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RESVERATROL VE OLAPARIB KOMBINASYONUNUN
PARENTAL VE OLAPARIB-DIRENCLI MCF-7 MEME KANSERI
HUCRELERINDEKI ANTIi-NEOPLASTIK POTANSIYELININ
ARASTIRILMASI

OZET

Kanser, Diinya genelinde yaygin olarak goriilen ciddi bir hastaliktir ve 6lim nedenleri
arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra gelmektedir. Kanser tedavisinde
radyoterapi, kemoterapi gibi klasik yontemler kullanilsa da hedef dis1 etkileri, edinilmis
ilag direnci gibi etmenler nedeniyle tiimdr yayilimimi Onlemede genellikle -etkili
degillerdir. Mevcut tedavi yaklasimlarina karst gelisen ilag direnci nedeniyle yeni tedavi
yaklasimlari gelistirilmeye ¢aligtlmaktadir. flag direncinin iistesinden gelmek igin yaygin
olarak kullanilan yontem; bir ilac1 baska bir ilagla birlestirilerek yani kombine tedavi
yaparak etkisini arttirmaktir Bu baglamda kemoterapétik ajanlarin ¢ok hedefli dogal
bilesikler olan fitokimyasallarla kombinasyonu ilag direncine kars1 etkili olabilmektedir.
Bitki temelli bilesenler toksik olmadiklari, antimutajen ve antikanser 0Ozellik
gosterebildigi ve hiicre farklilasmasini inhibe ederek kanser ilerlemesini kontrol altina
alabildigi i¢in kanser tedavisinde onemli bir yere sahiptir.

Bu ¢alismada, resveratrol ile tedavi edilen meme kanseri hiicrelerinde PARP1/2 inhibitor
sitotoksisitesinin artabilecegini test etmek ve PARP1/2 inhibitorlerinin  meme
kanserindeki anti-tiimér yanitinda, HR regiilatorii olan RADS51 gen ekspresyonu {izerinde
etkisi olan resveratroliin roliiniin arastirildigi in vitro 6n caligmalar gergeklestirildi.
Parental ve olaparib direncli MCF7 insan meme kanseri hicreleri artan
konsantrasyonlarda olaparib ve resveratrol ile tedavi edildi ve sitotoksik etki WST-1
hiicre canliligr analizi ile 6l¢iildii. IC50 dozlar1 belirlenen olaparib ve resveratroliin
sinerjistik etkisi belirlendi. Koloni sagkalimi deneyi ile resveratrol ve olaparib
kombinasyonunun parental ve olaparib direncli MCF7 hiicrelerinin koloni olusturma
kapasitelerini baskilayici etkisi gosterildi. Soft Agar deneyi ile olaparib ve resveratrol ile
mono- ve kombo- tedavi edilen parental ve olaparib direncli MCF7 hicrelerinin tumor
olusturma kapasiteleri incelendi. Western Blot teknigi ile olaparib ve resveratrol ile
mono- ve kombo- tedavi edilen MCF7 hiicrelerinde hiicre dongiisti, DNA hasar1 ve
apoptotik proteinlerin ifade dizeyleri analiz edildi.

Bu c¢alismadan elde edilen bulgular, resveratrolin olaparib ile kombine halde
kullaniminin mekanistik roliiniin tam olarak aydinlatilmasinin ve fonksiyonel islevinin in
vivo c¢aligmalarla kanitlanmasinin klinikte PARP inhibitér tedavisine karsi hasta
stratifikasyonunda 6nem arz edecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Olaparib, resveratrol, MCF-7, BRCAL/2, kanser, DNA hasari,
apoptoz.



INVESTIGATION OF ANTI-NEOPLASTIC POTENTIAL OF
RESVERATROL AND OLAPARIB IN PARENTAL AND
OLAPARIB-RESISTANT MCF-7 BREAST CANCER CELLS

ABSTRACT

Cancer is a serious disease that is common in the world and is among the causes of death
after cardiovascular diseases. Although classical methods such as radiotherapy and
chemotherapy are used in cancer treatment, they are generally not effective in preventing
tumor spread due to factors such as off-target effects and acquired drug resistance. New
treatment approaches are being tried to be developed due to drug resistance against
existing treatment approaches. Commonly used method to overcome drug resistance; In
this context, the combination of chemotherapeutic agents with phytochemicals, which are
multi-targeted natural compounds, can be effective against drug resistance. Plant-based
components have an important place in cancer treatment because they are non-toxic, can
show antimutagen and anticancer properties, and can control cancer progression by
inhibiting cell differentiation.

In this study, in vitro preliminary studies were carried out to test that PARP1/2 inhibitor
cytotoxicity may increase in breast cancer cells treated with resveratrol and to investigate
the role of resveratrol, which has an effect on the HR regulator RAD51 gene expression,
in the anti-tumor response of PARP1/2 inhibitors in breast cancer. . Parental and olaparib-
resistant MCF-7 human breast cancer cells were treated with increasing concentrations of
olaparib and resveratrol, and the cytotoxic effect was measured by WST-1 cell viability
assay. The synergistic effect of olaparib and resveratrol, whose IC50 doses were
determined, was determined. The colony survival assay demonstrated the suppressive
effect of resveratrol and olaparib combination on the colony forming capacity of parental
and olaparib resistant MCF-7 cells. Tumor-forming capacities of parental and olaparib-
resistant MCF-7 cells mono- and combo-treated with olaparib and resveratrol were
investigated with the Soft Agar assay. Cell cycle, DNA damage and expression levels of
apoptotic proteins were analyzed in MCF-7 cells mono- and combo-treated with olaparib
and resveratrol by Western Blot technique.

The findings from this study showed that the full elucidation of the mechanistic role of
resveratrol in combination with olaparib and the demonstration of its functional function
by in vivo studies will be important in clinical patient stratification against PARP
inhibitor therapy.

Keywords: Olaparib, resveratrol, MCF-7, BRCAL1/2, cancer, DNA damage, apoptosis.



1. GIRIS

Kanser kavrami; Latince "cancer"” ve Yunanca "carcinos” sozclklerinden gelen ve kontrol
edilemeyen anormal hiicre ¢ogalmasi veya fizyolojik koordinasyonunu kaybetmis
hiicrelerin sorumsuz ¢ogalmasi seklinde tanimlanabilir (Bayik et al., 1989). Kanser; insan
vucudundaki organlarinin ¢ogunda goriilebilen, normal doku sinirlarint asip uzak
organlara metastaz yapabilen hticrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasiyla karakterize edilen ¢esitli

epidemiyolojiye sahip 100'den fazla hastalig1 kapsar (Stratton et al., 2009).

Kanser diinya ¢apinda ciddi bir halk sagligi sorunudur. Kiiresel demografik ozellikler,
onimiizdeki yillarda kansere yakalanma olasiliginin artacagii  ongdrmektedir
(Zugazagoitia et al., 2016). Kanserin olusumu, ilerlemesi, yayilmasi ve ilag direncinin

ortaya ¢ikisi biriken mutasyonlardan kaynaklanir (Dancey et al., 2012).

Kanserin tedavisinde radyoterapi, kemoterapi, cerrahi, immunoterapi, hormon terapisi,
hedefe yonelik terapiler ve gen terapisi gibi yontemler kullanilir (Fitzmaurice et al.,
2015). Bu yontemlerin kullanilmasina ragmen tedavilerde yanit alinamamasinin ana
nedenlerinden biri, kanser hucrelerinin ilag direnci gelistirmesidir (Komarova,
2006). Mevcut tedavi yaklasimlarina karsi gelisen ilag direnci nedeniyle yeni tedavi
yaklagimlart gelistirilmeye calisiimaktadir (Sert ve Kiigiikkiling, 2022). Bu baglamda
fitokimyasallarin kanser tedavisindeki yararli etkilerini arastiran bilimsel arastirmalarin
sayisi hizla artmaktadir. Fitokimyasallar ve diger bitkisel kaynakli besin bilesenleri;
dunya genelinde 6nde gelen dort 6lum nedeni olan kanser, diyabet, kardiyovaskler
hastaliklar ve hipertansiyon gibi hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde etkili

bulunmustur (Abby Bloch, 1995).

Fitokimyasallar, onemli antikanserojen ve antimutajen oOzelliklere sahip bitki bazli
bilesenlerdir. Bitkilerin kanser tedavisinde uzun bir ge¢misi vardir ve su anda kullanilan
antikanser ajanlarin %60'imdan fazlasi dogal kaynaklidir. Kansere karsi koruyucu olan
fitokimyasallarin ¢ogunun aktif bilesenleri, kurkumin (zerdecal), genistein (soya

fasulyesi), resveratrol (kirmizi iiziim), allisin (sarimsak), likopen (domates)’dir (Khuda-



Bukhsh et al., 2014). Kimyasal olarak 3,5,4'-trihidroksistilben olarak bilinen resveratrol;
iizlim, cilek, yer fistig1 ve kirmizi sarapta bulunan dogal olarak olusan bir polifenolik
antioksidan bilesiktir (Bai et al., 2010). Bircok dokuda antikanser etkisi gorllen
resveratroliin, tim etki mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasi beklemektedir. Resveratrol,
hiicre farklilasmasini inhibe ederek kanserin ilerlemesini kontrol altina alabildigi tespit

edilmistir (Karabekir et al., 2017).

Rad51, DNA cift iplik kiriklarinin HR onariminda gorev alan bir rekombinazdir ve farkli
kanser hicresi tiplerinde Rad51’in asir1  ekspresyonu gorilmistiir (Richardson,
2005). Yapilan bir calismada MCF-7 insan meme kanseri hicrelerinde Rad51,
BRCAlve BRCA2 gibi HR ile DNA onariminda yer alan baz1 genlerin
ekspresyonunun resveratrol tarafindan asagi regiile edildigi gozlemlenmistir (Leon-
Galicia et al., 2013).

Meme kanseri de diinyada en sik rastlanan ikinci kanser tiirtidiir. Kadinlarda ise en sik
rastlanan kanser turtdir (Sung et al., 2021). Diinyada yasam1 boyunca her 8-9 kadindan
birisi meme kanserine yakalanmaktadir. Sik goriilmesi, erken evrelerde tedavi edilebilir
olmasi, erken evrelerde giiniimiiz kosullarinda taninmasinin olanakli olmasi meme
kanserinin 6nemini artirmaktadir (Aydintug, 2004). Metastatik bir kanser olan meme
kanseri genellikle kemik, karaciger, akciger ve beyin gibi organlara yayilabilir, bu da esas
olarak tedaviyi zorlastirir. Hastaligin erken teshisi, iyi bir prognozu ve yiksek bir

sagkalimi saglayabilir (DeSantis et al., 2016).

Meme kanseri olusumunda bir¢ok tiimor baskilayict gen, onkogen ve DNA tamir genleri
rol oynamaktadir. Timor baskilayict genlerden BRCA-1-2°de meydana gelen
mutasyonlarin meme kanserine yol agtigi bilinmektedir (Akkuzu et al., 2019). BRCAL ve
BRCA2 eksikligi olan kanser hucreleri, sentetik oldurtculik mekanizmasi yoluyla Poli
ADP Riboz Polimeraz (PARP1) inhibitérlerine daha duyarlidir (D’Andrea, 2018).
Bugune kadar 18 tane PARP iiyesi enzim tanimlanmistir. Bunlardan en 6nemlisi PARP-1
izoformudur. PARP, okaryot hiicrelerde bol miktarda bulunan ve DNA hasarinda
aktiflesen bir enzimdir. PARP-1 tek zincir DNA kiriklarini, baz eksizyon tamir
mekanizmasiyla onarir. PARP-1 inhibisyonu, radyasyonun ve kemoterapotik ajanlarin

etkilerini artirir (Tok ve KocyigitKaymakcioglu, 2015).


https://www.spandidos-publications.com/or/39/6/3025#b23-or-39-06-3025
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/brca1
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/brca1
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/synthetic-lethality
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/poly-adp-ribose-polymerase
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/poly-adp-ribose-polymerase

Olaparib, kat1 tiimorlerin tedavisi igin gelistirilen oral, kiiclik molekiilli, PARP
inhibitoridar. Olaparib tek basina veya kemoterapOtik ajanlar veya radyoterapi ile
kombinasyon halinde kullanildiginda anti -tiimor aktivitesi gostermistir (Deeks, 2015).
Olaparib, tekrarlayan platine duyarli BRCA mutasyonlu ilerlemis yumurtalik kanseri ve
BRCA1/2 mutasyonlu metastatik meme kanserinin tedavisi icin FDA onay1 alan ilk
ilactir. Ancak BRCA1/2 germ hattt mutasyonlari, tiim meme kanseri vakalarinin yalnizca
yaklasik %5'inde goriiliir. BRCA vahsi tip, HR-yeterli meme kanserini tedavi etmek icin
konusunda galisma eksikligi vardir. Bu nedenle, PARP inhibit6rlerinin su anda bu meme
kanseri vakalarinda diger kemoterapdtik ilaglarla kombine etkisi arastirilmaktadir (Sinha,

2022).

Calismamizin amacina yonelik olarak resveratrol ile tedavi edilen meme Kkanseri
hiicrelerinde  PARP1/2 inhibitor sitotoksisitesinin artabileceginin test edildigi ve
PARP1/2 inhibitorlerinin meme kanserindeki anti-timdr yanitinda, HR regiilatorii olan
RADS51 gen ekspresyonu Uzerinde etkisi olan resveratroliin roliiniin detayli arastirildigi in
vitro c¢alismalar gergeklestirildi. Calismalarimiz sonucunda elde edilen bulgular
resveratrolin PARP1/2 inhibitdr tedavisi tzerinde etkisinin uzun vadede klinikteki meme

kanseri hastalaria daha iyi tedavi segenekleri sunabilecegini ortaya koymaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

DNA’nin mutajenlere maruz kalmasi sonucu DNA dizilerinde meydana gelen
anormalliklerden kaynaklanan ve ayni zamanda kalitimsal olarak da aktarilabilen kanser,
farklilagmis hiicrelerin ¢ogalarak klonal yayilim gostermesidir (Futreal et al., 2001).
Kanser olusumunda biiylimeyi uyarict genler ekstra islev kazanip daha fazla eksprese
olurken tiimor siipresor genler normal islevlerini kaybeder (Auyang, 2006). Dinya
genelinde kanser, 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer alir. Kanser tedavisinde
kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi gibi klasik yontemler kullanilsada bu y®ntemler
timorlerin metastatik yayilimini 6nlemede genellikle etkili degildir (Schuster et al.,
2006). Kanserli hiicreler baslangicta kemoterapiye duyarli olsa da, zamanla DNA
mutasyonlar1 ve ilag inhibisyonunu destekleyen metabolik degisiklikler gibi

mekanizmalar yoluyla direng gelistirebilirler (Housman et al., 2014).

