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AURORA B KiNAZ INHIiBISYONUNUN PAKLITAKSEL
SITOTOKSISITESI UZERINE OLAN ETKIiSININ ARASTIRILMASI

OZET

Kanser, hiicrelerin biiylime, boliinme, farklilasmasinda, gelismesinde ve programli
olimiinde rol oynayan proteinlerin iglevini kaybetmesi sonucunda, hiicrelerin kontroliinii
kaybederek siirekli olarak c¢ogalmasidir. Kanserin klinik tedavisinde kullanilan
kemoterapotik ilaclar ciddi yan etkiler olusturarak hayat kalitesinin diismesine neden
olmaktadir.  Ayrica kemoterapi yontemiyle istenilen terapdtik etki  elde
edilemeyebilmektedir. Kemoterapotik ajanlara karsi gelisen ilag direnci ve hastalar
iizerinde olusan ciddi yan etkiler sebebiyle kisisellestirilmis tedaviler oldukca dnem arz
etmektedir. Kiiciik molekiil inhibitorlerle kemoterapétik ilaclarin kombine tedavileri
sinerjistik etki yaratarak, yan etkilerin azaltilmasimi veya ortadan kaldirilmasimi ve
kazanilmis ilag direncine karsi etkili olmasini saglayabilmektedir.

Bu ¢alismada, Aurora B kinaz inhibisyonunun paklitaksel sitotoksisitesi Uizerine olan etkisi
arastirildi. Aurora B inhibisyonu i¢in BI 831266 molekiilii kullanildi. BI 831266 ve
paklitaksel molekiliinin mono ve kombine tedavi sitotoksik etkileri MCF-7 insan meme
kanseri hucrelerinde incelendi. MCF-7 hicreleri artan dozlarda Bl 831266 ve paklitaksel
molekiilii ile tedavi edilerek sitotoksik etkileri koloni sag-kalim analiziyle belirlendi. Bl
831266 ve paklitaksel molekilinin kombinasyon tedavisi, koloni sag-kalim analizi ile
kanser hiicrelerinin koloni olusturma kapasitelerini inhibe ettigi gosterildi. Bl 831266 ve
paklitaksel molekilinin mono ve kombinasyon tedavileri MCF-7 hiicrelerinde apoptotik
sinyal yolaklarindaki ve hiicre dongusu proteinlerinin ekspresyon diizeylerine Western blot
yontemiyle bakild1.

Bu calismada elde edilen bulgular, BI 831266 ve paklitaksel molekiiliiniin kombinasyon
tedavilerinin hiicre canliligini azaltip koloni sag-kalimlarmi inhibe ettigi, apoptosisle
alakali proteinlerin ekspresyon seviyelerini regile ederek apoptosise ve DNA hasarina
neden oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Bl 831266 molekiilii, Paklitaksel, Aurora kinazlar, Aurora Kinaz B,
MCF-7, Hicre dongusdi.



INVESTIGATION OF THE EFFECT OF AURORA B KINASE
INHIBITION ON PACLITAXEL CYTOTOXICITY

ABSTRACT

Cancer is the continuous proliferation of cells as a result of the loss of function of proteins
that play arole in the growth, division, differentiation, development and programmed death
of cells. Chemotherapeutic drugs used in the clinical treatment of cancer cause serious side
effects and reduce quality of life. In addition, the desired therapeutic effect may not be
achieved with chemotherapy. Personalized treatments are very important due to drug
resistance to chemotherapeutic agents and serious side effects on patients. The combination
of small molecule inhibitors and chemotherapeutic drugs can have a synergistic effect,
reducing or eliminating side effects and being effective against acquired drug resistance.

In this study, we investigated the effect of Aurora B kinase inhibition on paclitaxel
cytotoxicity. Bl 831266 molecule was used for Aurora B inhibition. The cytotoxic effects
of mono- and combined treatment of Bl 831266 and paclitaxel molecule were examined in
MCF-7 human breast cancer cells. MCF-7 cells were treated with increasing doses of Bl
831266 and paclitaxel molecule and their cytotoxic effects were determined by colony
survival analysis. The combination treatment of Bl 831266 and paclitaxel molecule was
shown to inhibit the colony forming capacity of cancer cells by colony survival analysis.
The expression levels of apoptotic signaling pathways and cell cycle proteins in MCF-7
cells treated with mono and combination treatments of Bl 831266 and paclitaxel molecule
were examined by Western blot method.

The findings obtained in this study indicate that combination treatments of Bl 831266 and
paclitaxel molecule decreased cell viability, inhibited colony survival and caused apoptosis
and DNA damage by upregulating the expression levels of apoptosis-related proteins.

Keywords: Bl 831266 molecule, Paclitaxel, Aurora kinases, Aurora Kinase B, MCF-7,
Cell Cycle.



1.GIRIS

1.1. Kanserin Tanim

Kanser, hucrelerin buylme, bolinme, farklilasmasinda, gelismesinde ve programli
6liminde rol oynayan proteinlerin islevini kaybetmesi sonucunda, htcrelerin kontroliini
kaybederek siirekli olarak ¢ogalmasidir (Hanahan and Weinberg, 2000). Saglikli dokular,
hiicrelerin biiytimeleri, hiicre dongiisiine girisi ve bu dongii boyunca normal ilerlemeyi
tesvik eden sinyallerin iiretilmesini ve salinmasini dikkatli sekilde kontrol ederler. Bu
sayede hiicre sayisinda bir homeostazi saglanmis olur ve boylelikle hiicrelerin normal doku

yapist ve islevi korunmus olur (Hanahan ve Weinberg, 2000).

Siirekli olarak endojen ve eksojen kaynakli genotoksik saldirilara maruz kalan DNA, sahip
oldugu kompleks DNA hasar yanit (DDR: DNA damage response) sinyal sistemi sayesinde
biitlinliigiinii koruyabilmekte ve genetik bilgiyi bozulmadan ve degismeden gelecek
nesillere aktarabilmektedir. Bunu basarabilmek i¢cin DNA hasar1 aninda tespit edilmeli ve
gerekli hiicre ici sinyal yolaklar1 vasitasiyla onarim yapilmalidir. Hiicrelerimizin sahip
oldugu bu sistemler kanser basta olmak tizere ¢esitli hastaliklar1 6nledigi i¢in dnem teskil
etmektedir (Jackson ve Bartek, 2009). DNA’da siirekli ortaya ¢ikan ¢ift sarmal kiriklar:
yiksek oranda sitotoksik etki yaratabilmektedir. Hiicrede mutasyonun artmasina, genetik
bilgi kaybina, kromozom anormalliklerine, erken yaglanmaya, immiin yetmezlige, kanser

ve Oliime neden olmaktadir (Peraza-Vega vd., 2022).

