinin DNA Pol n ve DDB2 gen ve protein
ifadelenmesi Gzerinden degerlendirilmesi planlanmistir.

DDB2 ve Pol n’nin protein ifadelenmesi icin temin edilen antikorun ¢alismamasi
nedeniyle bu asamada yalnizca gen ifadelenme calismalari gerceklestirilebilmistir.

Meme kanseri hiicre hatlarindan insan epitelyal adenokanser MCF-7 hiicrelerinin
diger hicrelere gore goreceli olarak direncli oldugu belirtiimektedir (141). Bu ¢calismada
da MCF-7 hicreleri kullaniimistir. MCF-7 hiicreleri invaziv duktal tipte, luminal epiteliyal
fenotip gosteren, ER ve PR pozitif, HER2 ekspresyonu gostermeyen adenokanser hiicre
hatlaridir (145).

Lerner KL ve ark. melanom hiicrelerinde 12,5 uM sisplatin uygulamasi sonrasinda
Pol n protein ekspresyonunu 24. saatte yiksek bulmuslardir (115). Verileri, 48. saatte de
Pol n ekspresyonunun bulundugunu gostermektedir. Ultraviyole tarafindan indliklenmis

Isin Grunleri, ayni sisplatin tarafindan indiiklenmis DNA hasarlari gibi NER’in onemli
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substratlaridir. Arastirmacilar, UV 1si8a maruz kalmis farkh hiicre tiplerinde de
ekspresyon paterninin benzer oldugunu belirtmislerdir. UV maruziyeti sonrasi 0. ve 6.
saate gore DDB2 gen ekspresyonunun normal fibroblastlarda ve DNA Pol n yoksun XPV
hlcrelerinde 24. saatte ¢cok anlamli yiiksek oldugunu, daha sonra da azalmaya basladigini
ortaya koymuslardir. Ultraviyole i1sik maruziyeti sonrasi Pol n protein ekspresyonunun da
24. saatte anlamli derecede yiksek oldugunu rapor etmislerdir (115). Bu ¢alisma, her ne
kadar MCF-7 hcreleri kullanilmamis olsa da farkh hiicre hatlarinin kullanildig
durumlarda da Pol n ve DDB2 ifadelenmesinin benzer bir patern gosterebilecegi
konusunda fikir vermektedir. Literatiirde PNR-7-02 ile gerceklestirilen sinirli ¢alisma
bulunmaktadir. Zafaar ve arkadaslari PNR-7-2 ile yaptiklari calismada PNR-7-02 uygulama
suresini 24 ve 48 saat olarak belirtmislerdir (130). Bizim ¢alismamizda da yukaridaki
bitlin verilere paralel olarak, ilag uygulamalari icin 24 saat ve 48 saat, bazi deneylerde
de 72 saatlik inklibasyon suireleri kullanilmasina karar verildi.

Hiicre canhlik deneylerinde, MCF-7 hicreleri ekildikten sonra hiicrelerin
yapismasli icin 24 saat beklendikten sonra ila¢ uygulamalari gerceklestirildi. Artan
dozlarda sisplatin ya da PNR-7-02 uygulandi. Hiicreler 24, 48, 72 saat sireyle bu sekilde
inkiibe edildi. Takiben hiicre canliliklari MTT yéntemi ile 6l¢lildii. Elde edilen veriler ile
GraphPad Prism 8 vyazilimi kullanilarak sisplatin ve PNR-7-02 igin IC50 degerleri
hesaplandiginda (Tablo 4.1) her iki molekil i¢cin de uygulama siresi arttikca 1C50
degerlerinin azaldig1 gézlendi. Sisplatin icin hesaplanan %50 inhibisyon yapan derigim 24,
48 ve 72 saat icin sirasiyla 21,5+1,1 uM, 13,2+1,0 uM, 8,1+1,1 uM’dir. PNR-7-02 icin ise
IC50 degerleri sirasi ile 18,2+1,1 uM, 12,8+1,1 uM, 7,7+1,1 uM olarak hesaplandi.