Tiirkiye kanser insidansi diger tilkelerle karsilastirildiginda Ulkemizde kanser gelisiminin
daha diisiikk bir hizda seyrettigi goriilmektedir. Erkeklerde trakea, brons ve akciger
kanseri; kadinlarda ise meme kanseri en fazla goriilen kanser tiirleridir (M. Glltekin ve
Boztas, 2014). Diinya ¢apinda kanser insidansinin giderek artacagi ve 2030 yilina kadar
her y1l 26 milyon yeni kanser vakasinin ortaya ¢ikacagi ongiiriilmektedir (Boyle and
Levin, 2008). Niifus artis1, obezite, tiitiin tirtinlerinin kullanimi, yaslilik ve gelismislikle
iligkili olarak iireme modellerinin de8ismesi gibi etmenler sonucunda kanser olusumu
giderek artmaktadir. Geligsmis iilkelerde kanser insidans oranlar1 gelismekte olan iilkelere
gore iki kat daha fazladir ancak kansere bagli 6lim oranlari ise yalnizca %8-15 daha

fazladir (Torre et al., 2015)

Dinya genelindeki kanser vakalarin yaklasik %11,7" sini meme kanseri olusturur.
Kadinlarda her 4 kanser vakasindan 1'ini meme kanseri olusturur (Sung et al., 2021).
Meme kanseri yaygin olarak goriilen bir hastalik olmakla beraber insidansi giderek
artmaktadir. Yapilan arastirmalara gore %18,4 oran ile meme kanseri vakalarinin en fazla

oldugu iilke Cin’dir ve ABD %11,8 ile Cin’i takip etmektedir (Lei et al., 2021). Meme



kanseri tiirlerinin yaklasik %751 hormon reseptori (6strojen reseptori [ER] veya
progesteron reseptoru [PgR]) pozitif, %15’i HER2 pozitif ve %10’u da bu (g reseptorin
olmamasi olarak tanimlanan ti¢lii negatif gruptadir (Spyratos et al., 2003). Meme kanseri
hiicre hatlarindan biri olan MCF-7 hiicreleri ¢alismalarin 6nemli bir kisminda
kullanilmistir ve ER-pozitif grupta yer almaktadir (Sweeney et al., 2012). BRCAL,
BRCAZ2, TP53, AT, AR (Androjen reseptorii) meme kanseri duyarlilik genleri olarak
bilinir ve meme kanserine genetik yatkinliktan sorumlu genlerdir (Antoniou and Easton,
2006). BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlarindan daha az goriilen, baska genlerdeki
mutasyonlar da meme kanseri ile iligkili bulunmustur. Bu genler arasinda TP53, PALB2,
PTEN, STK11, CHD1, ATM, MRN Kompleksi, RAD51C, FANCC, BRIP1 bulunur
(Sekil 2.1) (Tokdemir et al., 2019). Meme kanseri vakalarinin yaklasik %5-10’unda
BRCA1 VE BRCA2 genlerinde mutasyon gorilir. Kemoterapi, radyoterapi gibi
yontemlerin meme kanseri tedavisinde kullanilimi ile meydana gelen ciddi yan etkiler ve
saglikli hiicrelerin zarar gormesi gibi istenmeyen sonuglar nedeniyle tedavide monoklonal
antikorlar ve enzim inhibitorleri gibi yeni umut verici yontemlerin kullanimi tizerinde
calisilmaktadir (Majeed et al., 2014).
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Sekil 2.1. Meme Kanseri Olusumu ile flgili Genler (Tokdemir et al., 2019)

Gegmis yillarda kanser tedavisinde gosterilen basarilara ragmen, kemoterapotik ajanlara
ve yeni hedefli ilaglara direng, kanser tedavisinde sorun olmaya devam
etmektedir. Tedaviden 6nce var olan ya da tedavi sirecinde veya tedaviden sonra ortaya

c¢ikan ilag direnci, baglica 6liim nedenlerinden olan kanserin niiksetmesinin bir nedenidir



(X. Wang et al.,, 2019). Kanserde ilag direnci, kalitsal veya edinilmis olarak ortaya
cikar. Kalitsal ila¢ direnci, kanserli hiicrenin belirli bir ilaca ilk tepkisizligi iken;
edinilmis direng ise ilk basarili ila¢ tedavisinden sonra karsilasilan ila¢ direncidir. Kanser
tedavisinde ilag¢ direncinin nasil engellenecegi arastirilmakta olan dnemli bir konudur (P.
Wang et al., 2015).

Kanser hucrelerinde meydana gelen ila¢ direnci; genellikle hiicre zari tasiyicilari gibi
belirli proteinlerin artan aktivitesinden kaynaklanir. Tiimor hiicrelerinde ¢oklu ilag
direnci (MDR), ¢cogu kanser tiiriinde kemoterapinin basarisinin 6niinde ciddi bir engeldir.
Coklu ilag direnci, bir sitotoksik maddeyle muamele edilen in vitro timaor hucrelerinin,
yapisal ve islevsel olarak ilgisiz birden fazla bilesige karsi ¢apraz direng gelistirmesi
sonucu olusur (H.Thomas and HM.Coley, 2003). Kanser hucrelerinde ila¢ direncinin en
biiyiik zorluklarindan biri, direncin ¢ok faktorlii olmasidir. Ikinci zorluk ise direncin
heterojen olmasidir (Konieczkowski et al., 2018). Hastaligin ilerlemesiyle timorler
genellikle heterojen hale gelir ve tedaviye karsi farkli 6zelliklerde yanitlar ile hiicre
popiilasyonu olusturur. Heterojenlik, tedaviye direng olusumuna neden olur. Bu nedenle
etkili tedavi stratejilerinin gelistirilebilmesi igin tiimor heterojenitesinin detayl: bir sekilde

degerlendirilmesi gerekir (Dagogo-Jack and Shaw, 2018).

Kanserin ¢esitli molekiiler yolaklardaki hatalardan kaynaklandigi bilinmektedir. Mevcut
geleneksel kemoterap6tik ilaglarla yapilan tedaviler bir veya birka¢ proteini
hedeflediginden zayif kalmaktadir. Bu nedenle bu ilaglar, kanser hicrelerini yok etmek
icin yiiksek dozlarda uygulanmakta ve bu da hastaligin kendisinden daha kotii etkiler
dogurmasina sebep olmaktadir (Bordoloi et al., 2018). GlnlUmizde kanser tedavisi,
spesifik olmayan yontemlerden spesifik yontemleri igeren bir yone dogru ilerlemektedir.
Klasik tedavi yontemlerinden kemoterapinin kanserli hiicrelerin yani sira saglikli
hiicrelere de zarar verdigi goz Oniine alinarak bireysellestirilmis, tiimdre 6zgii tedavilere
olan ilgi artmaktadir (Wayteck et al., 2013). Bu minvalde timdérler icin hedeflenen ilac
iletiminde kullanilabilecek yeni teknolojiler gelistirmek ve bdylece taginan ilaglarin

terapotik etkisini iyilestirmek onemlidir (Andresen et al., 2005).

Kanserin karakteristik 6zelligi, genomik kararsizliktir. Kanserler, genetik kararsizliga

neden olan mutasyonlarin birikmesiyle olusur. Normal hiicrenin kanserlesmesi; hicre



dongustniin duzenlenmesi, apoptozis (programli hiicre 6liimii), hiicre farklilasmasi ve
diger birgok hiicre fonksiyonunu etkileyen birgcok mutasyon ile olur (Debele et al., 2006).
Yumurtalik, meme, prostat gibi kanserler dahil olmak lizere ¢ogu insan kanser hicreleri,
homolog rekombinasyon onariminda kusurlara sahiptir. Bu kanser hiicrelerinin neden HR
onarmmini gerceklestirmedigi net degildir. Yaygin goriis, HR onariminin kaybinin kanser
hiicresini genomik kararsizlikla besleyerek daha fazla mutasyonun olugsmasina ve

kanserin ilerlemesine neden oldugu yénundedir (Andrea, 2018).

DNA tamirinde rol oynayan OGG1, ERCC1, XRCC1, XRCC2, XRCC3, XPC, XPD,
XPF, BRCA2, MRE1l, NBS1, Ku70/80, LIG4, RAD...vb. genlerdeki farklililar,
proteinlerin islevini ve hasarli DNA’’nin onarilma kapasitesini degistirebilmektedir. Hatali
onartmi genomik kararsizliga dolayisiyla da kansere neden olabilmektedir (Goode et al.,
2002). Kanserle iliskili vicut hlcrelerindeki mutasyonlarin birikimi sadece DNA tamir
mekanizmasindaki bir hatadan kaynakli degil, hiicre 6lim mekanizmasimin hasarlt

hiicreleri yok etme yeteneginin azalmasindan da kaynaklanir (Imyanitov et al., 2005).

Apoptozis kavrami, “programli hiicre 6liimii” olarak ilk kez 1964 yilinda tanimlanmaistir.
Cesitli uyaranlara maruz kalan hiicreler olirler ve bunu programli olarak bir yol izleyerek
yaparlar. Bu durum apoptozisi diger bir hiicre 6liimii olarak bilinen nekrozdan ayirir.
Nekroz olarak bilinen hicresel 6lim yolunda hicreler genler tarafindan kontrol
edilmeksizin inflamatuar bir yanit sonucu lizise ugrarlar (Gor et al., 2004). Apoptoz,
canlinin gelismesi ve doku homeastazinin saglanmasindaki en énemli olaylardan biridir.
Kanser hiicrelerinin yok edilmesinin amaglandigi tedavilerde apoptotik yolaklar
aktiflestiren proteinler hedef alinmaktadir. Yapilan c¢alismalarda azalmis apoptotik
aktivitenin, bir kemoterapotik ajan olan cisplatine karsi dirence neden oldugu
gosterilmistir (Cetintas et al., 2012). Apoptoz, Bcl-2 / Bax gen ailesi ile gergeklestirilir.
Bu ailenin 20 {yesi tanimlanmistir. Bunlardan bazilar1 apoptoz inhibitdrii olan anti-
apoptotik, bazilar1 ise apoptozu indiikleyen pro-apoptotik genler olarak tanimlanir
(Nagata & Factor, 1997). Bcl-2, Bel-xL, Bcl-w, CED-9, Mcl-1, c-Abl, Rb gibi proteinler
anti-apoptotik diizenleyicilerdir. ikinci grup olan pro- apoptotik diizenleyiciler ise Bax,
Bad, Bak, Bcl-xS, p 53, c-Fos, c-Jun gibi proteinlerdir. Bu proteinlerin tamami Bcl-2
ailesi olarak tanimlanmaktadir (Kaya, 2012). Hiicrede DNA hasar1 olustugunda p53 hiicre

dongusini G1 fazinda durdurup hiicreye DNA tamiri igin zaman verir. Hasar tamir



edilemezse p53; Bax, Apaf-1 ekspresyonunu arttirip Bcl-2 ve Bcl-xL’yi baskilar ve bu
sayede apoptozu indiikler (Vousden and Lu, 2002).

Apoptozdaki hatalar, hem tiimor olusumunun hem de ila¢ direncinin temelini olusturur ve
bu hatalar kemoterapinin basarisiz olma sebeplerinden biridir (Johnstone et al., 2002).
p53 mutasyonlar1 gibi apoptoz kusurlart olan hiicreler, tiimdr i¢inde klonal hipoksik
streste hayatta kalabilirler (Graeber et al., 1996). Apoptozdaki hatalar ayni zamanda

timor metastazina da neden olabilir (Frisch and Francis, 1994).

Homolog rekombinasyon, BRCA 1/2 gibi bircok genle birlikte DNA ¢ift zincir
kiriklarinin onarimi islemidir. Meme, yumurtalik ve pankreas kanserleri basta olmak
uzere bircok kanser tiriinde homolog rekombinasyonda gorevli genlerde yaygin olarak
degisiklik meydana gelmistir (Heeke et al., 2018). Kanser hiicreleri, gelismis bir DNA
onarim kapasitesine sahip oldugu i¢in hasarli DNA’daki hasarlart onarip daha fazla
cogalma egilimindedir. DNA’daki hasari onarmak i¢in, DNA hasar bolgesine baglanan

Poli(ADP-riboz) Polimeraz-1'i (PARP-1) kullanirlar (Brown et al., 2017).