Diinya genelinde 2020 yilinda tahminen 19,3 milyon teshis edilmis kanser vakasi (18,1
milyon melanom dis1 cilt kanseri hari¢) ve neredeyse 10 milyon kanserden kaynakli 6liim
(9,9 milyon melanom dis1 cilt kanseri hari¢) gerceklesmistir. Meme kanseri, vaka
oranlarma bakildiginda diinyada en ¢ok teshis edilen kanser tiiriidiir ve kadinlarda da en
sik goriilen kanser gesitidir (Sung vd., 2021). Meme kanseri olan vakalarin yasa ve ¢evresel
faktorlere bagl olarak %85-90 oraninda, genetik olarak ise 6zellikle BRCAL1 ve BRCA2
genlerinde meydana gelen mutasyonlarin sonucunda %10-15 oraninda kaynaklandig1 tespit

edilmistir (Peleg Hasson vd., 2020).
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Sekil 1.1. Kanserin Ayirt Edici Ozellikleri (Hanahan, 2022)

Hucreler saglikli formlarindan neoplastik biiylime durumuna gegerken bir¢ok farkli 6zellik
kazanmaktadirlar. Bu Ozelliklerden bazilari; bagisiklik yanitindan kaginma, genomik
kararsizlik, hiicre 6liimiine direng, tiimor baskilayicilardan ka¢inma, siirekli proliferasyon
olarak siralanabilir. Son yillarda kanserin ayirt edici 6zelliklerine ek olarak 4 farkli 6zellik
dahil edilmistir. Bunlar; fenotipik plastisite, polimorfik mikrobiyom, mutasyonel olmayan

epigenetik yeniden programlanma ve yaslanmus hiicrelerdir (Hanahan, 2022).

1.2. Konvansiyonel ve Kisisellestirilmis Tedavi Yontemleri

Kanser tedavisinin glinlimiizdeki baslica bigimleri cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir.
Cerrahi operasyon ve radyoterapi ile tumorli dokunun lokal temizligi saglanmakta, klinikte
yaygin bir sekilde kullanilmakta olan anti-kanser ajanlarla da geride kalmasi muhtemel
kanser hiicrelerinin eliminasyonu saglanmaktadir. Ayrica son yillarda kisisellestirilmis
kanser tedavisi ve immiinoterapideki basarili ¢alismalar da kanser tedavisi igin yeni
secenekler sunmaktadir (Jia vd., 2023). Tip ve teknolojideki ilerlemelerle beraber yeni
tedavi yontemleri gelistirilmesine ragmen kanser hayat boyu devam eden bir tehdit olarak
diistiniilmektedir (Sajjadi vd., 2016).



Kemoterap6tik ajanlar DNA’nin biitiinliigiine zarar verme, mikrotiibiillerle etkilesime
girme, DNA replikasyonunu ve kontrolstizce olan hiicre bolinmesini 6nleyerek etkilerini
gostermektedirler. Geleneksel olarak kullanilan kemoterapétik ajanlarin timdr boyutunu
kiigiilttiigii, 6liim oranini azalttig1 ve hastaligin ilerlemesini yavaslattig1 bilinmektedir. Ote
yandan kemoterap6tik ajanlarin tiimér hiicrelerinin disinda hizli boliinen saglikli hiicrelere
de etki ettigi bilinmektedir. Bulanti, kusma, sa¢ dokiilmesi ve bagisiklik sisteminin

baskilanmasi gibi yan etkiler gorulebilmektedir (A Baudino, 2015).

Son yillarda kisisellestirilmis kanser tedavileri kok hiicre tedavisi, imminoterapi, kanser
asilar1 ve hormon tedavileri gibi guncel anti-kanser tedavi stratejileri gelistirilmistir.
Geleneksel tedavilerin hastalar iizerindeki etkileri ve sonuglar1 farkli oldugu i¢in hastaya
O0zgii tedavi yonteminin gelistirilmesi gerekmektedir. Kisisellestirilmis tedavi
yontemlerindeki amag¢ kanser hucrelerinin  proteomik, genomik ve epigenetik
Ozelliklerinden faydalanarak en iyi tedavi yonteminin belirlenmesidir (Duffy ve Crown,
2008; Tsimberidou vd., 2020).

1.3. DNA Hasarn

Hiicreler mutasyonlarin nesilden nesile gegisini engellemek amaciyla DDR olarak
adlandirilan bir sisteme sahiptir. DDR, hiicre dongiisti kontrol noktalar1 araciligryla DNA
onarimini diizenlemektedir. DDR proteinlerini kodlayan genler kanser hiicrelerinde sik sik
mutasyon gecirerek birgok timorli hiicrenin metastaz yapmasina ve DNA hasar1 olusturan
tedavilere cevap verme yeteneklerinin farklilasmasina neden olmaktadir. Sonug itibariyle

genomik kararsizlik ortaya ¢ikmaktadir (Groelly vd., 2023).

Insanlarda genetik materyalin biitiinliigii ekzojen ve endojen kaynakl siirekli olarak tehdite
maruz kalmaktadir. Ekzojen faktorler; iyonize radyasyon, ultraviyole 15181, agir metaller,
sigara dumani, hava kirliligi, kemoterapotik ilaglar olarak siralanabilmektedir. Endojen
faktorler ise telomer kisalmasi, yanlis baz eslesmesi, oksidatif stres ve baz kayiplar1 gibi

siralanabilir (Toy vd. 2022).



Damage sSensors
eansetion maa

Sekil 1.2. DNA hasarma kars1 tepki reaksiyonlar1 (Sancar vd., 2004)

Meydana gelmis olan endojen hasarlar DNA’nin yapisindaki baglarin kararsizligi
sebebiyle normal kosullarda dahi siirekli ve kendiliginden olugsmaktadir. Bu kusurlarin
sonuclar1 genellikle lezyonun kimyasal olarak yapisina baglhdir. Bu lezyonlar cogunlukla
DNA replikasyonunun dogru sekilde ger¢eklesmesini engellemektedir. Endojen ve ekzojen
faktorler mutasyonlari birikmesine sebep olur. Bunun sonucunda biriken mutasyonlar,
timor baskilayict genlerin inhibe olmasmma ve protoonkogen genleri aktive ederek
hicrelerin kontrolsiiz bir bicimde ¢ogalmasina sebep olmaktadirlar (Hoeijmakers, 2009;
Morita vd., 2010).