Literatlirde MCF-7 hiicrelerinde sisplatin icin hesaplanmis IC50 degerleri ile bizim
buldugumuz degerleri karsilastirdigimizda, benzerlik gésteren degerler yaninda farklilik
gosteren degerlerle de karsilasildi. Leon-Galicia | ve ark., sisplatine 48 saat siire ile maruz
birakilmis MCF-7 hiicrelerinde MTT yontemi kullanilarak hicre canhligini 6lgmusler ve

IC50 degerini 11,91 uM olarak hesaplamislardir (146). Bu deger, bizim buldugumuz deger
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olan 13,1 uM ile benzerlik gostermektedir. Jou ve ark. 1-20 pg/ml sisplatin ile 48 saat
sureyle inkibe ettikleri MCF-7 hiicrelerine 1 saat slre ile CCK-8 ile muamele ederek
450nm’de 6l¢im yapmis, IC50 degerini de 4 ug/ml (~13 uM) olarak rapor etmislerdir
(147). Suberu JO ve ark ise hicrelerin ekiminden sonra 48 saat beklemis, sisplatin
uygulamasini 24 saat slireyle gerceklestirmis, ila¢ hiicrelerden uzaklastirildiktan sonra 48
saat sure kendini toparlamasi icin bekledikten sonra SRB deneyi ile sisplatin igin IC50
degerini 5,75 * 0,02 uM olarak hesaplamislardir (148). Farkli sonucglarin deney
kosullarindaki 6lcim yontemlerindeki farkhliklardan (ilag uygulamasi oncesi bekleme
suresi, ilacla inkiibasyonun belirli bir sire gerceklestirilip daha sonra besiyeri
degistirilerek bir siire daha beklenmesi, kullanilan hiicre sayisi vb.) kaynaklanabilecegi
dislintldi. MCF-7 hicrelerinde PNR-7-02 igin IC50 degerlerini hesaplayan bir ¢alismaya
ise literatirde rastlanilamad.

Her iki molekdl icin proliferasyonu %50 inhibe eden derisimler hesaplandiktan
sonra birlikte uygulandiklarinda hiicre canliligina ne tir bir etki olusturacaklari arastirildi.
Bu amacla Chou-Thalalay yontemi kulanildi. Bu yéntem, birden fazla ilag uygulamasinda,
olusan etkinin ne tir (sinerjik, aditif, antagonistik) oldugu yoniinde bilgi vermektedir.
Elde edilen hiicre canlilik verilerinin CompuSyn yazilimina girilmesi ile bilgisayar temelli
simulasyonla ilag kombinasyon indekslerinin (Cl), ilag doz azaltim indekslerinin (DRI)
hesaplanmasi mimkiin olmaktadir. Calismamizda PNR-7-02 uygulamasi, Zafar ve
arkadaslarinin uyguladigi sekilde sisplatin ile ayni anda verildi ve inklbasyon siiresi
bitiminden hemen sonra %hiicre canlihgr MTT yontemi ile 6lgildi. CompuSyn yazilimi
yardimi ile 24 ve 48 saat inklibasyon sireleri icin Cl ve DRI hesaplamalari yapildiginda
PNR-7-02'nin daha diisik sisplatin dozlarinda (24 saat i¢in 36,9 uM sisplatin derisimine
ve Fa 0,65’e kadar, 48 saat i¢in 16,3 UM sisplatin derisimine ve Fa 0,70'e kadar) % hiicre
canlihgini azaltma yoninde sinerijistik bir etki gdsterdigi, sinerjistik etkinin sisplatin dozu
arttikca azaldigl hesaplandi. Daha yliksek dozlarda ise antagonist bir etkinin gorilecegi

hesaplandi. Benzer sekilde DRI verileri incelendiginde diisiik dozlarda sisplatin icin doz
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azalticl indeks degerlerinin her iki inklibasyon siiresi icin de daha yiksek oldugu,
kullanilmasi gereken sisplatin dozu arttikgca DRI degerinin azaldigi hesaplandi. DRI
degerinin yuksek olmasi, ayni etkiyi elde etmek icin kullanilacak sisplatin dozunun
azaltilabilmesinin gostergesidir. DRI verileri de 24 saat i¢in 46,1 uM, 48 saat igin ise 17,9
MM sisplatin dozuna kadar sisplatin dozunun azaltilabilecegini dngérmektedir.