Kisisellestirilmis tip, hedefe yonelik kanser tedavileri kullanmayi hedefler. Bu tlr
tedaviler, en belirgin olarak BRCA mutasyonlarindan dolayr homolog DNA
rekombinasyon yolunda bir hata olan kanser hiicrelerinde kicuk molekulli inhibitorler
tarafindan PARP enziminin inhibe edilmesiyle gergeklestirilir (Tangutoori et al., 2015).
Homolog rekombinasyon onarimindaki hatalara, RAD51, ATM, ATR ve kontrol noktasi
kinaz 1 ve 2 dahil olmak izere BRCAL ve BRCA2 disindaki proteinlerdeki islev kaybi da
neden olabilir (Venkitaraman and Ph, 2003). Poli(ADP-riboz) polimeraz 1 (PARP-1),
DNA tek zincir kiriklarina baglanarak aktive olan bir enzimdir (Sekil 2.2). 18 PARP
ailesi tanimlanmigtir (Curtin, 2005). PARP1’in p53 proteini gibi ikili etkisi
bulunmaktadir. Hem apoptoza neden olur hem de DNA tamirinde gérev alir. PARP-1’in
inhibe edilmesi bir yandan DNA hasari ile hiicre 6liimiine neden olurken bir yandan
hiicrelerin 6mriinii uzatir. Bu nedenle hem apoptoz aktitesinin fazla oldugu hem de az
oldugu hastaliklarda PARP-1 inhibitorleri kullanilabilir (N. Gultekin et al., 2008). S-faz1
sirasinda PARPI inhibisyonu DNA tek zincir kiriklarinin (SSB) onariminin
engellenmesi, DNA ¢ift zincir kirtlmalarin1 (DSB) indiikler (Bryant et al., 2005).
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Sekil 2.2. PARP inhibitorlerinin etki mekanizmasi (Mateo et al., 2019)

PARP inhibitérlerinin en ©6nemli kullanim alani, meme ve over kaynakli kanser
tedavileridir. Over kanserli ¢ogu hasta tedaviye olumlu yanit vermesine ragmen bu
hastalarin biiylik bir kismi iyilestirilemez. Hastalarin %70’inde niiks goriilmektedir.
Kemoterapiye hizli direng gelistiginden, niiksleri tamamen oOnlemek pek miimkiin
degildir. Bu nedenle bu hastalar1 kurtaracak yeni tedavi yOntemlerine ihtiyag
duyulmaktadir (Tok ve KocyigitKaymakcioglu, 2015). PARP inhibitori ile hedefe
yonelik tedaviler, kemoterapi veya radyoterapi gibi klasik tedavilere gére daha fazla
ozgiilliige ve daha az hedef dis1 yan etkiye sahiptir. Bu sayede kanser hastalarinda daha
olumlu sonuclar elde edilebilir (Rose et al.,, 2020). PARP inhibitorlerinin etkileri,
hiicresel ortama gore farklilik gosterir. DNA hasarmin veya metabolik stresin varligi,

PARP inhibisyonunun sonuglari iizerinde etkilidir (Tentori et al., 2002).

Olaparib, rucaparib, niraparib, talazoparib, veliparib, pamiparib ve fluzoparib klinik
oncesi ve klinik g¢aligmalarda kullanilmakta olan PARP inhibitorleridir (Sekil 2.3).
Olaparib, ileri evre kalitsal BRCA mutasyonlu over kanseri hastalarinin tedavisinde
kullanilmak {izere 2014 yilinda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ve Avrupa ilag
Dairesi (EMA) tarafindan onaylanan ilk PARP inhibitérudur (Kaufman et al., 2015).
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PARP inhibitorleri, ¢coklu kanser tedavisinde yiiksek beklentiler dogurmustur. Tek basina
veya DNA'ya zarar veren ajanlarla kombinasyon halinde kullanilabilen PARP
inhibitorleri, 6zellikle BRCA mutasyonlar1 nedeniyle DNA onarim mekanizmalarinda

kusurlar1 olan tiimorlere karsi etkilidir (Michels et al., 2013).
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Sekil 2.3. PARP inhibitérlerinin kimyasal formdilleri (Antolin et al., 2020)

Olaparib, BRCA mutasyonu olan over kanseri de olmak iizere kati tiimdrlerin tedavisi
icin gelistirilen bir PARP inhibitoridir. Olaparib, Lynparza ticari adi altinda 2014 yilinda
AB’ de BRCA mutasyonlu over kanserinin tedavisi i¢in onaylanmistir (European
Medicines Agency (EMA), 2021). Ayrica metastatik meme ve prostat kanseri ile germ
hattit BRCA mutasyonu olan hastalarda da umut verici etki gostermistir (Bochum et al.,
n.d.).

BRCA 1/2 mutasyonlari PARP inhibitorlerine duyarliliga neden olmasma ragmen,
hastalarin %40-70'i PARP inhibitorlerine yanitsiz kalir veya direng olusturur (Gelmon et
al.,, 2011). PARP inhibitorlerine karsi direng; ila¢ puskurtme pompalarinin yukari
regulasyonu, PARP veya ilgili diger proteinlerdeki mutasyonlar gibi ilag hedefiyle ilgili
etkiler, BRCAL1/2 etkilerinin restorasyonu nedeniyle homolog rekombinasyondaki
onarimlar ile gerceklesebilir (Dias et al., 2021). BRCA ttimorlerinin PARP inhibitorlerine
karst direncinin Oncelikle BRCA1/2'deki ters mutasyonlara ve HRR yolagindaki
restorasyona bagli oldugu tanimlanmistir (Edwards et al., 2008). Ayrica HRR yolaginda
etkili RADS51 proteinin asir1  ekspresyonunun kolon kanseri hicrelerini PARP

inhibitdrine direncli hale getirdigi gézlemlenmistir (X. Liu et al., 2009).
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PARP inhibitériine karsi olusan direncin istesinden gelebilmek icin tek molekul
tedavisine ek olarak kombinasyon tedavisinin yararli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Farkli
etki mekanizmalarina sahip olan terapdtik ajanlarin birlikte kullanimi, kanser hastalarinin
hayatta kalma sonuglarini iyilestirmek i¢in biiyiik bir etkiye sahiptir. PARP inhibitorinin
tek basina kullanimi biiytik ilgi gorse de, son on yilda kombinasyon halinde kullanimini

degerlendiren birgok ¢aligsma yapilmistir (Dréan et al., 2016).

[lag direncinin iistesinden gelmek i¢in yaygin olarak kullanilan yontem; bir ilac1 baska bir
ilacla birlestirilerek yani kombine tedavi yaparak etkisini arttirmaktir. Yapilan
caligmalarda 6zellikle mevcut kemoterapi ilaclarinin giivenli ¢ok hedefli molekiillerle
kombinasyonunun, sinerjistik anti-kanser etkileri indiikleyerek olumlu sonuglar verdigi

gbzlemlenmistir (Bordoloi et al., 2018).

Gilinlimiizde kemoterapinin etkisini artirmak i¢in ¢ok hedefli fitokimyasal bilesikler
arastirtlmaktadir. Ciinkii kemoterapotik ilaglar1 dogal polifenollerle birlestirmek gibi
coklu hedefleme stratejisi, kanser tedavisinde umut verici erkiler sunmaktadir (Jimeno
and Hidalgo, 2006). Fitokimyasal kavrami kelime olarak, Yunanca su ve bitki anlamina
gelen “’phyto*’ kelimesinden tiiremistir. Kronik hastaliklarda, kanserde riski azaltmakla
baglantili olan meyve, sebze ve tahillar gibi bitkisel gidalarda bulunan biyoaktif bitki
bilesikleri olarak tanimlanir (R. H. Liu, 2003). Fitokimyasallar; karotenoidler, fenolikler,
alkaloidler, nitrojen igeren bilesikler ve organosiilfiir bilesikleri olarak gruplandirilir. En
fazla ¢aligilan gruplar1 fenolikler ve karotenoidlerdir (R. H. Liu, 2004). Fitokimyasallar
ve kemoterapdtik ajanlarin kombinasyonunun, monoterapiye kiyasla etkinligi daha
fazladir. Bunun nedeni, ilag kombinasyonlarinin, ideal etkiler elde etmek icin sinerjistik
veya aditif bir sekilde Kritik yollar1 hedeflemesidir (Gao, 2022). Yapilan galismalarda
dogal bilesikler; kanser hiicrelerini radyoterapi ve kemoterapiye karst daha duyarli hale
getirmek ve bu hiicrelerin gelistirmis olabilecegi diren¢ mekanizmalarinin iistesinden

gelebilmek i¢in diger ilaglarla birlikte kullanilmistir (Lagunas-rangel and Mar, 2020).

Fitokimyasal bilesiklerin paklitaksel, doksorubisin, tamoksifen ve adriamisin vb. gibi
klasik kemoterapétik ilaglarla kombinasyonu sonucu ¢esitli sinerjistik yaklagimlari cesitli
meme kanseri hiicre hatlarinda ele alinmistir. Farkli epidemiyolojik ¢alismalar,

fitokimyasallarin kullanim1 ile meme kanseri insidansi arasinda ters bir iliski oldugunu
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ortaya ¢ikarmistir (Younas et al., 2018). Fitokimyasal bilesiklerin tamaminin bazi kanser
tlrlerinin yaygin olarak da meme kanserinin onlenmesinde 6nemli roliiniin oldugu
bilinmektedir. Ozellikle posa igerigi fazla sebzelerin meme kanseri riskinde diisiik oranda

azalma saglayabilecegi bildirilmistir (Ferrari et al., 2013).

Fitokimyasal bilesiklerle iligili yapilan c¢alismalardaki en blylk sorun, deneylerde
kullanilacak bu ajanlarin bir kisminin gerekli optimum dozu hakkinda fikir birliginin
olmamasidir. Clnku fitokimyasallar, kanser dnleyici 6zelliklerini yeterli optimal dozlarda
sergilerler (Kotecha et al., 2016). Yapilan c¢aligmalarda bu dogal bilesiklerin ¢gogunun
meme kanseri hiicrelerinde doza bagimli inhibitér etkiler gosterdigi tespit edilmistir ve
bazi fitokimyasallarin diisiik konsantrasyonunun meme kanserinde tiimoér olusumunu,
gelisimini daha da kolaylastirdigi gosterilmistir (Galati and O’Brien, 2004).
Fitokimyasallar; sadece kansere neden olan sinyal yollarin1 baskilamakla kalmaz, ayni
zamanda kemoterapi ve radyoterapi ile kullanimiyla sinerjik etki olusturabilir. Bu sayede
dogal Dbilesik fitokimyasallarin anti-kanser etkileri  buyik ilgi gdrmektedir
(Pratheeshkumar et al., 2015). Fitokimyasallarin kemoterapi veya radyoterapi ile
birlestirilerek kombine tedavi yapilmasi sonucunda sinerjik etkiler, ila¢ doz alimini
azaltabilir ve bununla birlikte toksisitenin azalmasini saglayabilir (Russo et al., 2010).
Ayrica bir kag fitokimyasal maddelerin kombinasyonu, ayr1 ayr1 kullanimina kiyasla daha
etkili olabilir ve kanser tedavisi igin daha giiglii terapétik etkiler saglayabilir (Hosseini &
Ghorbani, 2015).

Resveratrol (trans-3,4',5-trinydroxystilbene), bir fenolik bilesiktir (Sekil 2.4). Basta {iziim
olmak tizere ahududu, dut, yer fistig1 gibi bitkilerde bulunan resveratrol, bitki tarafindan
savunma mekanizmasi olarak iretilir (Yaman et al., 2013). Dogal olmasi nedeniyle
resveratrolin  giivenli oldugu ve saglikli hiicreler igin  zararli olmadig
diistinilmektedir. Bir ¢ok calismada resveratroliin antioksidan, antiinflamatuar ve anti-
kanser etkileri bildirilmistir (Ko et al., 2017). Cin ve Japon geleneksel tibbinda da
iltihab1, bas agrilarini, kanseri ve amenoreyi tedavi etmek i¢in kullanilmistir (Ko et al.,
2017). Resveratrol, kanser hiicrelerinde hiicre siklusunun durdurulmasinda ve apoptozisin
uyarilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Bai et al., 2010). Resveratroliin meme karsinoma
hiicreleri olan HL60 ve T47D hiicrelerinde apoptoza neden oldugu tespit edilmistir (Com

et al., 2012). Resveratroliin kanser gelisimini 6nleme ozelligi ilk kez 1997'de Jung ve
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arkadaglar1 tarafindan kesfedilmistir (Jang et al., 2012). Yapilan bir ¢alismada
resveratrolin BRCAL, BRCAZ2, p53, p21, RAD51, pS2 ve Ki67'nin ekspresyonunu ER
durumuna bagli ya da bagimsiz olarak koordine bir sekilde degistirdigi gorilmiistiir (Le
Corre et al.,, 2004). Aym1 zamanda resveratroliin kemoterapétik ajanlara karsi direng
gelistiren hiicreleri de tedaviye karsi duyarli hale getirdigi gosterilmistir (Gupta et al.,
2011).

HOC

QQ

HO

OH

Resveratrol

Sekil 2.4. Resveratroliin yapisal formiilii (Baur & Sinclair, 2006)

Fareler tizerinde yapilan bir ¢alismada, oral resveratrol uygulamasiin akcigerlere 4T1
fare meme kanseri hicrelerinin metastazini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu bulgulara
dayanarak, resveratroliin insan invaziv timorlerde asirt eksprese olan MMP-9'un
ekspresyonunu azaltarak metastazi engelleyebilecegi dogrulanmistir (Lee et al., 2012).
Yapilan bir diger ¢alismada resveratroliin 6strojene duyarlit MCF-7 insan meme kanseri
hiicrelerinde apoptozu uyardig1 fakat ayni etkinin dstrojene duyarli olmayan MDA-MB-

231 meme kanseri hiicre hattinda olmadig1 goriilmiistiir (Pozo-Guisado et al., 2005).

Resveratroliin U937 lenfoma hiicrelerinde, 16semik hiicre hatti MOLT-4’te, HepG2
karaciger kanseri hiicrelerinde ve MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda hiicre canliligini
inhibe ettigi ve losemik hiicre hatlarinda MCF-7 ve HepG2 hicrelerine gore hiicre
canliligin1 6nleyici etkisinin daha fazla oldugu gézlemlenmistir (Takashina et al., 2017).
Yapilan caligmalarda; docetaxel direngli prostat kanseri hiicreleri dahil olmak iizere
prostat kanseri hiicre hattinda resveratroliin antikanser aktivite gosterdigi ve ayni
zamanda resveratrol ile docetaxel kombinasyonun PC3 prostat kanseri hiicre hattinda
sinerjistik etki gosterdigi kanitlanmistir (Badawi, 2023). KPL-1, MCF-7 ve MKL-F
meme kanseri hiicre hatlarinda denenen resveratrol, yuksek dozlarda hiicre

proliferasyonunu baskilamistir. Ayrica meme kanseri hiicre uyaricisi olan linoleik asidin
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etkisini azalttig1 tespit edilmistir (Nakagawa et al., 2001). Bir pilot ¢aligma kapsaminda
meme kanseri riski yiiksek olan 39 kadina 12 hafta boyunca gunde iki kez 50 mg verilen
trans-resveratrol sonucunda meme kanseri ile iligkili bir gen olan RASSF-la'nin
metilasyonun ve meme kanserini tesvik eden PGE2’nin ekspresyonunun azaldigi

goriilmiistiir (Choudhari et al., 2020).