Hucre icerisindeki ve cevreden kaynakli faktorlere bagli olarak meydana gelen DNA
hasari, hiicrelerin normal gorevlerini yerine getirme yetenegini tehlikeye atarak genomik
kararsizligin ortaya c¢ikmasina sebep olmaktadir. Genomik kararsizlik, onkogenlerin
aktivasyonu ve bazi tlimor baskilayicilarin inaktivasyonu tiimér olusumuyla baglantilidir.
Genomik kararsizhigin yikici etkilerine bakildiginda, hiicreler onkogenezi 6nlemek ve
genom biitiinliigiinii korumak amaciyla bir takim sistemler gelistirmislerdir. Insanlarda
kansere yatkin olan hastalarm bircogunda DNA hasar1 onarim genlerindeki

mutasyonlardan  kaynaklandigin1  kanitlayan ¢alismalar gilinlimiizde artmaktadir

(Hoeijmakers, 2001; Tian vd., 2015).

1.3.1. DNA Onarim Mekanizmalar

DNA tamiri; helikazlar, polimerazlar, nikleazlar, rekombinazlar, topoizomerazlar,

ligazlar, glikosilazlar, kinazlar, fosfatazlar ve demetilazlar olmak lzere kimyasal olarak



enzimatik aktivite araciligiyla gerceklestirilmektedir. Bu tamirde gorev alan enzimlerin
diizeni oldukga 6nemlidir. Aksi taktirde enzimlerin her biri tek basma DNA bitiinligiinii
bozabilmektedir (Ciccia ve Elledge, 2010). DNA onarim sistemleri (Sekil 1.3) dogrudan

ve dolayli onarim mekanizmalar1 olmak iizere iki kisimda incelenmektedir.

DNA Onarim
Sistemnleri

l Dogrudan \ l Dolayh \

Fotoreaktivasyon
MGMTile Onarmm

Sekil 1.3. DNA onarim mekanizmalar1 (Sameer vd., 2014)

Baz Kesip-Clkarma
Nikleotid Kesip Cikarma
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Rekombinasyonel
Onarirm

Homolog Rekombinasyon
Homolog Olmayan Ug
Birlestirme

g1

anls Eslesme
Omarm

1.3.1.1. Dogrudan Onarim Mekanizmasi

DNA’da meydana gelmis olan UV kaynakli alkilasyon eklentileri ve pirimidin dimerleri
iki adet mekanizma ile dogrudan onarilabilmektedir. Birinci mekanizma fotoreaktivasyon
ile onarmm, ikinci mekanizma MGMT (O6-Metilguanin-DNA-Metiltransferaz) ile
onarimdir. Bu onarim mekanizmalarinda DNA’nin yeniden sentezi veya kesilmesi sz
konusu degildir (Morita vd., 2010). Fotoreaktivasyon ile onarim fotoliyaz enzimleri
tarafindan gerceklestirilmektedir. Bu onarim sistemi bakterilerde, bitkilerde, mantarlarda
ve ¢ogu omurgalilarda bulunmaktadir fakat insan da dahil olmak iizere ¢ogu Okaryot
hiicreye sahip canli tiirlerinde bulunmadigindan dolay1 evrensel bir onarim mekanizmasi

degildir (Sancar vd., 2004).

MGMT proteinlerin ve diger kofaktorlerin yardimi olmaksizin DNA’daki alkil eklentilerini
kendisinde bulunan sistein amino asidine gonderir ve alkilasyonun mutasyona yol
acabilecek etkilerini ortadan kaldirir. Alkil gruplarmin ¢ikarilmasiyla hiicre alkilleyici

ajanlardan korunmus olmaktadir (Hansen vd., 2007; Slupphaug vd., 2003).



1.3.2.2. Dogrudan Olmayan Onarim Mekanizmasi

DNA’da meydana gelen hasarlarin ardindan karmasik ve kompleks bir onarim
mekanizmasi olan DDR, DNA’ da olusmus kusurlari belirleyebilmek igin hasarli bolgeye
onarimda gorev alan kinaz igerikli sinyal ag1 gonderir. Hasarm durumuna gore birkag farkl
onarim yolu bulunmaktadir: Bunlar; Baz kesip-¢ikarma onarimi (BER: base excision
repair), nukleotit kesip-¢ikarma onarimi (NER: nucleotide excision repair), ¢ift zincir
kiriklart onarimi ve yanlis eslesme onarmmi (MMR: mismatch repair) olmak uzere
gruplandirilabilir (Tian vd., 2015).

Baz eksizyon onarimi (BER), DNA’nin genel yapisint 6nemli dlglide bozmamaktadir.
Alkile edilmis, oksitlenmis ve deamine edilmis olan bazlarm tamirinden sorumlu olan bir
onarim mekanizmasidir (Krokan ve Bjgras, 2013). BER tamir mekanizmasinda gorevli
enzimler; AP DNA liyaz, AP endoniikleaz, DNA polimeraz, DNA glikozilaz ve DNA
ligazdir. BER genellikle DNA glikozilaz enziminin aktivitesiyle baslatilmaktadir
(Robertson vd., 2009; Wallace, 2014). BER’de kisa yamali ve uzun yamali olmak tizere iki
ayr1 onarim sistemi bulunmaktadir. Kisa yolakta tek bir niikleotit onarimi gerceklesirken,
uzun yolakta en az iki tane niikleotidin kesilip ¢ikarilmasi ve onarilmasi gerceklestirilir

(Robertson vd., 2009).