Sisplatin ve PNR-7-02 kombine uygulamasinin etkilerinin CompuSyn ile
hesaplanmasindan sonra, bu etkiler deneysel olarak arastirildi. Sisplatin ve PNR-7-02 igin
GraphPad 8 yazilimiyla hesaplanan IC50 degerlerine esit derisimlerde tek ve kombine
uygulama gerceklestirildiginde, hem 24 saat hem de 48 saatlik inkliibasyon siiresi icin,
sisplatinin tek olarak uygulanmasina kiyasla kombine uygulamada hticre canhliginin daha
fazla etkilendigi, bu azalmanin da tek basina sisplatin uygulamasi ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi. Yirmi dort saatlik uygulamada 21,5 uM
sisplatin icin % hticre canhligl %49,5 £ 8,4, 18,1 uM, PNR-7-02 i¢in %39,1 * 2,5 bu ikisinin
kombine uygulamasi igin de %27,5 £ 2,3 olarak bulundu (n=4). Tek basina sisplatin
uygulanmasi durumuna goére kombine uygulamada hicre canliliginin anlamli olarak
azaldig1 saptandi (p<0,01). Kirk sekiz saatlik uygulamada 13 uM sisplatin icin % hiicre
canlihg %61,8 £ 2,5, 12,8 uM PNR-7-02 i¢in %43,5 £ 2,0 bu ikisinin kombine uygulamasi
icin de %27,1 + 0,8 olarak bulundu. Tek basina sisplatin uygulanmasi durumuna gore
kombine uygulamada -24 saatlik uygulamada oldugu gibi- hiicre canliiginin anlaml
olarak azaldigi saptandi (p<0,005) Bu sonuglar, deneysel olarak da PNR-7-02'nin
sisplatinin hiicre proliferasyonunu azaltici etkisini arttirdigini desteklemektedir.

Galismada, tek basina sisplatin ve tek basina PNR-7-02 igin blylimede %50
inhibisyon olmasini bekledigimiz dozlarda ilag uygulanmasina ragmen 48 saatlik
uygulama siresinde sisplatin icin beklenenden daha az, PNR-7-02 icin ise daha fazla
inhibisyon olustugu dikkatimizi cekti. CompuSyn'de hesaplanan IC50 degerleri ile

GraphPad ile hesaplanandan az da olsa farkliik gostermesinde, GraphPad'de elde



66

ettigimiz sonuclarin %95 glivenilirlik araliginda belli bir deger araliginda bulunabilmesi,
deneysel faktorler vb. faktorlerin rol oynayabilecegi distinuldi.

CGalismada, son olarak sisplatinin PNR-7-02 ile birlikte uygulanmasinin sisplatinin
indlkledigi DNA hasarlarini onaran mekanizmada rol alan DDB2'nin ve bu hasarlara
tolerans mekanizmada esansiyel olan Pol n'nin ait genlerinin ifadelenmeleri lizerine etkisi
incelendi. Yukarida bahsedilen IC50 derisimine es dozlarda ilag uygulamasi tek ya da
kombine olarak uygulandiktan sonra RT-PCR ile gen ekspresyonlari incelendi. 24 saatlik
inklibasyon suresi icin 21,5 uM sisplatin uygulamasinin DDB2 ekspresyonunu kontrol
grubuna gore 6,5 kat, 18,2 uM PNR-7-02 uygulanmasinin 1,8 kat, her ikisinin kombine
uygulanmasinin da 1,2 Kat arttirdigi bulundu. Pol n gen ekspresyonlarinin ise sirasiyla 4
kat (sisplatin), 1,3 kat (PNR-7-02) ve 1,3 kat arttigi saptandi. Hiicrelere 48 saat sireyle
ilag uygulandiginda 13 uM sisplatin uygulamasinin DDB2 ekspresyonunu kontrol grubuna
gore 7,8 kat, 12,8 uM PNR-7-02 uygulanmasinin 1,7 kat, her ikisinin kombine
uygulanmasinin da 2,4 kat arttirdigi bulundu. Pol n gen ekspresyonlarinin ise ayni
inkGibasyon siresi icin sirasiyla 8,9 kat (sisplatin), 4,4 kat (PNR-7-02) ve 6,5 kat arttig
bulundu.