Resveratroliin  kanser tedavisinde kullanimmin oniindeki en biiyiik engel yetersiz
biyoyararlanimidir. Yapilan c¢alismalarda saglikli bir insanda resveratroliin iki saatten
daha kisa bir siirede metabolize oldugu gosterilmistir (Boocock et al., 2007). Bu da
resveratroliin yiikksek bir doz kullaniminda dahi antikanser etkisine fazla bir firsat
birakmamaktadir. Bu engeli asabilmek i¢in resveratrol metabolizmasinin bir sekilde
yavaglatilmas1 ve biyoyararlannominin artmasi tiizerine calismalar devam etmektedir

(Ndiaye et al., 2011).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu ¢alismada kullanilan tim kimyasal ve sarf malzemeler ile kitler ticari olarak satin
alindi. Kullanilan materyaller: Olaparib (MedChem), Resveratrol, LMP agar, Antikorlar
(Santa Cruz); DMEM, Penisilin/Streptomisin, FBS, Tripsin-EDTA, DPBS (Gibco); Tris
HCI, DMSO, Tween-20, Bromfenol mavisi, p-merkaptoetanol, NP-40, EDTA, EGTA, -
gliserofosfat, H,O,, NaOH, glisin (Merck); tripan mavisi, TEMED, Tris, KCI, NacCl,
HCI, NaF, NasVO,4, Commasie blue-G250, NaN3, luminol, yagsiz siit tozu, Ponceau S,
H3PO4, p-kumarik asit, PMSF, DTT, benzamidin, etanol, gliserin, gliserol, sodyum
dodesil sulfat (Sigma-Aldrich); 0.45 um PVDF membran (Millipore); mikrosantrifj
tiipleri, 15 ve 50 mL’lik Eppendorf tiipleri (Isolab); 25 ve 75 cm? hiicre kiiltiirii flasklari
(Sarstedt); 6 ve 96 kuyucuklu mikroplakalar (Corning); 5-10-25 mL steril pipetler ve
plastik pipet uglari, 3 ve 6 cm petri kaplar1 (Costar), WST-1 hiicre proliferasyonu test Kiti
seklindedir. Ttiim reaktif ve ¢oziiciiler uygun kosullarda saklandi (Buzdolab1 2-8 °C/SEG,
Derin dondurucu -20 °C/Vestel, Derin dondurucu -86 °C/Nuaire Glacier NU-9668GC).

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kultdrd

Bu c¢alismada MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattt kullanildi. Hucre kaltirt
calismalar1 Bingol Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu Kanser Arastirma
Laboratuvari’nda hepa filtreli ve hava akimli laminar flow kabini igerisinde
gerceklestirildi. MCF-7 parental ve MCF-7/PIR hiicreleri; DMEM besiyerinde 37°C’de,
%95 nem ve %5 CO;’li ortamda inkiibe edilerek ¢ogaltildi. Hiicreler her giin kontrol
edilerek besiyerleri yenilendi. %80 oraninda konfluente oldugu zaman pasajlama icin eski

DMEM besiyeri aspire edildi ve ardindan hiicreler DMEM kalintilarindan arindirilmak
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icin PBS ile yikandi. PBS aspire edildikten sonra hiicreleri kaldirmak i¢in Tripsin-EDTA
cozeltisi ile hicrelere muamele edildi. Flasklar 4 dk inkubatorde bekletildi. Mikroskop
altinda hiicrelerin flask ylizeyinden kalktiklar1 goriildiigiinde, laminar flow kabini
icerisinde kullanilan tripsin miktarinin iki kati kadar DMEM besiyeri eklendi. Hiicre
stispansiyonu steril pipetler kullanilarak flasklarin igerisinden c¢ekilip falkon tiiplere
alindi. 4 dk 2500 rpm’de santrifllj yapildi ve siipernatant kisimlart uzaklastirildi. Pelet
Uzerine 3 mL besiyeri eklenip birkag kez pipetaj yapilarak homojen bir karisim elde
edildi. Karisimda bulunan hiicrelerin sayimi yapildi ve iginde 4 mL besiyeri bulunan
flasklara esit miktarlarda hiicre siispansiyonu konuldu. Stok olarak saklanmasi i¢in, bazi
hiicre peletlerinin {izerine freezing medyum eklenip homojen sekilde karigmasi saglandi.
Karisim dondurma tiiplerine (cryo tiip) konularak dnce bir gece -86°C’de bekletilip ertesi
giin s1v1 azot tankina(-196°C) kaldirildi. Hiicre kiiltiirii calismalarinda, parental MCF-7
ve olaparib direncli MCF-7 hucrelerine resveratrol, olaparib ve resveratrol + olaparib

tedavileri 72 saat boyunca uygulandi.
3.2.2. Olaparib Direncli MCF-7 Hiicrelerinin Olusturulmasi

Olaparibe direngli MCF-7/PIR hiicre klonlari olusturmak igin literatiir arastirmasi
yapilarak IC50 dozu belirlendi. 3 giin arayla artan dozlarda tedavi uygulanmasi planlandi.
6-cm’lik kultlr kaplarina 3x10° MCF-7 hiicresi ekildi ve ICxo degerleri dikkate alinarak
ilk doz i¢in 1 mM olaparib ile tedaviye baslandi. 20 mM stok konsantrasyonuna sahip
olaparib 1:100 dilisyon oraninda seyreltildi. Ilagh besiyeri her 72 saatte bir tazelendi.
Haftalik Olaparib doz artirimi (x1,25) saglandi. %80-90 yogunluga ulasildiginda hiicreler
pasajlandi. Diren¢ kazanmaya baslayan hiicreler belirli dozlarda pasajlanarak bir kismi
donduruldu ve kalan kismiyla diren¢ olusturma caligmasi devam etti. Belirlenen son
noktada direncli hiicre klonlar1 ve wild-type (vahsi tip/parental) formlari kullanilarak

hiicre canlilik ve koloni formasyon deneyleri gergeklestirildi.
3.2.3. Hiicre Canlihg1 Deneyi
Hiicre canhihg WST-1 analizi ile belirlendi. 96 kuyucuklu mikroplaklara 5x10° hiicre

olacak sekilde parental ve olaparib direncli MCF-7 hicreleri ekildi. Artan

konsantrasyonlarda olaparib, resveratrol ve olaparib+resveratrol ile tedavi uyguland1 ve
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ardindan hiicreler 24, 48, 72 ve 96 saatlik surelerle inkube edildi. Negatif kontrol i¢cin 1M
H,0, icerisine, pozitif kontrol icin ise DMEM+DMSO icerisine ekilen hucreler
kullanildi. Kuyucuklara 10 uL. WST-1 reaktifi eklenerek 37°C’de yaklasik 3 saat siireyle
karanlikta inkiibe edildi. Kuyucuklarda meydana gelen renk degisimi spektrofotometrede
450 nm dalga boyunda 6l¢ildi. Okunan absorbanslar kullanilarak hiicrelerin % canlilik
oranlar1 hesaplandi. Uygulanan hiicrelerin canliliklart (Ornek C) tedavi uygulanmamis
kontrol hiicreleri referans alinarak hesaplandi ve bu deger %100 canlilhik (Maksimum
canlilik, MaxC) olarak belirlendi. Hidrojen peroksit (H,O,) uygulanan hicreler,
minimum canlilik seviyesinin (Minimum canlilik, MinC) hesaplanmasinda referans
olarak alindi. Tiim bu degerler ile asagidaki formiil kullanilarak hiicrelerde inkiibasyon

siiresi sonunda olusan % canlilik oranlar1 hesaplandi.

Canlilik (%) = [100 x (OrnekC - MinC)/(MaxC - MinC)]. (3.1)

3.2.4. izobologram Analizi ile Sinerjizmin Belirlenmesi

Bu ¢alismada MCF-7 parental ve MCF-7/PIR hicrelerinde resveratrol ile olaparib
tedavisi arasindaki sinerjizmi belirlemek igin izobologram analizi yapildi. Ilag
kombinasyonlarinin analizi ve CI degerinin hesaplanmasi amaciyla medyan-etki
denklemi kullanildi (Chou, 2011). Yapilan islemler sonucunda uygulanan kombine
tedavilere ait kombinasyon indeksi (CI) verileri degerlendirildi (CI<1, =1 ve >1 olmasi

sirastyla sinerjizm, aditif etki ve antagonizmi gosterir).

3.2.5. Koloni Olusum Deneyi

6 kuyucuklu plakalara kuyucuk bagina 2 x 10% hiicre olacak sekilde parental MCF-7 ve
MCF-7/PIR hcreleri ekildi. Ertesi gun, hicrelere 72 saat boyunca resveratrol ve olaparib
ile ayr1 ayr1 ve kombine tedaviyle muamele edildi. Tedaviden sonra, besiyeri
uzaklastirilip taze besiyerinde hiicreler 15 giin boyunca %5 CO; iceren 37°C’de inkibe
edildi. Her 3 giinde bir besiyeri degistirildi ve hiicreler mikroskop altinda incelendi. 15
ginin sonunda deney durduruldu, besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikandi.

Daha sonra hiicreler metanol: aseton (3: 1) ile fikse edildi ve 20 dakika boyunca %0,05
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kristal viyole ile boyandi. Yapilan bu islemden sonra kuyucuklar su ile dikkatli bir
sekilde yikanip koloniler mikroskop altinda incelendi.

3.2.6. 3D Soft Agar Analizi

Tedavi baskisi altinda bulunan meme kanseri hiicrelerinin koloni olusturabilme
kapasitelerini karsilastirmak i¢in soft agar analizi yapildi. %1 LMP agar hazirlamak icin
cam sisede 0,1 g LMP agar, 10 mL ddH,O’ da ¢ozdiiriiliip mikrodalga firinda 1 dk
isitildi. Ardindan akan su altinda bir silire bekletilen cam sisedeki agar soliisyonu,
37°C’deki su banyosuna alind1 ve 30 dk bekletildi. %20 FBS iceren DMEM hazirlandi. 6
kuyucuklu plaka isimlendirilip MCF-7 hiicre hattinda sayim yapildi. 1 mL’de 6000 hicre
olacak sekilde 7 mL hiicre siispansiyonu hazirlandi. Agar alt tabaka olusturmak igin 3 mL
agar+3 mL DMEM karisimi hazirlandi. Her bir kuyucuga 1 mL eklenip +4 °C’ de 30 dk
inkiibe edildi. Ust tabaka igin 7 mL hiicre suispansiyonu ve 3,5 mL agar hazirlandi. Her
bir kuyucuga 2 mL eklenip +4 °C’ de 30 dk bekletildi ve ardindan hiicreler inkiibatore
alindi. 3-4 gunde bir %20 FBS’li DMEM besiyerinden 750 pL kuyuculara eklendi. 21
giin sonunda koloni olusumlar1 mikroskop altinda incelenip ve olusan koloniler metanol
icerisinde hazirlanan %0,005 kristal violet ile 15 dakika boyunca boyandi. Daha sonra
boya uzaklastirilarak 1 mL ddH,O eklendi. Kuyucuklar (plakalar) taranip koloni miktar
tayini Image J programi ile yapildu.

3.2.7. Western Blot ile Protein Ekspresyon Duzeylerinin Belirlenmesi

Hucrelerdeki total protein icerikleri 6zltlenerek, hedef proteinlerin ifade dlzeyleri
western blot teknigi ile belirlendi. Olaparib, resveratrol ve olaparib+resveratrol ile tedavi
edilen MCF-7/ PIR hiicreleri toplandi. Kaziyict yardimiyla toplanan hucreler RIPA lizis
tamponu kullanilarak homojenize edilip 14000 rpm’de +4°C’ de 15 dk santrifijlendi.
Stipernatant kismi aspire edildi. Protein miktar tayini yapilarak Bradford yontemi ile
protein konsantrasyonlari belirlendi. Ornekler aym1 miktarlarda protein igerecek sekilde
SDS poliakrilamit jele ytliklendi ve yiiriitiildii. Jelde molekiil agirliklarina gore ayrilan
proteinleri PVDF membrana aktarmak i¢cin membran ve jel sandvi¢ yontemiyle western
blot transfer aparatina yerlestirildi. 1X transfer tamponuyla 400 mA’de 1,5 saat transfer

islemi gergeklestirilirdi. Transfer buz iistiinde yapildi, ayrica tankin i¢ine de buz akiisii
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koyuldu. Transfer tamamlandiktan sonra proteinlerin transfer oldugu membran %5
BSA’l1 TBST ve siit tozu karigimi i¢inde 1 saat oda sicakliginda galkalayicida bekletildi.
Daha sonra bloklama tamponu dokildi ve membran 3 kere 10’ar dakika TBST ile
yikandi. Igerisinde TBST, siit tozu ve proteine 6zgii 1:1000 oraninda seyreltilmis primer
antikor (birincil antikor) olan bir falkon tipe membran konuldu. 1 gun +4°C’de
calkalayicida inkiibe edildi. Ertesi giin membran 3 kere 10’ar dakika olmak tizere TBST
ile yikandi. Yikamadan sonra TBST ve siit tozu karisimi igerisinde membrana 1:5000
oraninda seyreltilmis sekonder antikor ile muamele edildi. +4°C’ de 2 saat calkalayicida
inkibe edildi. Ardindan membran 3 kez 10’ar dakika TBST ile yikandi. Daha sonra ECL
kiti kullanilarak X-151n1 filminde olusan protein bantlar1 gézlemlendi. Bant yogunluk
degerleri, Jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak beta-aktin ile normalize edilip Image J

programiyla analiz edildi.