Niikleotit eksizyon onarimi (NER) prokaryot canlilardan 6karyot canlilara kadar korunmus
olan 6nemli bir DNA onarim sistemidir (Van Houten, 1990). NER onarim mekanizmasi
okaryot canhlarda prokaryotlardakine gére daha komplekstir. Okaryotik canlilardaki
mekanizma prokaryot canlilardakine oranla daha fazla protein igermektedir (Gillet ve
Scharer, 2006). Niikleotit eksizyon onarim sistemi genis substrat 6zgilliigiine sahiptir.
NER mekanizmasi, DNA’nin heliks yapismin bozulmasina yol agan ultraviyole ile
indiiklenmis olan pirimidin dimerlerini, kemoterapdtik ajanlarin ve mutajenik
kimyasallarin olusturdugu DNA lezyonlarini onarmakla gorevlidir (Hoeijmakers, 2009;
Truglio vd., 2006). NER mekanizmasmin iki alt yolu bulunmaktadir. Bunlardan ilki
transkripsiyona bagli onarim, digeri ise global genomik onarimdir. Transkripsiyona bagh
onarimda aktif olarak transkribe edilebilen genlerin onarimi gerceklesmektedir. Global
genomik onarimda ise genomda meydana gelmis hasarlarmm taninmasi ve ortamda

uzaklastirilmasi gergeklestirilmektedir (Jeppesen vd., 2011).



DNA c¢ift zincir kiriklar1 katastrofik lezyonlardir ve bu kiriklarin onarilabilmesi igin iki yol
bulunmaktadir. Bu yollar homolog rekombinasyon (HR: homologous recombination) ve
homolog olmayan uglarm birlestirilmesidir (NHEJ: non-homologous end-joining)
(Jeppesen vd., 2011). Cift zincir kiriklarinin biiyiikk bir kismi, DNA tarafindan tamir
edilememis replikasyon ¢atalinin ¢6kmesiyle olusmaktadir (Nowosielska, 2007).

HR sisteminde hasara ugramamis homolog DNA sablon olarak kullanilmaktadir, bu
nedenle hata olusturma ihtimali diistiktiir (error-free) ancak sadece S fazindan gerceklesen
DNA replikasyonundan sonra islev goérebilmektedir. NHEJ sisteminde ise homolog
bblgeye ihtiya¢ duyulmamaktadir, bu nedenle hiicre dongiisiiniin tiim evrelerinde aktif bir
sekilde onarim saglayabilmektedir. Verimli bir tamir mekanizmasi olan NHEJ sistemi
sonrasinda genetik bilginin kaybi olabilmektedir (error-prone) (Cromie vd., 2001). HR
mekanizmasinin ilk asamasinda c¢ift zincir kiriginin taninmasi gerekmektedir. MREI11,
NBS1 ve RAD50 proteinlerinden meydana gelen heterotrimerik MRN DNA hasar sensor
kompleksi ¢ift zincir kiriklarmi tanir ve mekanizmay1 baglatir. MRN kompleksi
(dolayisiyla MREI11 enzimi) hasarin oldugu bolgeye baglanarak 5° ugtan 3’ ucuna dogru
(uc reseksiyonu) kesim islemi baglatilir. EXO1 proteini DNA’nmn stabilizasyonunu
saglamakta ve daha dlizgiin bir kesim yapilabilmesine yardimc1 olmaktadir (Jekimovs vd.,
2014). Reseksiyon neticesinde agikta kalan 3’ ucundaki tek zincir DNA’ya baglanan RPA
protein kompleksleri, BRCA1 proteini tarafindan o bolgede kalmaktadir (Jekimovs vd.,
2014; Slupphaug vd., 2003). BRCA2 proteini tarafindan baglanmis olan RADSI
rekombinaz enzimleri, RPA proteininin DNA’dan uzaklastirilmasinda gérev almaktadir.
RADS51 proteini bozulmamis kardes kromatidi kalip olarak kullanarak bilgilerin hatasiz bir
sekilde kopyalanmasini saglamaktadir (Slupphaug vd., 2003).

Diger cift zincir kirik onarim yolu olan NHEJ mekanizmasi hiicre dongiisiiniin tiim
evrelerinde etkinlik gdsteren bir mekanizmadir fakat G1 evresinde en aktiftir
(Hendrickson, 1997). NHEJ onarim mekanizmasiyla hasar gérmemis olan DNA kalibina
ihtiya¢ duyulmamaktadir. Hata oran1 HR’a gore daha yiiksektir ve niikleotit kaybiyla DNA
tamir edilmektedir (Jeppesen vd., 2011; Slupphaug vd., 2003). DNA’ da hasar meydana
geldiginde ilk asama olarak DNA uglarini baglayan Ku70 ve Ku80 heterodimer yapidaki
proteinlere ihtiyag duyulmaktadir. ikinci olarak; DNAPK proteini fosforile olarak artemis

proteinini aktive eder (Cromie vd., 2001). NHEJ mekanizmasinin son asamasinda ise



XRCC4 ve ligaz4 kompleksi ligasyon islemini gergeklestirir ve onarim sonlandirilir
(Hnizda and Blundell, 2019). Cift zincir kiriklarinin hatali onarilmasi veya onarilmamasi
durumunda, hiicre Olimlerine, genomik kararsizliin artmasma ve kromozom

degisikliklerine sebep olmaktadir (Shrivastav vd., 2008).

DNA Polymerases
l XRCC4/LIG4
XLF

Sekil 1.4. Homolog rekombinasyon (HR) ve homolog olmayan uglarin birlestirilmesi (NHEJ) onarim sistemi
(lyama ve Wilson 111, 2013)

DNA yanlis eslesme onarimi (MMR), DNA replikasyonu esnasinda DNA polimeraz
enziminin sebep oldugu hatalardan kaynaklanmis olan eslenmemis ve uyumsuz olan
bazlar1 taniyarak diizeltmektedir (Schaaper, 1993). MMR, DNA’nin replikasyonu
esnasinda olusan insersiyon-delesyon ve baz-baz uyumsuzluklarini onarmaktan
sorumludur. MMR mekanizmasinda eksiklik olan kanserli hiicrelerde mutasyon oranlar1
normal hiicrelere kiyasla 100 ila 1000 kat daha fazla olmaktadir (Martin vd., 2010).
MMR’de meydana gelmis kusurlar; kalitsal polipsiz kolerektal kanseri dahil belirli kanser
tiirlerine yatkinlik, genomik istikrarsizlik, bazi1 kemoterapotik ajanlara karsi direng ve

memeli canlilarda mayoz boliinmede anormallik ve kisirlikla iligkilidir (G.-M. Li, 2008).