Sisplatin tarafindan indiklenmis zincir ici DNA eklentileri hiicrede NER
mekanizmasini aktive eder. DDB2 bu yolda in vivo etkisi gdsterilmis multifonksiyonel bir
proteindir. Bu tiir DNA hasarlarina bir diger yanit da DNA Pol n'nin énemli rol oynadigi
TLS'dir. Hasar NER ile onarilirsa (hatadan yoksun DNA hasar yaniti), ya da TLS ile bypass
edilerek replikasyonun devamliligi saglanirsa (hataya acik yanit) bu durumda hiicre
canlihigr devam edebilir. Her iki yol da p53 bagimli olarak islev gormektedir. Timor
baskilayici bir protein olan p53 sisplatin tarafindan indiiklenen DNA hasar yanitinda da
sinyal transducen olarak rol alir (66). Hem DNA polimeraz eta hem de DDB2 genlerinin
promotor bolgelerinde p53 yanit elemanlari bulunur. Bu bolgelere p53’lin baglanmasi bu
genlerin transkripsiyonlarini aktive eder (149). DDB2 de p53'ln kararlihginda diizenleyici

rol oynar (114). BRCA1 de DDB2'nin aktivasyonunda rol oynayan bir diger proteindir
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(112). Cahsmamizda kullanilan MCF-7 hiicre hatlarinda p53 ya da BRCA1 mutasyonu
bulunmamakta ve her ikisinin gen Urinleri de etkin olarak ¢alismaktadir. Sisplatinin hem
24 hem de 48 saat sire ile tek basina uygulanmasi sonrasi DDB2 ve Pol n’nin gen
ifadelenmelerinde artis gbzlenmesi, 6nceki calismalara paralel sekilde olusan bu yanitin
p53 bagimli bir mekanizma ile gerceklesmis oldugunu desteklemektedir.

PNR-7-02, DNA polimeraz eta igin kismi bir kompetitif inhibitér olarak
tanimlanmustir. inhibitér, DNA polimeraz eta’nin DNA’ya baglanmasini engellememekle
birlikte enzimin islevini gérmesini 6nlemesi dolayisiyla etkisini gostermektedir.
PNR-7-02'nin tek basina uygulanmasi sonrasi DDB2 ve Pol n gen ekspresyonlarinda
sisplatin uygulamasina gore daha itlimli bir artis saptanmistir. Hiicrede sisplatin gibi
genotoksik bir ajan bulunmadigi durumda da DNA hasarlari olusabilir. Bu nedenle,
eksojen bir uyari bulunmadigi durumlarda da TLS gergeklesebilir ve belli bir miktar DNA
Pol n'ya ihtiyag¢ bulunur. PNR-7-02 uygulanmasi TLS'nin gergeklesmesini engellediginden
hiicre bunu Pol n gen ekspresyonunu arttirarak kompanse etmeye calisiyor olabilir. Bir
diger olasilik da bu artisin, ortamdaki inhibit6ériin yaratabilecegi inhibisyonun azaltilmaya
calisiimasindan  kaynaklanabilmesidir. PNR-7-02 uygulamasi  sonrasi  sisplatin
uygulamasina gore her iki inkiibasyon siiresinde DDB2 gen ekspresyonu da kontrole gore
yuksek bulundu. Bu da DDB2'nin NER disinda olasi islevlerinin bulundugunu destekleyici
olarak degerlendirildi.

Gen ekspresyon analizlerinde ilgi ¢ekici bir nokta da sisplatin ve PNR-7-02 birlikte
uygulandiginda hem DDB2 hem de Pol n gen ekspresyonlari artisi gézlenmesine ragmen,
% artisin tek basina sisplatin uygulanmasina goére daha diisik olmasidir. Sisplatinle
birlikte PNR-7-02 uygulandiginda, ortamda yeterli Pol n bulunmakla birlikte, hasar
toleransi gerceklesememektedir. Bugline kadar literatirden edindigimiz bilgiler, DNA
hasari ortamda bulunmaya devam ettigi icin hasar sinyalinin devam ettigi, hasar

toleransini gerceklestirecek Pol n gen ekspresyonunun daha da artabilecegini
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disundirmektedir. Elde ettigimiz bu sonuglar, kombine uygulamada daha kompleks bir
DNA hasar yaniti olusuyor olabilecegini distindtirmstdr.