3.2.8. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel degerlendirmesinde ortalama * standart sapma degerleri kullanildi

ve gruplar arasindaki p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Sitotoksisite Bulgulari

In vitro sitotoksisite analizleri, ara elektron alici varliginda mitokondriyal dehidrojenaz
enzimleri tarafindan suda yiliksek oranda ¢oziinlir formazan iireten tetrazolyum
tuzlarindan olusur. Uretilen formazan miktar;, hiicre kiiltiiriinde mitokondriyal
dehidrojenaz miktar1 ile dogru orantilidir. Bdylece analiz, hiicrelerin metabolik
aktivitesini Olcer (Kamiloglu et al., 2020). In vitro hiicre canliligi analizi retici
protokollerine gore gerceklestirildi. Kisaca, ilgili hiicreler DMEM besiyerlerinde %5 CO>
iceren 37°C’de inkiibatorde ¢ogaltildiktan sonra, pilot deneyler neticesinde belirlenen
miktarda hiicre (5 x 10% hiicre) 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarma ekildi ve 24 saat inkiibe
edildi. Hucreler daha sonra 24, 48, 72 ve 96 saat slreyle artan konsantrasyonlarda
olaparib, resveratrol ve kombinasyon gruplari ile muamele edildi. Sonrasinda, besiyeri
ortamdan uzaklastiritlip her bir kuyucuga 10 uL Kit reaktifi eklendi ve 2 saat
inkiibasyondan sonra renk degisimi bir mikroplaka okuyucu (SpectraMax 384 Plus,
Molecular Devices, ABD) ile 450 nm dalga boyunda o6l¢lldi. Hiicrelerin gogalma
yiizdeleri, tedavi grubunun absorbans degerinden arka plan kontroliiniin ¢ikarilmasi ve
ardindan bu degerin kontrol grubuna boliinmesiyle hesaplandi. Sekil 4.1’de de goriildiigii
gibi resveratrol ile tim tedavi surelerinde 6zellikle 50 uM ve Ustli konsantrasyonlarda
MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin canliliginin artan konsantrasyona bagli olarak azaldigi
belirlendi. Sadece 24 saatlik tedavi grubunda resveratroliin hiicre canliligin1 25 pM’lik
konsantrasyonda arttirdigi, ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda ise inhibe ettigi
goriildii. Elde edilen canlilik degerleri kullanilarak tedavi siireleri icin resveratroliin IC50
degerleri hesaplandi. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde resveratrol tedavileri sonucunda
IC50 degerleri 24, 48, 72 ve 96 saatlik tedavilerde sirastyla 124,55 + 4,23; 98,98 + 4,37;
82,45 = 1,50 ve 76,86 £ 2,76 UM olarak belirlendi. MCF-7 meme kanseri hicreleri
iizerinde resveratroliin sitotoksik etkisinin incelendigi ve resveratroliin hiicre canliligi

iizerinde artan konsantrasyona bagli olarak antiproliferatif etki gostererek 48 saatlik
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tedavide 101,1 uM IC50 dozuna sahip oldugunun gosterildigi calisma (Galicia et al.,
2018) bulgularimizi desteklemektedir.
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Sekil 4.1. Resveratrol ile 24, 48, 72 ve 96 saat tedavi edilen parental MCF-7 hicrelerinin artan
konsantrasyonlara bagli canhilik grafigi. 5 x 10° hiicre 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi ve 24 saat
inklibe edildi. Hicreler daha sonra 24 (24h), 48 (48h), 72 (72h) ve 96 (96h) saat slireyle artan
konsantrasyonlarda resveratrol ile muamele edildi. Sonrasinda her bir kuyucuga kit reaktifi eklenerek renk
degisimi 450 nm dalga boyunda 6lgiildii. Deneyler ti¢ tekrarli olarak gergeklestirildi ve standart sapma
degerleri hesaplanarak sonuglar ortalama+tstandard sapma (SD) olarak verildi

Olaparib ile tedavi edilen hiicrelerde ise olaparibin doz ve zaman bagimli olarak hiicre
canliligini inhibe ettigi gozlendi (Sekil 4.2). Olaparibin IC50 degeri MCF-7 meme

kanseri hiicrelerinde 24, 48, 72 ve 96 saatlik tedavilerde sirasiyla 9,60 + 0,68; 7,08 +
0,31; 5,24 + 0,23 ve 4,85 + 0,26 uM olarak hesaplandi.
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Sekil 4.2. Olaparib ile 24, 48, 72 ve 96 saat tedavi edilen parental MCF-7 hicrelerinin artan
konsantrasyonlara bagli canlilik grafigi. 5 x 10° hiicre 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi ve 24 saat
inklibe edildi. Hicreler daha sonra 24 (24h), 48 (48h), 72 (72h) ve 96 (96h) saat slireyle artan
konsantrasyonlarda olaparib ile muamele edildi. . Sonrasinda her bir kuyucuga kit reaktifi eklenerek renk
degisimi 450 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Deneyler ii¢ tekrarh olarak gergeklestirildi ve standart sapma
degerleri hesaplanarak sonuglar ortalamastandard sapma (SD) olarak verildi
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14 farkli meme kanseri hiicre hatti iizerinde iki ayri PARP inhibitorii olaparib ve
iniparibin antiproliferatif aktivitesinin arastirildigi bir ¢alismada, MCF-7’nin de dahil
oldugu hemen hemen tiim hiicre hatlarinda olaparibin gii¢lii bir hiicre biiylimesi
inhibitéri oldugu ve hiicrelerin canliligini doz bagimli olarak azalttigi rapor edilmistir
(Pierce vd., 2013). Bu bulgular bizim g¢alismamizin sonuglariyla ortiismektedir. Ayni
calismada belirlenmis olan olaparibin MCF-7 meme kanseri hiicrelerindeki 1C50 dozu da

(5,8 uM) bizim bulgularimizla uyum gostermektedir.

4.2. Kombinasyon Indeksi ve Sinerjizmin Belirlenmesi

Kemoterapi, bircok yan etkiye ragmen, kanseri tedavi etmenin hala en populer
yollarindan birisidir. Polifenolik bilesikler, yan etkilerin azaltilmasinin yani sira
kemoterapi etkinliginin iyilestirilmesi i¢in umut verir. Kemoterapide yaygin olarak
kullanilan bir¢ok ilagin artan direng ve insanlarda birgok istenmeyen yan etki nedeniyle
uygulamasi smirlidir. Kemoterapotiklerle bitkisel bilesiklerin in vitro sinerjik etkisini
ortaya koyan pek ¢ok calisma ile ilaglarin etkinliginin arttirildig1 ve daha diisiik dozlarda
ilag kullanimina bagli olarak istenmeyen yan etkilerin de minimal diizeye indirilebilecegi
ifade edilmektedir (Lewandowska et al., 2014). Olaparib ve resveratrol kombinasyon
tedavisinin MCF-7 meme kanseri hiicre canliligi lizerine olan etkileri arastirildi. Bunun
icin oncelikle belirlenen 1C50 degerleri gz oniine alinarak in vitro sitotoksisite deneyleri
yapildi. 96 kuyucuklu plakalara ekimi gergeklestirilen 1x10* MCF-7 hiicresinin ertesi giin
Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de gosterildigi gibi tedavileri gergeklestirildi. Elde edilen verilerle
kombinasyon indeksleri asagidaki formiile gore hesaplandi ve kombinasyon tedavisinin
sinerjistik anti-kanser etkisi belirlendi (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

Kombinasyon indeksinin (Cl: combination index) hesaplanmasi:

Olaparib ve resveratrol tedavilerinin kombinasyon indeksi asagidaki denklem

kullanilarak hesaplandi (Li et al., 2017).

Cl = (Aolap)SO / (Bolap)SO + (Ares)s0 / (Bres)so
(4.2

(Aolap)so : ICsp-resveratrol konsantrasyonunun yarisi uygulandiginda %50 inhibisyon

etkisine sahip olaparib konsantrasyonu,
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ICsp-olaparib konsantrasyonunun yarisi uygulandiginda %350 inhibisyon

etkisine sahip resveratrol konsantrasyonu,

(Bres)so : 1Csp-resveratrol.

CI > 1: antogonistik, CI = 1: arttiric1 ve CI < 1: sinerjistik etkiyi gosterir (Chou &
Talalay, 1984).

Tablo 4.1. Kombine olarak olaparibin IC25 dozu ve farkli konsantrasyonlarda resveratrol ile 24, 48, 72 ve
96 saat sureyle tedavi edilen MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin tedavi protokolil

Tedavi | ) #2 #3 #4 #5
suresi
Res-1C25 Res-1C25 Res-1C25 Res-1C25
24 saat DMSO 82,82+ 4,70 uM) | + + +
(Kontrol) + Olap-1C10 Olap-1C25 Olap-1C50
Olap-0 (1,59 £ 0,14 uMm) (4,13 £ 0,29 pm) (9,60 £ 0,68 pM)
Res-1C25 Res-1C25 Res-1C25 Res-1C25
48 saat DMSO (56,02 £5,15 uM) | + + +
(Kontraol) + Olap-IC10 Olap-1C25 Olap-I1C50
Olap-0 (0,86 £ 0,20 uM) (2,53 £ 0,43 pMm) (7,08 £ 0,31 pMm)
Res-1C25 Res-1C25 Res-1C25 Res-1C25
72 saat DMSO (37,34 £ 6,12 uM) | + + +
(Kontrol) + Olap-1C10 Olap-1C25 Olap-1C50
Olap-0 (0,65 £ 0,09 uM) (1,88 £ 0,31 pM) (5,24 £ 0,23 pM)
Res-1C25 Res-1C25 Res-1C25 Res-1C25
96 saat DMSO (33,27£283uM) | + + +
(Kontrol) + Olap-1C10 Olap-1C25 Olap-1C50
Olap-0 (0,62 £ 0,04 pm) (1,83 £ 0,06 pMm) (4,85 £ 0,26 pM)

Tablo 4.2. Kombine olarak resveratroliin IC25 dozu ve farkli konsantrasyonlarda olaparib ile 24, 48, 72 ve

96 saat sureyle tedavi edilen MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin tedavi protokoli

Tedavi #1 #2 #3 #4 #5
suresi
Res-1C25 Res-1C25 Res-1C25 Res-1C25
24 saat DMSO (82,82 £+ 4,70 uM) + + +
(Kontraol) + Olap-IC10 Olap-1C25 Olap-1C50
Olap-0 (1,59 £ 0,14 pMm) (4,13 £ 0,29 uM) (9,60 £ 0,68 pM)
Res-1C25 Res-1C25 Res-1C25 Res-1C25
48 saat DMSO (56,02 £ 5,15 uM) + + +
(Kontrol) + Olap-I1C10 Olap-1C25 Olap-1C50
Olap-0 (0,86 £ 0,20 uMm) (2,53 £ 0,43 uMm) (7,08 £ 0,31 pMm)
Res-1C25 Res-1C25 Res-1C25 Res-1C25
72 saat DMSO (37,34 £ 6,12 uM) + + +
(Kontraol) + Olap-IC10 Olap-1C25 Olap-1C50
Olap-0 (0,65 £ 0,09 uM) (1,88 £ 0,31 uM) (5,24 £ 0,23 pM)
Res-1C25 Res-1C25 Res-1C25 Res-1C25
96 saat DMSO (33,27 £ 2,83 uM) + + +
(Kontrol) + Olap-I1C10 Olap-1C25 Olap-1C50
Olap-0 (0,62 £ 0,04 pm) (1,83 £ 0,06 um) (4,85 £ 0,26 pM)
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Sekil 4.3. Olaparib ve resveratrol kombinasyon tedavisine baglit MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin canlilik
grafigi. 5 x 10° hiicre 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi ve 24 saat inkiibe edildi. Hiicreler daha sonra 24
(24h), 48 (48h), 72 (72h) ve 96 (96h) saat siireyle farkli konsantrasyonlarda olaparib+resveratrol ile
muamele edildi. 5 x 10° hiicre 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi ve 24 saat inkiibe edildi. Hiicreler daha
sonra 24 (24h), 48 (48h), 72 (72h) ve 96 (96h) saat siireyle farkli konsantrasyonlarda olaparib+resveratrol
ile muamele edildi. Sonrasinda her bir kuyucuga kit reaktifi eklenerek renk degisimi 450 nm dalga boyunda
6l¢iildii. Deneyler ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi ve standart sapma degerleri hesaplanarak sonuglar
ortalamazstandard sapma (SD) olarak verildi
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Sekil 4.2. Resveratrol ve olaparib kombinasyon tedavisine bagli MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin canlilik
grafigi. 5 x 10 hiicre 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarma ekildi ve 24 saat inkiibe edildi. Hiicreler daha sonra 24
(24h), 48 (48h), 72 (72h) ve 96 (96h) saat siireyle farkli konsantrasyonlarda resveratrol+olaparib ile
muamele edildi. Sonrasinda her bir kuyucuga kit reaktifi eklenerek renk degisimi 450 nm dalga boyunda
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Olculdl. Deneyler u¢ tekrarli olarak gergeklestirildi ve standart sapma degerleri hesaplanarak sonuglar
ortalamazstandard sapma (SD) olarak verildi

Kombinasyon indeksi 24, 48, 72 ve 96 saatlik tedavilerde sirasiyla 1,31; 0,91; 0,67 ve
0,62 olarak hesaplandi. Bu sonuglar MCF-7 meme kanseri huicrelerinde resveratrol ve
olaparib kombinasyonunun 48, 72 ve 96 saatlik tedavilerde sinerjistik etki gosterdigini

ortaya koymaktadir.