1.4. Apoptosis

Apoptosis, Okaryot hicrelerin kendilerini imha ettikleri bir programli hiicre o6liim

mekanizmasidir. Bir canlida, diizenli olarak programli hiicre 6liim mekanizmasi ile

olmamas1 gereken ve kusurlu (hasara ugramis) hiicrelerin yok edilmesi saglanir (Pucci vd.,

2000). Hiicreler, cift zincir kiriklarini veya diger DNA kusurlarini algilayan, DNA onarim

yolaklarin1 aktiflestiren ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasini saglayan sinyal aglarinda

gorev yapan proteinler gelistirmistir. Bu sinyal aglarinda gorev yapan proteinler DNA

hasar kontrol noktas1 proteinleri olarak adlandirilmaktadir. Ancak hiicreler cok fazla hasara

maruz kaldiklarinda, sinyal yollar1 genomik kararsizliga sahip olan hiicrelerin artigim

onlemek igin apoptosisi indukleyebilir (Su, 2006).

Apoptosis ile hiicre 6liimii iki farkli sinyal yolag ile gergeklesmektedir. Birincisi dissal

(ekstrinsik) yolak ikincisi ise i¢sel (intrinsik) yolaktir (Adams ve Cory, 1998).
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Sekil 1.5. Digsal ve igsel apoptotik sinyal yollari. (Ichim ve Tait, 2016)

Ekstrinsik yolakta; Fas (CD95/AP0O1), TRAIL (TNF-related apoptosis- inducing ligand)

ve TNFR1 gibi 0lum reseptorleri gorev almaktadir. Bu reseptorlerin baglanmasi proteaz
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olarak gorev yapan kaspazlar tarafindan gergeklestirilmektedir. Aktiflesen kaspazlar
DNAaz enzimi ile birlikte DNA yikimina neden olmaktadir (Taatjes vd., 2008).

Diger apoptosis mekanizmasi olan i¢sel yolakta mitokondri ve diger hicre i¢i uyarilar
gorev yapmaktadir. Viral enfeksiyonlar, radyasyon, hipoksi ve DNA hasari hiicre i¢i
uyarilardan bazilaridir. Bu siiregte gorev yapan ve apoptosisi diizenleyen, apoptosis
Uzerinde pozitif ve negatif yonde yonlendirme yapan protein ailesi Bcl2’dir. Bcl-2 anti-
apoptotik ve pro-apoptotik tiyelerden olusan bir proteindir. Pro-apoptotik proteinler; Bax,
Bid, BclXs, Bak, Noxa, Bad ve Puma’dir. Anti-apoptotikler ise Mcl-1, Bcl-2 ve Bcl-xL
proteinleridir. Anti-apoptotik tyelerden olan Bcl-2 ve Bcl-xL, kaspazlarin 6ncii formuyla
birlikte mitokondriyal sitokrom ¢ saliimini engelleyerek apoptosisi inhibe etmektedirler
(Adrain ve Martin, 2001; Ghatage vd., 2012). Anti-apoptotik iiyelerin fazlaligi hiicreleri
apoptosise egilimini azaltirken, pro-apoptotik iiyelerin fazlaligi apoptosise egilimi

arttirmaktadir (Adams ve Cory, 2001).

Programlanmig hiicre 6liimii olan apoptosise karsi gosterilen direng, tiimor hiicrelerinin
Ozelliklerinden biridir. Apoptosis mekanizmasinda meydana gelen hatalar sadece timor
gelisimini degil, kanser tedavilerine kars1 direng gostermenin de temelini olusturmaktadir

(Okada ve Mak, 2004).

1.5. Hucre Dongusu

Hiicre dongiisii, genetik bilginin bir hiicreden digerine kopyalanmasiyla sonuglanan
dolayisiyla DNA replikasyonu ve kromozomal segregasyon olaylarini kapsayan suregtir.
Olaylar sirasinda DNA dogru bir sekilde replike olmali ve 6zdes kromozomal kopyalar iki
kardes hiicreye basarili bir sekilde dagitilmalidir (T. C. Cycle, 2000).

Hiicre déngusii; G1, S, G2 (Interfaz) ve M (Mitoz) olmak iizere birbirini takip eden 2
safhadan olusmaktadir. Interfaz hiicre déngiisiiniin %90 nin1 kapsar, mitoz ise %10 nunu
kapsamaktadir (C. Cycle, 2008). Hiicre dongustnun biyuk bir b6limuni kapsayan interfaz
evresi hucredeki metabolik faaliyetlerin yogun olarak gergeklestigi, boliinme i¢in hazirlik
yapildigi, biiyiime ve gelisme evresidir (Luo vd., 1995). Interfazin G1 evresinde RNA ve

protein sentezi faaliyetleri fazladir. Bu evrede DNA replikasyonu gergeklesmemektedir.



11

G1 evresi hiicrenin biiylimekte oldugu ve metabolizmasmin hizli ¢alistig1 bir evredir. S
evresinde DNA replike olur ve miktarini iki katina ¢ikarmaktadir. G2 evresinde ise RNA
ve protein sentezi devam etmektedir. Ayrica mitoz bolinmeye hazirlik safhasi olarak
bilinen bu evrede, sentrozom eslenmesi tamamlanarak organel miktar1 artmaktadir (Mens
and Ghanbari, 2018; Williams and Stoeber, 2012).

Hiicreler gerekli mitojenik uyarilar1 alamadiginda ve bolinme i¢in yeterli biiyiikliige
ulagsamadig1 zaman G1 evresinden ¢ikip GO evresi denilen durgunluk fazina girerler. GO
evresine girmis olan hiicrelerin metabolik aktiviteleri devam etmektedir fakat
boliinebilmek igin sinyal iletilmedigi taktirde GO evresinden ¢ikamazlar (Zetterberg ve
Larsson, 1985). Hiicre disindan yeterli biiylime sinyalleri geldiginde ve hiicrenin
boliinmesi gerektiginde hiicre GO sathasindan ¢ikarak G1 sathasina tekrardan girer ve

dongiisuni devam ettirir (P. Sun vd., 2018).