Gen ekspresyon calismalarinda dikkatimizi ¢ceken bir diger nokta da sisplatin
uygulanmasi ve kombine uygulamada (PNR-7-02’nin tek basina uygulandigi durum haricg)
her iki gen ekspresyonunun da 48 saat ila¢ uygulamasi icin 24 saate gore % kat degisim
olarak daha fazla arttigidir. Farkh inklibasyon sireleri (24 ve 48 saat) icin IC50'lere uygun
sisplatin ve PNR-7-02 uygulanmasi gerceklestirildiginden bu degerlendirme yaniltici
olabilir. Ek deneylerle sonuglarimizin dogrulanmasi uygun olabilir.

Lerner KL ve ark. farkh hiicre hatlarinda yaptiklari calismada DDB2 ve Pol n gen
ekspresyonunun 24 saatte en belirgin artis gosterdigini, daha sonra azaldigini rapor
etmislerdir (115). Aleksandrov ve ark. Hela Kyoto hiicrelerine UV-lazer uygulamasi
sonrasi hasar bolgesine ilk giden NER proteinlerinin DDB2 ve XPC oldugunu, ilgi ¢ekici
sekilde DDB2'nin DDB heterodimerinde partneri olan ve ubikitinleme/otoubikitinlenmesi
icin Cullin 4A ile birlikte islev géren DDB1'in daha gec olarak bdlgeye ulastigini, ondan bir
sire sonra da POLH'nin bu bolgeye geldigini gostermislerdir (150). Her ne kadar hasar
bolgesine gidis sirasini saniyeler diizeyinde 6lcmis ve modellemis olsalar da her iki gen
icin ekspresyon diizeylerinde de boyle bir korelasyon olup olmadigini gésteren detayl bir
¢alisma bulunmamaktadir.

Calismamizda her bir kosul 3-4 kez tekrar edilerek ortalamalari alinmis ve
verilerimiz elde edilmis olmakla birlikte kit kisitlihgimiz nedeniyle gen ekspresyon
deneylerinin tekrari yapilamamistir. Malzeme temin edilebilirse gen ekspresyonunun
zamana bagli degisimi ve kombine uygulama durumundaki degisikliklerin tekrarinin
yapilmasi planlanmaktadir.

Elde ettigimiz sonuglar gen ekspresyon dilizeyindedir ve protein diizeyindeki
degisimleri yansitmayabilir. Calisma planlanirken protein ekspresyon analizlerinin de
yapilmasi planlanmis, ancak antikorumuzun calismamasi nedeniyle

gerceklestirilememistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda sisplatin ve PNR-7-02'nin tek tek ve kombine sekilde MCF-7
meme kanseri hiicrelerine verilmesinin hiicre canliligi Gzerine etkisi, DDB2 ve POLH gen
ifadelerinin degisimleri incelenmistir. Calismadan elde edilen veriler de asagida
degerlendirilmigtir:

=  MCF-7 hicrelerine farkh dozlarda (0 — 64 uM) ve siirelerde (24, 48 ve 72 Saat)

sisplatin uygulanarak, sisplatinin IC50 degerleri (%95 glven aralig ile birlikte) 24,

48 ve 72 saat igin sirasiyla; 21,46 uM (18,11 uM- 25,71 uM), 13,15 uM (12,51 uM-

13,86 uM) ve 8,07 uM (7,31 uM- 8,92 uM) olarak hesaplanmistir.

=  MCF-7 hicrelerine farkli dozlarda (0 — 64 uM) ve siirelerde (24, 48 ve 72 Saat)

PNR-7-02 uygulanarak, PNR-7-02’nin IC50 degerleri (%95 giiven araligi ile birlikte)

24, 48 ve 72 saat igin siraslyla; 18,17 uM (15,34 uM- 21,88 uM), 12,83 uM (11,18

uUM- 14,82 uM) ve 7,65 uM (6,98 uM- 8,38 uM) olarak hesaplanmistir.