4.3. Koloni Sag Kalimi Bulgulan

Koloni sag kalimi deneyi, tek bir hiicrenin bir koloniye déniisme kabiliyetine dayanan bir
in vitro hiicre hayatta kalma deneyidir. Koloni en az 50 hiicreden olusacak sekilde
tanmimlanir. Deney esas olarak popiilasyondaki her hiicreyi “sinirsiz” bdliinme gegirme
kabiliyeti acisindan test eder. Koloni sag kalimi deneyi, sitotoksik ajanlarin mono- ve
kombo- tedavilerinin etkinligini belirlemek i¢in kullanilir. Tedaviye bagli olarak sadece
hiicrelerin bir kismu koloni Gretme kapasitesini korur (Franken et al., 2006). In vitro hiicre
canlili1 analizi ve koloni sag-kalim deneyleri arasindaki teknik farkliliklar g6z oniinde
bulundurularak (Pierce et al., 2013) kombinasyon koloni sag-kalim deneylerini
gerceklestirmeden Once pilot koloni sag-kalim deneyleri diizenlenerek olaparibin ve
resveratroliin 2D koloni olusumu iizerine olan IC50 degerleri belirlendi (Sekil 4.5). 6-cm
hiicre kiiltiir kutusuna ekimi yapilan 1,5x10° MCF-7 hiicresi ertesi giin pilot deneylerle
belirlenen dozlara gore olaparib, resveratrol ve olaparib+resveratrol kombinasyonu ile 72
saat siireyle tedavi edildi. Daha sonra ilaghh mediumlar uzaklastirildi ve hiicreler 12 giin
boyunca taze ilagsiz mediumda bekletildi. Bu slrenin sonunda boyama islemi
gerceklestirildi ve kombinasyon tedavisinin meme kanser sag-kalimi iizerine olan
sinerjistik anti-kanser etkisi belirlendi. Resveratrol ve olaparib kombinasyonunun MCF-7
hiicrelerinin koloni olusturma kapasitelerini artan dozla birlikte 6nemli 6l¢ude baskiladig:
goraldi (Sekil 4.6.A ve B).
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Sekil 4.5. Resveratrol ve olaparib mono- ve kombo- tedavi edilen MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin koloni
sag kalimi sonuglari. 6-cm hiicre kiiltiir kutusuna ekimi yapilan 1,5x10° MCF-7 hiicresi ertesi giin pilot
deneylerle dozlarin belirlenmesi igin olaparib, resveratrol ve olaparib+resveratrol kombinasyonu ile 72 saat
siireyle tedavi edildi. Daha sonra ilagh mediumlar uzaklastirildi ve hiicreler 10-12 giin boyunca taze ilagsiz
mediumda bekletildi. Bu siirenin sonunda metanol-asetik asit (3:1) sollisyonu ile 5 dakika slreyle fikse
edilen koloniler %0,5 kristal viyole boyasi ile 15 dakika boyunca boyandi. Taranan kolonilerin analizi
Image-J programi kullanilarak gergeklestirildi. Tedavilerin meme kanseri hiicrelerinin sag-kalimi {izerine
olan anti-kanser etkisi ve uygun dozlar belirlendi
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Sekil 4.6. Resveratrol ve olaparib kombine tedavi edilen MCF-7 meme kanseri hicrelerinin koloni sag
kalim1 deneyi sonuglari. A. 6-cm hiicre kiiltiir kutusuna ekimi yapilan 1,5x10° MCF-7 hiicresi ertesi giin
pilot deneylerle belirlenen dozlara gére olaparib, resveratrol ve olaparib+resveratrol kombinasyonu ile 72
saat siireyle tedavi edildi. Daha sonra ilaghh mediumlar uzaklastirildi ve hiicreler 12 giin boyunca taze
ilagsiz mediumda bekletildi. Bu sirenin sonunda metanol-asetik asit (3:1) sollsyonu ile 5 dakika streyle
fikse edilen koloniler %0,5 kristal viyole boyasi ile 15 dakika boyunca boyandi. B. Taranan kolonilerin
analizi Image-J programm kullanilarak gergeklestirildi ve kombinasyon tedavisinin meme kanser sag-kalimi
lzerine olan sinerjistik anti-kanser etkisi belirlendi. Deneyler {i¢ tekrarli olarak gergeklestirildi ve standart
sapma degerleri hesaplanarak sonuglar ortalama+standard sapma (SD) olarak verildi. Calismalar sonucunda
elde edilen bulgularin istatistiki degerlendirilmesi, GraphPad Prism version 8.00 (GraphPad Software, San
Diego California USA) programi kullanilarak yapildi. Bulgular t-testi ve One-Way Anova testi ile
degerlendirildi. P degeri 0,05 (*), 0,01 (**), veya 0,001 (***)’den kii¢uk neticeler anlamli kabul edildi

4.4. Soft Agar Bulgular

Kanser hiicrelerinin en belirgin davranislarindan biri tutunma yiizeyinden bagimsiz bir
sekilde biiyiiyebilme (3D anchorage-independent growth) kapasiteleridir. Kanser
hiicrelerinin ¢esitli tedavilere karsi soft agar icerisindeki tiimor olusturma kapasitelerinin
incelenmesi, yeni tedavi ajanlarinin veya kombinasyon tedavilerinin in vitro analizinde

kullanilan 6nemli bir hiicre kiiltiirii teknigidir (Borowicz et al., 2014).
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Sekil 4.7. Resveratrol ve olaparib ile kombine tedavi edilen MCF-7 meme kanseri hicrelerinin 3D tlimor
olusturma kapasitesi. Soft agar icerisine ekilen 2,5x10° MCF-7 kanser hiicresi koloni sag-kalim
deneylerinde belirlenen en etkin tedavi dozlariyla (50 uM resveratrol, 100 uM resveratrol, 1,25 pM
olaparib, 1,25 uM olaparib + 50 uM resveratrol, 1,25 pM olaparib + 100 uM resveratrol) 21-28 giin sireyle
tedavi edildi. Ardindan deneyler sonuglandirildi. Deneyler (¢ tekrarli olarak gergeklestirildi ve standart
sapma degerleri hesaplanarak sonuglar ortalama+standard sapma (SD) olarak verildi. Caligmalar sonucunda
elde edilen bulgularin istatistiki degerlendirilmesi, GraphPad Prism version 8.00 (GraphPad Software, San
Diego California USA) programi kullamilarak yapildi. Bulgular t-testi ve One-Way Anova testi ile
degerlendirildi. P degeri 0,05 (*), 0,01 (**)’den ki¢Uk neticeler anlamli kabul edildi
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Gergeklestirdigimiz deneylerde soft agar igerisine ekilen 2,5x10° MCF-7 kanser hiicresi
koloni sag-kalim deneylerinde belirlenen en etkin tedavi dozlariyla (50 pM resveratrol,
100 puM resveratrol, 1,25 uM olaparib, 1,25 uM olaparib + 50 uM resveratrol, 1,25 uM
olaparib + 100 pM resveratrol) 21-28 gin sureyle tedavi edildi. Elde edilen veriler,
resveratrol ve olaparib kombinasyon tedavisinin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin 3D
timor olusturma kapasitesi tizerinde etkili oldugunu gostermektedir. Kombine tedavilerin
olusan tlimorlerin sayisin1 ve hacmini anlaml 6l¢iide baskiladigi ve Kiigilttigii ortaya

koyuldu (Sekil 4.7).

4.5. Protein Ifade Diizeylerine Ait Bulgular

PARP enzimleri, DNA tek zincir kiriklarinin onarimi dahil olmak {izere ¢esitli hiicresel
yolaklarda rol oynamaktadir (Sonnenblick et al., 2015). Bugiine dek yapilan ¢ok sayida
calisma, PARP ile farkli DDR yolaklarinda rol oynayan genler arasinda muhtemel
sentetik letal veya canlilik etkilesimlerini tanimlanustir. Ozellikle BRCA1/2 ve PARP
arasindaki karakterize edilen sentetik letal iliski (Bryant et al., 2005; Farmer et al., 2005)
bilim insanlarinin dikkatini ¢ekmis ve ¢ok sayida arastirma farkli DDR regiilatorleri
arasindaki etkilesimlerin ortaya ¢ikarilmasini amaglamistir (Huang et al., 2020; Jackson
and Helleday, 2016; Nickoloff et al., 2017; O’Connor, 2015). PARP inhibitorleri, PARP
enziminin katalitik aktivitesini inhibe ederek endojen olarak gelisen DNA tek zincir
kiriklarmin birikmesine yol agar ve s6z konusu lezyonlar hiicre dongiisiiniin S evresinde
gerceklesen DNA replikasyonu esnasinda HR ile onarilan katastrofik DNA ¢ift zincir
kiriklarina doniigiir. Gergeklestirilen Western blot analizleriyle, artan dozlarda kiigiik
molekil PARP inhibitora olaparib ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerindeki cPARP, p53 ve
p21 ekspresyon diizeyleri kontrol hiicreleriyle karsilastirildi. Oncelikle 5x10° MCF7
hlicresi 60-mm kiiltiir ekim kaplarina ekildi ve ertesi giin 2,5 ve 5 uM olaparib, 50 ve 100
uM resveratrol, 2,5 puM olaparib+50 pM resveratrol, 2,5 uM olaparib+100 pM
resveratrol, 5 uM olaparib+50 pM resveratrol, 5 pM olaparib+100 pM resveratrol ile
tedavi edildi. 72 saat siireyle tedavi edilen hiicreler tripsinizasyon islemiyle toplandi ve
total protein izolasyonu gerceklestirildi. Bradford analizi ile konsantrasyonu belirlenen
protein ornekleri SDS-PAGE jelde kosturulup PVDF membrana transfer edildikten sonra
ilgili primer ve sekonder antikorlarla inkube edilip enzimatik HRP aktivitesi x-ray filmine

aktarilarak cPARP, p53 ve p21 protein ekspresyonlar1 karsilagtirildi.
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Sekil 4.8. Resveratrol ve olaparib kombine tedavi edilen MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde hcre
dongusii, DNA hasar/tamir ve apoptosis proteinlerinin ifade diizeyleri. A. Western blot analizleriyle, artan
dozlarda kiicik molekiil PARP inhibitori olaparib ile tedavi edilen MCF7 hicrelerindeki cPARP, p53 ve
p21 ekspresyon diizeyleri kontrol hiicreleriyle karsilastirildi. Oncelikle 5x10° MCF-7 hiicresi 60-mm kiiltir
ekim kaplarina ekildi ve ertesi giin 2,5 ve 5 uM olaparib, 50 ve 100 pM resveratrol, 2,5 uM olaparib+50
uM resveratrol, 2,5 uM olaparib+100 puM resveratrol, 5 uM olaparib+50 puM resveratrol, 5 pM
olaparib+100 puM resveratrol ile tedavi edildi. 72 saat siireyle tedavi edilen hiicreler tripsinizasyon islemiyle
toplandi ve total protein izolasyonu gerceklestirildi. Bradford analizi ile konsantrasyonu belirlenen esit
miktarda protein 6rnekleri SDS-PAGE jelde kosturulup PVDF membrana transfer edildikten sonra ilgili
primer ve sekonder antikorlarla inklbe edildi ve son olarak enzimatik HRP aktivitesi x-ray filmine
aktarilarak cPARP, p53 ve p21 protein ekspresyon profilleri karsilastirildi. B. Taranan bantlarin analizi
Image J program kullanilarak gergeklestirildi



31

DMSO ile tedavi edilen kontrol hiicreleriyle (0 uM) karsilastirildiginda, tiim tedavi
gruplarinda cPARP protein miktarinin arttigi, p53 protein miktariin ilimli olarak arttig
ve p2l protein miktarmin ise azaldigr belirlendi (Sekil 4.8.A ve B). Bantlarin
densitometrik analizi yapildiginda, kombine tedavilerden 6zellikle 2,5 uM olaparib+100
UM resveratrol, 5 pM olaparib+50 uM resveratrol, 5 uM olaparib+100 uM ile tedavi
edilen MCF-7 hiicrelerinde kontrole ve diger tedavilere kiyasla cPARP protein
miktarindaki artisin 6nemli oranda daha fazla oldugu dikkat ¢ekti. Ayn1 sekilde, yine bu
kombine tedavi gruplarinda kontrol hiicrelerine kiyasla p21 protein miktarinda anlaml

olclde bir azalma belirlendi (Sekil 4.8.A ve B).

4.6 PARP1/2 inhibitorii Olaparibe Kars1 Direncli Meme Kanseri Hiicrelerinin
Koloni Sag Kalimi Bulgular

BRCA ile iligkili kanserin tedavisi i¢in glicli PARP inhibitérlerinin denemeleri, heniiz
degerlendirmenin erken asamalarindadir ve hastalardan alinan materyaldeki direng
mekanizmalarin1 degerlendirmek heniiz miimkiin degildir. Bununla birlikte, bazilari
BRCAT1 veya BRCA2 mutasyonlarin1 barindiran yumurtalik karsinomu hastalari, uzun
stredir, muhtemelen BRCA segici etkilerini PARP inhibitorlerine benzer bir mekanizma
ile gosteren sisplatin ve karboplatin gibi ajanlarla tedavi edilmistir. Yumurtalik kanseri
olan BRCA1 veya BRCA2 mutasyon tasiyicilari, ailede hastalik Oykiisii olmayan
hastalara gore karboplatine daha iyi yanit verme egilimindedir; ancak, diren¢ eninde
sonunda ortaya ¢ikar (Edwards et al., 2008). PARP inhibitorleri pre-klinik ve Klinik
arastirmalarda basarili sonuglar saglamasina ragmen konvansiyonel kanser tedavilerinde
oldugu gibi zamanla ilgili tedaviye kars1 direng gelismektedir (D’ Andrea, 2018; Frizzell
and Kraus, 2009). Resveratrol ve olaparib kombinasyon tedavisinin olaparib direncli
hiicrelerdeki etkisinin arastirilmasi amaciyla olaparibe karst direngli (PIR: PARP
inhibitor resistant) MCF-7 meme kanseri hiicreleri olusturuldu (MCF-7/PIR). Calisma
kapsaminda, logaritmik biiyiime egrisine sahip 5x10° MCF-7 hiicresi 6-cm hiicre kiiltiirii
plakasina ekildi ve sonraki giin 1 uM olaparib tedavisi baslatild:. ilagli besiyeri 3-4 giinde
bir tazelendi. Ila¢ dozlar1 her hafta diizenli araliklarla (yaklasik x1,25) arttirilarak
olaparibe diren¢ kazanan hiicrelerin seleksiyonu saglandi. Koloni sag-kalim deneyi igin
1,5x10° MCF-7/parental ve MCF-7/PIR hiicresi 6-cm petri kaplarina ekildi. Ekim
isleminden 24 saat sonra ilgili hiicreler DMSO (0 uM) veya olaparib (1,25 - 2,5 - 5 uM)

ile 72 saat siireyle tedavi edildi. Tedavi sonrasinda ilaglt besiyeri aspire edildi, hiicreler
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PBS ile yikandiktan sonra taze ilagsiz besiyeri eklenerek %5 CO; igeren nemli 37°C’lik
hicre kiltir inktbatérinde 10-12 giin streyle inkibe edildi. Koloni olusumlari diizenli
olarak mikroskop altinda incelendi. Metanol-asetik asit (3:1) solusyonu ile 5 dakika
streyle fikse edilen koloniler %0,5 kristal viyole boyasi ile 15 dakika boyunca boyandi.
Sonrasinda petriler musluk suyu ile dikkatlice yikanarak kurumalari i¢in gece boyunca
oda sicakliginda bekletildi. Taranan kolonilerin analizi Image J programi kullanilarak
gerceklestirildi. Parental ve PIR tedavi gruplarinin sag-kalim orani1 (SF%) ilgili kontrol
gruplarinin ekim yeterliligine (PE%) normalize edildi. Sonuclar MCF-7 hcrelerinde
olaparibe karsi direng olusturuldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 4.9).