Mitoz sathasit birbirini takip eden karyokinez (cekirdek bdlunmesi) ve sitokinez
(sitoplazma bolinmesi) iki kissmdan meydana gelmektedir. Bu bélinmeler sonucunda
birbiriyle 6zdes iki hiicre olusmaktadir (Campbell vd., 2006). Mitoz bélinmenin evreleri
sirasi ile profaz, metafaz, anafaz ve telofazdir. Profaz evresinde baslangicta karisik olan
kardes kromatitler kisalip kalinlasir ve kromozomu meydana getirerek daha belirgin bir hal
alirlar. Ayrica ¢ekirdek zar1 erir. (Gibcus vd., 2018). Metafaz evresinde kromozomlar
hiicrenin orta kismmda hizalanirlar. Anafaz evresinde kardes kromatitler sentrozomlar
aracilifiyla zit kutuplara dogru ¢ekilirler. Telofaz evresinde ise ¢ekirdek zar1 yeniden
olusur. Cekirdek boliinmesinin ardindan meydana gelen sitoplazma boliinmesinde ise iki

yavru hiicre meydana gelmektedir (Carlton vd., 2020; Yu, 2006).

Midbody

Prophase Prometaphase Metaphase Anaphase Telophase

Sekil 1.6. Hiicre dongusiinin mitotik evresi (Carlton vd., 2020)
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1.5.1. Hiicre Dongiisii Kontrol Noktalar

Hiicre dongiisiinde kontrol noktalar1 bityiime faktorleri gibi uyaran sinyaller ile diizeni ve
cogalmayi saglayan bir sistemdir. Genetik bilginin, nesiller boyunca gegisinin dogrulugunu
diizenlemektedir. Hiicrede hasar olmasi durumunda biiylime durdurularak hasarin
onarilmasi1 saglanir ve ardindan hiicre dongiisii devam eder. Hiicrede olugsan hasar

onarilamaz ise hiicre apoptosis ile yok edilir (Pucci vd., 2000).

Hiicre dongiisiiniin diizenlenebilmesi ii¢ kontrol noktasina ihtiya¢ vardir. Bunlar; G1/S,
G2/M ve M kontrol noktalaridir (Zhang vd., 2021). G1/S hiicre dongiisii kontrol noktasinda
S fazinda gergeklesecek olan DNA replikasyonu i¢in gerekli olan biyomolekiillerin sentezi
ve DNA'da hasar olusup olusmadigi kontrol edilmektedir. G1/S kontrol noktasinda sikinti
olan hiicrelerde, DNA hasar1 goriilebilmektedir (Benedict vd., 2018). G2/M kontrol
noktasinda, M fazina giris diizenlenir. Hiicrenin mitoz béliinmeye hatasiz bir sekilde gecis
yapilip yapilmayacagi kontrol edilir. M kontrol noktasinda ise kromozomlarin ig ipliklerine
diizenli bir sekilde dizilmesi kontrol edilir. Genel olarak kontrol noktalari, hiicredeki
bliylimenin veya boliinmenin 6nceki evresi hatasiz olarak tamamlanana kadar hiicre

dongiisiiniin ilerlemesinin durduruldugu noktalardir (Yasutis ve Kozminski, 2013).

Hiicre dongiisiiniin kontroliinde siklinler ve siklin bagimli kinazlar (CDK) 6nemli iglevleri
olan proteinlerdir. Siklin bagimli kinazlarin yogunluklar1 genellikle sabittir fakat
aktiviteleri her hiicre dongiisii esnasinda siklin seviyelerinin salimimi ile kontrol

edilmektedir (Roskoski Jr, 2019).

Siklin bagimli kinazlar, gdérev yapabilmek i¢in ilgili olduklari siklinlerle kompleks
olusturabilen bir serin/treonin kinaz grubudur. Bazi1 CDK’larn hiicre dongiisii kontroliinde
dogrudan rolii vardir (CDK1, CDK2, CDK3, CDK4, CDK6). Baz1 CDK’larin ise daha
dolaylt rolleri bulunmaktadir (CDK7, CDK8, CDK9, CDK10, ve CDK11). CKD4 ve
CDKG6, siklin D ile baglant1 kurarak hiicre dongiisiiniin G1 evresinden S evresine gegisini
uyarmaktadir. Olusan bu kompleks tiimdr baskilayicit gen olan Retinoblostoma (RB)’yi
fosforile etmektedir. RB fosforile edildikten sonra E2F transkripsiyon faktorleri serbest
kalmaktadir. Boylelikle E2F’nin serbest hale gelmesi sonucunda siklin A, siklin E ve bazi

genlerin transkripsiyonu baslamaktadir (DiPippo vd., 2016). CDK2 ve siklin E
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kompleksleri G1 evresinden S evresine geciste rol oynamaktadir. Daha sonrasinda S
fazinda ilerlerken CDK2 siklin A ile birlesir. CDK1 ilk olarak siklin A ve daha sonrasinda
siklin B’ye baglanarak S/G2 ve G2/M gegislerinde gorev alir (Malumbres ve Barbacid,
2005).

Hucre icerisindeki dlzenleyici ve kontrol edici mekanizmalardan herhangi birinde
meydana gelebilecek bir mutasyon, genetik hasar tasiyan hiicrelerin ¢ogalmasina ve
anormal kromozom sayisina sahip hiicrelerin olusmasina yol acarak genomik kararsizliga

sebep olabilir (Wenzel ve Singh, 2018).

Mitogenic
signals l
p16%
Cyclin
proteases

RB-E2F gene expression programme:
o Cell cycle: CCNAZ, CCNE1L,
CCNB1, CDKZ and CDK1
* Replication: MCM2, MCM3,
MCMS, MCM7, COT1 and CDC6
* Mitosis: CDC20, PLK1, MAD2L1 and

Mitotic
machinery

. p21°%
* p27en

'

Sekil 1.7. Siklin bagimh kinazlar tarafindan kontrol edilen hiicre dongiisiiniin ilerlemesi (DiPippo vd., 2016)

1.6. Aurora Kinazlar

Mitoz boliinme esnasinda DNA replike olduktan sonra iki katina ¢ikmis olan kardes
kromatitler yeni hiicrelere esit sekilde paylastirilmalidir. Olusturulan ig iplikleri kardes
kromatitleri kromozom seklinde paketler ve ardindan olusan kromozomlarin ekvator
diizleminde diizgiin bir sekilde siralanmasini saglar. Ardindan kardes kromatitleri yavru

hiicrelere dogru bir sekilde paylastirmada gorev alir (Hochegger vd., 2013).
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Sistemin diizenlenmesinde dnemli gorevleri olan mitotik kinazlar ve ¢ok sayida protein
islev géormektedir. Aurora kinazlar, hiicre boliinmesi i¢in onemli protein kinazlardir ve
mitoz sirasinda aktif olduklar1 bilinmektedir. Kanserle iliskileri nedeniyle kisa siirede
biiyilk 6nem kazanmuglardir (Kollareddy vd., 2012; Lens vd., 2010). Aurora ailesinin
iiyeleri, kodladiklar1 proteinler arasindaki sekans benzerliklerine dayali olarak, diger ¢ok
hiicreli 6karyotlardaki bilinen tiyeleri kapsayan ii¢ siifa (A, B ve C) ayrilmistir (Anand
vd., 2003).