= 24 ve 48 saatlik IC50 degerlerinde kombine ilag uygulamasinin hiicre canliligini
tek basina sisplatin uygulamasina gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalttig (24 saat icin p<0,01, 48 saat i¢in p<0,005) Kruskal-Wallis yontemi ile non-
parametrik olarak hesaplanmistir.

= Chou-Talalay yontemi ile sisplatin ve PNR-7-02 kombinasyonun IC50 degerine
uygun bir sekilde uygulandiginda (24 ve 48 saat icin) MCF-7 hiicre canlihg

Uzerinde gozlenen etkisinin sinerjistik bir etkilesimden kaynaklandigi

gosterilmistir.

= |C50 degerlerinde tek olarak ve kombine olarak verilen sisplatin ve PNR-7-02'nin

MCEF-7 hiicre hatlarindaki 24 saatlik inkiibasyon siresi icin 21,5 uM sisplatin

uygulamasinin DDB2 ekspresyonunu kontrol grubuna gore 6,5 kat, 18,2 uM PNR-

7-02 uygulanmasinin 1,8 kat, kombine uygulamada ise 1,2 kat arttirdigi
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bulunmustur. POLH gen ekspresyonlarinin da 24 saatlik inkiibasyon sireleri icin

sisplatin uygulamasinda 4 kat, PNR-7-02 uygulamasinda 1,3 kat ve kombine

uygulamada da 1,3 kat arttigi bulunmustur. 48 saat siireyle ila¢ uygulandiginda

13 uM sisplatin uygulamasinin DDB2 ekspresyonunu kontrol grubuna gore 7,8

kat, 12,8 puM PNR-7-02 uygulanmasinin 1,7 kat, her ikisinin kombine

uygulanmasinin da 2,4 kat arttirdig1 saptanmistir. Pol n gen ekspresyonlarinin ise

ayni inklbasyon siiresi icin sirasiyla 8,9 kat (sisplatin), 4,4 kat (PNR-7-02) ve 6,5

kat arttig1 bulunmustur.

Bulgularimiz PNR-7-02 ile sisplatin uygulamasinin uygulanan doza bagh olarak
hiicre canligl Gzerinde sinerjik bir etki gosterdigini ortaya koymustur. Proliferasyonun
yaklasik %50 inhibe edilmesinin beklendigi sisplatin derisimlerinde 24 ve 48 saat sure ile
bu ilacin uygulanmasinin hiicre canliigini azalttig, DDB2 ve Pol n gen ekspresyonlarini
arttirdigl gézlenmistir. PNR-7-02'nin de IC50'sine uygun dozlarda MCF-7 hiicrelerine
uygulanmasi hiicre canhligini azaltmis, sisplatine gore IC50 degerleri hem 24 saat hem de
48 saat icin DDB2 ve Pol n ifadelenmesini -sisplatine gore daha ilimli olmakla birlikte-
azaltmistir. Kombine uygulamada ise bu iki gen ifadelenmesinde artis gézlenmis, kat
degisimin tek basina PNR-7-02 icin elde edilen degerlere daha yakin oldugu
belirlenmistir. Ayni ilag dozlarinin kombine uygulanmasinin % hicre canhligi Uzerine
etkisi ise (24 ve 48 saat uygulama igin) sisplatinin olusturdugu etkiden istatistiksel olarak
daha yuksek oldugu saptanmistir. Bu sonuglar, MCF-7 hiicrelerinin doz bagimli olmakla
birlikte sisplatin duyarliligini arttirici etkisinin bulundugunu gostermektedir. Ancak, bu
etkinin detayli arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Yakin gelecekte, malzeme temin
edilerek gen ve protein analizlerinin gerceklestiriimesi planlanmaktadir. DDB2
ekspresyonunun (PNR-7-02'nin tek ya da kombine verildigi durumlarda) artisinin TLS'den
kaynaklanip kaynaklanmadiginin arastiriimasi icin diger GG-NER faktorleri (6rnegin XPC)

ile DDB2 ekspresyonunun paralel olup olmadigi, DDB2 ve Pol n ekspresyonu artisinin p53
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ve BRCAL1 ile iligkili oldugunu dogrulama yoniinde deney planinin ayri bir arastirma

konusu olarak planlanmasi diisiiniilmektedir.
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