0 pM 1,25 pM

2,5 M
- P

olaparib |/

Sekil 4.9. PARP1/2 inhibitorii olan olaparibe karsi direngli MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin koloni sag
kalimi1 deneyi sonuglari. Koloni sag-kalim deneyi igin 1,5x10° MCF-7/parental ve MCF-7/PIR hiicresi 6-cm
petri kaplarma ekildi. Ekim isleminden 24 saat sonra ilgili hiicreler DMSO (0 uM) veya olaparib (1,25 —
2,5 -5 pM) ile 72 saat siireyle tedavi edildi. Tedavi sonrasinda ilagli besiyeri aspire edildi, hiicreler PBS ile
yikandiktan sonra taze ilagsiz besiyeri eklenerek %5 CO, i¢eren nemli 37°C’lik hiicre kultir inkubatdrunde
10-12 giin slreyle inkiibe edildi. Koloni olusumlar1 diizenli olarak mikroskop altinda incelendi. Metanol-
asetik asit (3:1) solusyonu ile 5 dakika sureyle fikse edilen koloniler %0,5 kristal viyole boyas1 ile 15
dakika boyunca boyandi. Sonrasinda petriler musluk suyu ile dikkatlice yikanarak kurumalari igin gece
boyunca oda sicakliginda bekletildi. Taranan kolonilerin analizi Image J programu kullanilarak
gerceklestirildi

4.7. Resveratrol ve Olaparib ile Kombine Tedavi Edilen Olaparib-Direncli Meme
Kanseri Hucrelerinde (MCF-7/PIR) Hicre Canhhgi, Koloni Sag-kalimi ve 3D
TUmOr Olusumu Bulgulan

Kazanilmis ila¢ direnci kanser tedavisi ic¢in biiyiik bir zorluktur. Kemorezistansin
gelisimi, ilag¢ inaktivasyonunun artmasina ve ila¢ hedefinin mutasyonu dahil olmak iizere
cok ¢esitli mekanizmalara neden olabilir. Aslinda kemo-direngli hiicreler sinirsiz gogalma
potansiyelini korur, apoptozdan korunur ve patolojik anjiyogenezi uyararak metastatik
hastaligin ilerlemesini tesvik eder. Direngli kanser hiicrelerinin ortaya c¢ikmasinin

iistesinden gelmenin veya geciktirmenin olasi bir yolu, farkli molekiiler mekanizmalara
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sahip ilaglar birlikte uygulamaktir. Dogal polifenollerin antikanser ilaglarla kombinasyon

tedavileri umut verici sonuglar ortaya koymaktadir (Riahi-Chebbi et al., 2019).

MCF-7/PIR  hiicreleri  kullanilarak  gergeklestirilen  hiicre  canlilig1  analizleri
gergeklestirilerek resveratrol ve olaparib kombinasyon tedavisinin olaparib-direncli
MCF-7 hiicrelerin canliligina olan etkisi belirlendi ve kombinasyon indeksi (CI) degerleri
hesaplandi. CI degerleri MCF-7/PIR hiicrelerinde bu kombinasyonun sinerjistik etki
gostermedigini ortaya koydu.

Koloni sagkalimi analizi, tek bir hiicrenin in vitro koloniler olusturma kapasitesini dlger.
In vitro kiiltiirlerden ve ayrica farkli kokenlerden gelen ex vivo doku preparasyonlarindan
elde edilen kendi kendini yenileyen memeli hiicrelerini tanimlamak ve 6lgmek icin
yaygin olarak kullanilir. 2D koloni sagkalimi ile temel onkolojik ve radyobiyolojik
caligmalarin gergeklestirilmesinin 6nii agilmigtir (Brix vd., 2021). MCF-7/PIR hucreleri
kullanilarak gergeklestirilen koloni sag-kalim deneyleri gerceklestirilerek resveratrol ve
olaparib kombinasyon tedavisinin olaparib-direncli MCF-7 hiicrelerin sag-kalimina olan
etkisi belirlendi ve sonuglar parental hiicreler ile karsilastirildi. Olaparib ve resveratrol
kombinasyonunun MCF-7/PIR hiicrelerinde koloni olusumunu baskilama potansiyelinde
hem kontrol grubuna hem de parental hiicrelere gore anlamli bir fark goriilmedi (Sekil

4.10).

Soft agarda hucrelerin blyumesi, normal hiicreler tipik olarak yar1 kati matrislerde
biliylime yetenegine sahip olmadigindan, hiicresel transformasyonun ve kontrolsiiz hiicre
biliylimesinin ayirt edici 6zelliklerinden biridir. Kanser hiicresi doniisiimiinii saptamak ve
kanser hedeflerini dogrulamak ic¢in kullanilan soft agar ilag duyarlilig1 analizleri, insan
tiimorii klonojenik tahlili gelistirildiginden beri antikanser bilesiklerini test etmek ig¢in
kullanilmaktadir. Ek olarak, soft agar gibi 3 boyutlu (3-D) bir formatta ilag ve bilesiklerin
test edilmesinin, 3-D'deki hiicre blyumesi in vivo hiicresel ortama daha ¢ok benzedigi
icin, tek tabakali kiiltiirlerin kullanilmasindan daha {istiin oldugu one siiriilmektedir.
Normal epitel hiicreleri, hayatta kalma ve ¢ogalma sinyalleri saglayan bazal membranlar
tarafindan desteklenir ve siispansiyon kiiltiiriine yerlestirildiginde apoptoza ugrar. Ancak
kanser hiicreleri, kontrolsiiz ¢ogalmaya yol acan baglanma ile diizenlenen apoptozdan
(anoikis) kacabilir. Bu nedenle, ankrajdan bagimsiz kosullar kullanan analizler,

dontistiiriilmiis hiicrelerin normale donmesine neden olan ve ankrajdan bagimsiz kosullar



34

altinda hiicre biiylimesini engelleyen bilesikleri test etmek icin gelistirilmistir (Anderson
vd., 2007). MCF-7/PIR hiicreleri kullanilarak gergeklestirilen soft agar deneyleri
resveratrol ve olaparib kombinasyon tedavisinin olaparib-direncli MCF-7 hiicrelerinin
tiimor olusturma kapasiteleri {izerine olan etkisi belirlendi ve sonuclar parental hiicreler
ile karsilastirildi. Bulgular (Sekil 4.11), resveratrol+olaparib kombinasyonunun olusan
timorleri hem kontrol grubuna hem de parental hiicrelere gore sayica énemli 6lgiide

azaltmadigini ve hacimlerini kiigiiltmedigini gostermektedir.
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Sekil 4.10. Resveratrol ve olaparib kombine tedavi edilen Olaparib-direncli MCF-7 meme kanseri
hicrelerinin  (MCF-7/PIR) koloni sag kalimi deneyi sonuglari. MCF-7/PIR hiicreleri kullanilarak
gergeklestirilen koloni sag-kalim deneyleri gerceklestirilerek resveratrol ve olaparib kombinasyon
tedavisinin olaparib-direngli MCF-7 hiicrelerin sag-kalimina olan etkisi belirlendi ve sonuglar parental
hiicreler ile karsilastirildi. Deneyler ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi ve standart sapma degerleri
hesaplanarak sonuglar ortalamazstandard sapma (SD) olarak verildi
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Sekil 4.11. Resveratrol ve olaparib ile kombine tedavi edilen Olaparib-direngli meme kanseri hiicrelerinin
(MCF-7/PIR) 3D tiimé6r olusturma kapasitesi. MCF-7/PIR hiicreleri kullanilarak gerceklestirilen soft agar
deneyleri resveratrol ve olaparib kombinasyon tedavisinin olaparib-direncli MCF-7 hicrelerinin timor
olusturma kapasiteleri {izerine olan etkisi belirlendi ve sonuglar parental hiicreler ile karsilastirildi.
Deneyler ¢ tekrarli olarak gerceklestirildi ve standart sapma degerleri hesaplanarak sonuglar
ortalamazstandard sapma (SD) olarak verildi

4.8 Resveratrol ve Olaparib ile Kombine Tedavi Edilen Olaparib-Direngli Meme
Kanseri Hucrelerinde (MCF-7/PIR) Hucre Donglstu, DNA Hasar/Tamir ve
Apoptosis Proteinlerinin Ifade Diizeylerine Ait Bulgular

Ilag direnci, hastaliklar farmasétik tedavilere toleransh hale geldiginde ortaya ¢ikan iyi
bilinen bir olgudur. Bir¢ok kanser tiirii baslangicta kemoterapiye duyarli olsa da, zamanla
bunlar DNA mutasyonlari, ila¢ inhibisyonunu ve bozulmasini destekleyen metabolik
degisiklikler gibi diger mekanizmalar yoluyla direng gelistirebilirler. Kanser ilaci direnci,
ila¢ inaktivasyonu, ila¢ hedef degisikligi, ilag akisi, DNA hasar1 onarimi, hiicre 6liimii
inhibisyonu, dogal hiicre heterojenligi, epigenetik etkiler veya bu mekanizmalarin
herhangi bir kombinasyonundan etkilenen karmasik bir olgudur. Mevcut paradigma,
kombinasyon tedavisinin en iyi tedavi secenegi olmasi gerektigini, ¢linkii ila¢ direncinin
gelismesini engellemesi ve tek bagina herhangi bir ilagtan daha etkili olmas1 gerektigini
belirtmektedir. Bu nedenle, kanserlerde artan ila¢ direnci prevalansina kars1 koymak igin

bu tiir tedavi rejimleri diisiiniilmeli ve gelistirilmelidir (Housman vd., 2014). Resveratrol
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ve olaparib mono- ve kombinasyon tedavilerinin hiicre dongiisii, DNA hasar yanit/tamir
ve apoptosis yolaklarinda rol oynayan 6nemli proteinlerin (p53, p21, cleaved-PARP)
post-translasyonel ifadelerine olan etkileri Western blot analiziyle tespit edildi. 10-cm
hiicre kiiltiir kutularina ekimi gerceklestirilen 1x10° olaparib direncli MCF-7 (MCF-
7/PIR) hcrelerinin ertesi gin 100 uM resveratrol, 2,5 puM olaparib ve kombinasyon
olarak 2,5 uM olaparib+100 puM resveratrol olacak sekilde 72 saat siireyle tedaviler
gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar, resveratrol ve olaparib kombinasyon tedavisinin
MCF7-PIR hucrelerinde kontrol grubuna gore p53 ve cPARP protein miktarini anlamli
olglde arttirdigi, p21 protein miktarinda ise 1limli bir regiile edici rol oynadigini ortaya
koymustur (Sekil 4.12).

Gergeklestirdigimiz aragtirmalarin amaci, Resveratrol tedavisinin RAD51 gen ifadesini
azaltmastyla DNA ¢ift zincir kiriklarinin  tamirinden sorumlu olan homolog
rekombinasyon onarim mekanizmasini baskiladigi (Leon- Galicia vd., 2018), 6te yandan
homolog rekombinasyon onarim mekanizmasinin tam olarak calismadigi meme kanseri
hiicrelerinin PARP1/2 inhibitor tedavisine kars: yiuksek duyarlilik gosterdigi (Bryant vd.,
2005; Farmer vd., 2005) ¢alismalar dikkate alindiginda, resveratrol tedavisinin PARP1/2
inhibitorlerinin meme kanseri hiicrelerindeki sitotoksik etkilerini arttiran yeni bir

prediktif biyobelirte¢ olabilecegini ortaya koymaktir.