Catalytic domain
A-box/DAD
J{ D-box

KEN motif / Activation loop
Aurora-A NI lg-u-_ { . il coon

1 133 383403
Aurora-B NH, —u. i m—(Z()()[I
1 76 251 345
Aurora-C NH, —j§} ] . il coon
18 249 309

Sekil 1.8. Aurora Kinaz proteinlerinin sematik olarak lokalizasyonu (Baldini vd., 2014)

Aurora kinazlar Drosophila melanogaster’de ig ipligi olusumunun arastirmasi yapilirken
kesfedilmistir. Elde edilen yap1 kuzey isiklarma benzetildiginden dolay1 kesfedilen
proteine Aurora adi verilmistir (Weimer vd., 2016). Aurora kinazlar hlicrede farkli

kisimlarda lokalize olmuslardir (Ducat ve Zheng, 2004).

Aurora kinaz A (AURK-A), mitoz sirasinda sentrozom olgunlasmasi ve ig ipliginin
olusumunun diizenlenmesi, mitotik faza giris gibi hiicresel siireglerin yonetilmesinde rol
oynar (Lee ve Lee, 2023). Aurora kinaz A interfaz sirasinda sentrozomda ve mitoz
sirasinda mitotik kutuplarda ve bitigik ig mikrotiibiillerinde lokalize olmaktadir. Aurora
kinaz B profazda kromozomlarda, prometafaz ve metafazda sentromerde ve anafazda

merkezi mitotik igde lokalize olur (Bavetsias ve Linardopoulos, 2015).



15

Kinetochore

Sekil 1.9. Aurora A ve Aurora B lokalizasyonu (Bavetsias and Linardopoulos, 2015)

Yaklasik 20 yil once kesfedilmis olmasmna ragmen, diger 2 Aurora kinazla
karsilastirildiginda AURK-C'nin islevleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Quartuccio
ve Schindler, 2015). Aurora kinaz C esas olarak mayoz bolinmede esprese edilen bir
gendir. Bu genin sentezi Testis Cinko Parmak Proteini olarak adlandirilan bir
transkripsiyon faktorii araciligiyla diizenlenmektedir (Vader ve Lens, 2008). AURK-C
bir¢ok yetiskin viicut hiicrelerinde orta derecede ifade edilmektedir veya baskilanmaktadir.
Erken embriyonik gelisim esnasinda aktiftir ve ¢ogu insan kanserinde fazlaca ifade
edilmektedir. Aurora kinaz C’nin tiimor hiicrelerindeki asir1 ekspresyonu, AURK-B’nin
fonksiyonel ve yapisal 6zelliklerini farklilastirarak genomik kararsizliga yol agmaktadir

(Sasai vd., 2016).

1.6.1. Aurora Kinaz B

Aurora kinaz B, Aurora kinaz A ve Aurora kinaz C ile birlikte Aurora kinaz ailesine ait bir
mitotik serin/treonin protein kinazdir. Aurora kinaz B, 17. kromozomda bulunan AURK-
B geni tarafindan kodlanir. AIM1, IPL1, ARK2, AIK2, AIRK2, STK1, STK5 ve STK12
gibi diger isimlerle de bilinir. AURK-B, diger Aurora kinazlarla birlikte hiicre dongusuniin
dizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Borah ve Reddy, 2021). Insanlarda yapilan
deneylerde Aurora kinaz B’nin islevinin mikrotiibiil-kinetokor etkilesimlerini diizeltmek

oldugu tespit edilmistir (Lens ve Medema, 2003).
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Aurora kinaz B, sentromerlerin orta kisminda yer almaktadir. G2/M safthasinda fazlaca
islev gormektedir. Kinaz aktivitesi metafaz evresinden mitozun son kismina dogru gegiste
en yliksek seviyelere ¢ikmaktadir. AURK-B, profaz evresinde kromozomlara baglanir,

kromozom ayrismasi ve sitokinezde rol oynar. (Mattei vd., 2020)

Aurora kinaz B; borealin (CDCAS8), survivin (BIRCS), i¢ sentromer proteini (INCENP)
ve diger non-enzimatik alt birimlerle birlikte CPC kompleksini olusturur. CPC kompleksi
son derece dinamiktir. Aurora kinaz B’nin kinaz aktivitesi ve komplekse tutunabilmesi,
ozellikle INCENP ile olan etkilesimi sonucu artmaktadir. Kromozom yogunlagmasi, mitoz
boliinme sirasinda kromozomlara yon verme, kromozom-mikrotiibiil baglant: hatalarmi
kontrol etme gibi 6nemli gorevleri bulunmaktadir (Bavetsias ve Linardopoulos, 2015;
Honda vd., 2003). Aurora kinaz B, survivin ve INCENP tim kromozomlarda uygun
kinetokor ve mikrotiibiil baglantis1 gerg¢eklesene kadar mitoz boliinmenin ilerlemesine

engel olan ig kontrol noktalarin1 denetlemektedir (Carmena vd., 2009).

Aurora kinaz B yoklugunda diger kontrol noktasi bilesenleri olan MAD2, BUBRI ve
CENP-E’nin kinetokordaki lokalizasyonu azalmaktadir. Ayrica Aurora kinaz B’nin inhibe
edilmesi BUBR1’in metafaz kinetokorlarina tekrardan baglanmasini onlemektedir ve
mitoza girig sirasinda BURB1’in fosforilasyonunu da gercgeklestirmektedir. Bunlarm yani
sra  BURBI’in sadece kontrol noktast goérevi bulunmamaktadir, kromozomlarin
hizalanmasi i¢in de islev gormektedir. Birlikte bu sonuglara bakildiginda kontrol noktasi
proteinleri kinetekorlara yonlendirilmekte ve Aurora kinaz B’nin kromozom hizalamasini

anafaz evresi baslangicinda gergeklestirmektedir (Ditchfield vd., 2003).