Cesitli calismalar, dogal bir bitkisel bilesik olan resveratroliin meme, deri, akciger,
prostat ve kolon kanserleri gibi c¢ok ¢esitli insan kanser hiicrelerinin biiylimesini
engelleyebildigini gostermistir (Mao vd., 2010; Vanamala vd., 2010). Bir¢ok kemoterapi
ilac1, hiicrelerin DNA'sinda hasar olusturarak kanser hiicrelerini yok eder. Bununla
birlikte, kanser vakalarmin %50'sinde, kotii huylu hiicreler, DNA onarim proteinlerinin
yukar1 regiilasyonu dahil olmak tizere ¢esitli mekanizmalarla tedaviden sag kurtulur
(Kelley vd., 2014). HR yolu, kemoterapiye karsi igsel ve kazanilmis direngle ilgili bir
DNA onarim mekanizmasi1 olarak giderek daha fazla taninmaktadir (Bouwman ve
Jonkers, 2012). Onceki bir ¢calismada, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde DNA mikrodizi
analizi ile Rad51, BRCA1 ve BRCA2 gibi HR tarafindan DNA onariminda yer alan
birka¢ DNA onarim geninin ekspresyonunun resveratrol tarafindan agagi regiile edildigini

gozlemlenmistir (Leon-Galicia vd., 2013).
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Sekil 4.12. Resveratrol ve olaparib ile kombine tedavi edilen Olaparib-direncli MCF-7 meme kanseri
hicrelerinde (MCF-7/PIR) hiicre dongusi, DNA hasar/tamir ve apoptosis proteinlerinin ifade duzeyleri.
Resveratrol ve olaparib mono- ve kombinasyon tedavilerinin hiicre dongiisii, DNA hasar yanit/tamir ve
apoptosis yolaklarinda rol oynayan 6nemli proteinlerin (p53, p21, cleaved-PARP) post-translasyonel
ifadelerine olan etkileri Western blot analiziyle tespit edildi. 10-cm hiicre Kkiltiir kutularina ekimi
gerceklestirilen 1x10° olaparib direncli MCF-7 (MCF-7/PIR) hiicrelerinin ertesi giin 100 pM resveratrol,
2,5 UM olaparib ve kombinasyon olarak 2,5 uM olaparib+100 uM resveratrol olacak sekilde 72 saat
stireyle tedaviler gerceklestirildi. Ardindan hiicreler tripsinizasyon iglemiyle toplandi ve total protein
izolasyonu gergeklestirildi. Bradford analizi ile konsantrasyonu belirlenen esit miktarda protein 6rnekleri
SDS-PAGE jelde kosturulup PVDF membrana transfer edildikten sonra ilgili primer ve sekonder
antikorlarla inkiibe edildi ve son olarak enzimatik HRP aktivitesi x-ray filmine aktarilarak cPARP, p53 ve
p21 protein ekspresyon profilleri karsilastirildi. Taranan bantlarin analizi Image-J programi kullanilarak
gergeklestirildi. Deneyler {i¢ tekrarli olarak gerceklestirildi ve standart sapma degerleri hesaplanarak
sonuglar ortalamatstandard sapma (SD) olarak verildi. Caligmalar sonucunda elde edilen bulgularin
istatistiki degerlendirilmesi, GraphPad Prism version 8.00 (GraphPad Software, San Diego California USA)
programu kullanilarak yapildi. Bulgular t-testi ve One-Way Anova testi ile degerlendirildi. P degeri 0,05
(*), 0,01 (**) veya 0,001 (***)’den kucuk neticeler anlamli kabul edildi
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Rad51, HR yolunun 6nemli bir pargasidir ve HR etkinliginin bir 6l¢iimii olarak DNA
hasar1 ortaya ¢iktiktan sonra Rad51 odaklari olusur (Farmer vd., 2005). Kanser
hiicrelerinde Rad51 asir1 ekspresyonunun artmis kemorezistans ile iligkili oldugu
gozlemlenmistir (Hannay vd., 2007). Diger bulgular, Rad51'in antikanser ilaglar
tarafindan asag1 regiilasyonunun, HR onarimini, radyo-duyarlilastirici veya kemosensitize
edici kanser hiicrelerini bozdugunu gdstermistir. Ornegin, imatinib (Gleevec, c-Abl
tirozin kinaz inhibitorii), kanser hiicrelerinde Rad51 ekspresyonunu etkili bir sekilde
azaltir (Choudhury vd., 2009). Segici bir epidermal biiyiime faktorii reseptori ve tirozin
kinaz inhibitorii olan gefitinib, akciger kanseri hiicrelerinde Rad51'i mitomisin C (Kov d.,
2008) ve gemsitabine (Tsai vd., 2010) duyarli hale getirerek asagi regiile eder. Baska bir
calismada resveratroliin MCF-7 kanser hicrelerinde Rad51 ekspresyonunu etkili bir

sekilde asagi regiile ettigi bildirilmistir (Leon-Galicia vd., 2018).

Resveratroliin yiiksek konsantrasyonlarda hiicreler ve dokular tarafindan emilme
kabiliyetinin kisitli olmasi, insanlarda tedavi i¢in bir zorluk olarak goriilmektedir.
Arastirmacilar yakin zamanda resveratroliin kimyasal stabilitesini, biyoyararlanimini ve
terapétik etkinligini iyilestirmeye ¢alistilar (Meng vd., 2016; Uberti vd., 2017). Ornegin,
biberde bulunan aktif bilesik olan piperin, siganlarda kandaki resveratrol seviyelerini
1000 kat arttirdi ve ana metabolitlerinden birinin olugsumunu geciktirdi (Johnson vd.,
2011). Buna ek olarak, nanoteknoloji ve ¢esitli formiilasyonlarda resveratroliin nano
parcaciklarinin kullanimi ile sican denemelerinde umut verici sonuglar ortaya ¢ikmistir
(Frozza vd., 2010). Ote yandan, resveratroliin farmakokinetik dzelliklerini gelistirmek ve
kanserden koruma aktivitesini genigletmek i¢in baska bir strateji, sentetik analoglarin
sentezidir ve in vitro modellerde birkag resveratrol analogu tanimlanmistir (Leon-Galicia
vd., 2018). Resveratroliin umut verici bir analogu, c¢esitli kanser hiicre hatlarinda ve
hayvan modellerinde antiproliferatif aktivite gosteren 3,4,5,4'-trans-tetrametoksistilbendir
(Sale vd., 2004; Androutsopoulos vd., 2016).

BRCA1/2-mutant kanser hastalarina uygulanan PARP inhibitdr tedavisi basarili sonuglar
saglamasina ragmen wild-type BRCAL/2 statisinin de PARP inhibitor hassasiyeti
saglayabilecegini ortaya c¢ikaran preklinik ve klinik arastirmalar, farkli DDR
regulatorlerinin  de PARP inhibitdr yanit biyobelirteci olarak kullanilabilecegini
gostermistir (Cleary et al., 2020; Huang et al., 2020; Jackson and Helleday, 2016;
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Nickoloff et al., 2017; Pilié, Gay, et al., 2019; Pilié, Tang, et al., 2019). Bajrami ve
arkadaslar1 tarafindan yiiriitiilen ¢aligmada (2014), genome-wide sentetik letalite taramast
uygulanarak potansiyel PARP inhibitor yanit belirleyici genler arastirilmistir. 16 binden
fazla protein kodlayan gen mRNA'sin1 hedefleyen yaklasik 60 bin ShRNA kompleksinin
uygulandig1 arastirmada, ekspresyonu baskilanan genlerin MCF7 hiicrelerinde PARP
inhibitor sitotoksisitesine olan katkilar1 incelenmistir. S6z konusu arastirmada, MUM1
geninin de PARP inhibitor prediktif biyobelirteci olma potansiyeli tasiyan genler arasinda
bulundugunu ileri siiriilmiis ancak bunu kanitlayan herhangi bir ¢alismanin olmadigi
belirtilmistir (Bajrami et al., 2014). Cok sayida genin aktivitesini engelleyen shRNA
havuzunun kullanilmasiyla gergeklestirilen c¢alisma da yalmizca CDKI12 geninin
potansiyel biyobelirteg olma kapasitesi direk analizlerle teyit edilmistir. Bahsi gecen
diger potansiyel genlerin MCF-7 hicrelerindeki mevcut ekspresyonu ve shRNA
muamelesi sonrasinda baskilanan ekspresyonlar1 konfirme edilmemistir (Bajrami et al.,
2014). Nitekim, arastirmalarimiza baglamadan once gergeklestirdigimiz 6n ¢alismalarda,
diger model hiicre hatlariyla kiyaslandiginda laboratuvarimizda bulunan MCF-7

hiicrelerindeki MUM 1 ifadesinin ¢ok siirli oldugu belirlendi.

p53, baslica tiimor baskilayicilardan biridir ve insan kanserlerinde en sik mutasyona
ugrayan genlerdendir (Tokino vd., 2005). DNA hasar1 gibi hiicresel stres altinda, p53,
hiicre dongiisti durmasina yol acan bir transkripsiyon faktorii olarak aktive edilir ve bir
hiicrenin DNA'sin1 onarmasina veya apoptoza girmesine izin verir (Pflaum vd., 2014).
p53, dncelikle en iyi karakterize edilmis asag1 akis geni olan ve bir sikline bagimli kinaz
(CDK) inhibitoriinii kodlayan p21'in aktivasyonu yoluyla G1 tutuklanmasini indiikler
(Waldman vd., 1995). p21, p53'in en iyi bilinen asagi akis genlerinden biridir, G1 hiicre
dongusii durmasini indiikler ve hiicre apoptozunu inhibe eder (Pflaum vd., 2014; Luo vd.,
2022). p21, N-terminal CDK kinaz motifi ile etkilesimi yoluyla sikline bagimli bir kinaz
(CDK) inhibitérudur ve G1 arrestine neden olur (Xiao vd., 2020). p21'in bir diger 6nemli
roli apoptozu engellemektir; p21 sitoplazmada prokaspaz-3'e ve apoptoz sinyal
diizenleyici kinaz 1'e (ASK1) baglanir ve onu inhibe eder, boylece apoptotik yolu bloke
eder (Zhan vd., 2007). p21 esas olarak DNA hasar1 flizerine p53 tarafindan
transkripsiyonel seviyede diizenlenmesine ragmen, translasyon sonrast modifikasyonlar
ayrica ubikuitin aracili proteazom bozunma sistemi yoluyla p21'in diizenlenmesinde

kritik bir rol oynar (Li vd., 2018; Luo vd., 2022). Poli(adenosin difosfat [ADP]-riboz)
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polimeraz (PARP), DNA zincir kirilmalar1 yoluyla aktive olan hiicresel enzim ailesidir.
PARP aktivasyonu, nikotinamid adenin dintikleotidi kullanilarak poli(ADP-riboz)
polimerlerinin biyuk dallanma zincirlerinin sentezine yol acar. Bu poli(ADP-riboz)
polimerler, ¢ok ¢esitli hiicresel proteinlerin fonksiyonlarini baglayabilir ve degistirebilir
(Gagne vd., 2008). Aktive PARP, DNA onarimini, hiicresel proliferasyonu ve PARP'a
bagli apoptoz ve nekroz dahil olmak tizere diger kritik hiicre dongiisii proteinlerine ve
onkogenlere sinyal gondermeyi kolaylastirir (Woodhouse ve Dianov, 2008). Bu
aktivasyon tek ve ¢ift zincir kopmalar ile indiiklenebilse de, baz eksizyon yoluyla tek
zincir kopmalarindaki rolii daha kapsamli olarak incelenmistir (Fisher vd., 2007). Bu
calismadaki bulgular, resveratrol ve olaparib kombinasyon tedavisinin; meme kanseri
hlicre canliligi, koloni sag-kalimi ve 3D tiimor olusturma kapasitesi tizerinde inhibe edici
etkiye sahip oldugunu ve hiicre dongilisi, DNA hasar yanit/tamir ve apoptosis
yolaklarinda rol oynayan onemli proteinlerinden olan p53, p21 ve cleaved-PARP’in

(cPARP) post-translasyonel ifadelerini regiile ettigini ortaya koymaktadir.

Sonu¢ olarak, DNA metabolizmasin1 diizenleyen kromatin faktorlerinin ve DDR
regiilatorlerinin, basta PARP inhibitor tedavisi olmak tizere ¢ok sayida DDR-hedefli
kisisellestirilmis anti-kanser tedavi yanitinin tahmin edilmesindeki klinik énemi dikkate
alindiginda (Aleksandrov et al., 2020; N. J. Curtin, 2013; Nicola J. Curtin, 2012;
Helleday et al., 2008; Huang et al., 2020; Jackson and Helleday, 2016; Nickoloff et al.,
2017; Pilié, Tang, et al., 2019), gergeklestirdigimiz calismalar resveratrol ile birlikte
tedavi, daha yiiksek dozlarin esdeger etkisi icin gereken olaparib konsantrasyonlarini
etkili bir sekilde azaltti. Resveratrol HR onariminda kilit bir oyuncu olan Rad51'i asagi
regiile ederek hareket eder ve DSB'lerin onariminin bozulmasina yol agar. Resveratroliin
diistik toksisitesi, onu kanser kemoterapisi ve kanserin dnlenmesi i¢in umut verici bir
aday yapmaktadir. Bulgularimiz, resveratroliin olaparib ile kombine halde kullaniminin
mekanistik rolliniin tam olarak aydinlatilmasinin ve fonksiyonel islevinin in Vvivo
caligmalarla kanitlanmasinin  klinikte PARP inhibitér tedavisine karst hasta

stratifikasyonunda 6nem arz edecegini gostermistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamiz kapsaminda elde ettigimiz sonuglar, resveratroliin PARP inhibitorii olaparib
ile kombine kullaniminin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin sag-kalimini inhibe ettigi ve
dolayisiyla resveratroliin PARP inhibitor etkinligini arttiran bir ajan olma potansiyelini
tasidigina dair in vitro kanitlar sunmaktadir. Resveratrol tedavisinin MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde MRN ve RADSI1 proteinlerinin ekspresyonlarin1 baskilayarak HR
aktivitesini azalttigi dolayisiyla ilgili hiicreleri cisplatin tedavisine karsi duyarli hale
getirdigi rapor edilmistir. Gergeklestirdigimiz c¢alismalarla, hiicre dongiisi, DNA hasar
yanit/tamir ve apoptozis yolaklarinda rol oynayan dnemli proteinlerin (p53, p21, cleaved-
PARP) post-translasyonel ifadelerinin regile edilmesinde bu kombinasyonun énemli rol
oynadig1r gosterilmistir. Resveratroliin PARP1/2 inhibisyonundaki etkisinin agikliga
kavusturulmasi, s6z konusu ajanlarla gergeklestirilecek olan kisiye 6zgli meme kanseri
tedavilerinden daha fazla hastanin yararlanmasini amaclayan tedavi stratejilerinin ve
irlinlerinin  gelistirilmesi noktasinda klinik Oncesi literatiire katki saglayacaktir.
Dolayisiyla gelecekte yapilacak “kisiye 6zgii meme kanseri tedavisi”, “sentetik letalite”,
“PARP1/2 inhibitér duyarlilik/diren¢ mekanizmalar1”, “bireysellestirilmis kanser
tedavisinde fitokimyasal polifenolik bilesikler” alanlarindaki daha kapsamli aragtirmalara
katk1 saglayacaktir. Son olarak, gelecekteki aragtirmalarla resveratrol ve olaparib arasinda
tanimlanan sinerjistik etkilesimin in vivo modellerde dogrulanmasi (6r. subkiitan timor

xenograft model), resveratroliin klinik 6neminin anlasilmasina fayda saglayacaktir.
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