Aurora kinaz B inhibe edildiginde, hiicreler G2/M kontrol noktasinda durur, kromozom
dagilimi normal olarak gergeklesmez ve hiicreler mitozdan erken ¢ikmaktadirlar. Bu durum
hiicrelerin apoptosise ugramasini saglar (Kitzen vd., 2010; Portella vd., 2011; Yeung vd.,
2008).
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Sekil 1.10. Aurora Kinaz B’nin hiicre dongiistindeki rolii (Fu vd., 2007)

Yapilan son caligmalarda; p53 proteini ve Aurora kinaz B arasinda dolayli olan bir
etkilesim kesfedilmistir. Histon asetil transferaz inhibe edicisi olan NIR (novel INHAT
repressor) transkripsiyon baskilayicisi olarak islev gormektedir. Aurora kinaz B ile NIR
baglant1 kurarak p53 proteinin aktivitesini farkli iki yol ile etkilemektedir. ilk yol; Aurora
B’nin fazla ifadesi sonucunda NIR araciligiyla p53°lin transkripsiyonel aktivitesi
engellenmektedir. Ikinci olarak ise; NIR, P53 proteini ile etkilesime girer ve bazi promotor

bolgelerine yerleserek p53°den kaynakli apoptosisi baskilar (L. Wu vd., 2011).

1.7. B1 831266

BI 831266 diisiik molekiiler agirliga sahip, segici ve giiclii bir Aurora kinaz B inhibitorudur
(Sekil 1.11). Aurora kinaz B’nin enzimatik aktivitesini engellemek amaciyla in vivo ve in
vitro c¢alismalarda kullanilmaktadir. BI831266 molekilu fizyolojik pH'da yuksek
cozlndrlige (pH 7,4'te 875 ng/mL), CaCo2 testinde iyi gecirgenlige ve orta diizeyde akisa
sahiptir. Kanser hiicrelerinde 1C50 degeri 42 nM olarak 6l¢tilmistiir (Gollner vd., 2023).
Klinik 6ncesi ¢aligmalara bakildiginda BI831266 nin prostat kanseri, kiigiik hiicreli dis1
akciger kanseri (KHDAK) ve pankreas kanserinin ¢ogalmasini 6nledigini géstermektedir

(Dittrich vd., 2015).



18

~N o j

P~ N

Q J / L
H }_ n:f \ '
N W ,-'j}' A

_ H-L :;_p' LH
Cl -:1'. f.-}_ NH A

N

Sekil 1.11. B1831266 molekiiliiniin molekiiler yapisi (Gollner vd., 2023)

1.8. Paklitaksel

Paklitaksel kii¢iik bir aga¢ olan, yaprak dokmeyen ve biiyiimesi yavas olan Taxus brevifolia
(Pasifik porsugu) kabugundan izole edilmistir. Bilim insanlar1 1971 yilinda kimyasal
formiiliinii agiklayarak ‘taksol” ismini vermislerdir (Bernabeu vd., 2017; Wani vd., 1971).
Molekdiler formull C47H51NO14, molekiiler agirligi ise 853,9 “dur (Singla vd., 2002).

Sekil 1.12. Paklitakselin molekiiler yapis1 (Singla vd., 2002)

Paklitaksel, bitkisel kaynakli ilk onaylanmis kemoterapotik ajandir. Paklitakselin
antikanser etkisi hiicre dongiisiiniin inhibe edilmesidir ve timor hiicrelerini baskilayabilme
ozelligine sahiptir (D.-L. Yu vd., 2022). Kanser hiicrelerinin direnci antikanser ajanlarin
etkinligini biiyiik dl¢lide azaltmaktadir. Paklitaksel, timor hiicrelerinin kék hiicrelerinde
otofajiye sebep olur ve bu durum tiimor direncinin gelismesiyle sonuglanmaktadir

(Skubnik vd., 2023).
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Paklitaksel, meme ve yumurtalik kanserleri tizerinde ¢ok basarili klinik etkinlige sahip olan
antikanser ilagtir. Bas, boyun, deri ve akciger kanserlerinin tedavisinde olumlu sonuglar
vermektedir ve bu da umut vericidir (Baloglu vd., 2003). Paklitaksel hiicreleri donguniin
G2/M sathasinda durdurarak zamana ve yogunluga bagl olarak sitotoksisiteyi engelleyen
kemoterapotik ajandir. Paklitaksel; yumurtalik kanseri, kiiglik hiicreli dis1 akciger kanseri
(KHDAK) ve AIDS ile iliskili Kaposi sarkomunu tedavi etmek i¢cin mono tedavi veya
baska antikanser ajanlarla kombine halde kullanilmak iizere FDA’ dan onay almistir

(Ahmed Khalil vd., 2022; Barbuti and Chen, 2015).

Paklitaksel, apoptosisi uyarabilmek i¢in bir takim gen iriinleri ve sinyal molekiilleri
araciligiyla Bcl-2 ailesi Gyelerini fosforile etmektedir. Anti-apoptotik proteinlerin gen
ifadelerini diistirtip pro-apoptotik proteinlerin gen ifadelerini arttirarak apoptosisin
indiiklenmesinde gorev almaktadir. Yapilan ¢alismalar neticesinde Bcl-2 aile Uyeleri
fosforile edilerek inhibe edilmekte ve Bcl-2’nin fosforilasyonu hicrenin apoptosise

yonlendirilmesine sebep olmaktadir (Ruvolo vd., 2001).
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2. KAYNAK OZETLERI

Hiicrelerin biiyiime, boliinme, farklilagsmasinda, gelismesinde ve programli 6liimiinde rol
oynayan proteinlerin islevini kaybetmesi sonucunda, hiicrelerin kontroliinii kaybederek
stirekli olarak ¢ogalmas1 kanser olarak tanimlanmaktadir (Hanahan and Weinberg, 2000).
Bilimdeki ilerlemeler ile ilgili kanseri kontrol altina almak i¢in tan1 yontemlerinin yani1 sira
bircok ilag ortaya ¢ikmis ve bu hastaligin bir nebze de olsa tedavi edilmesine yardimci

olmustur (Chhikara vd., 2023).

Aurora kinazlar, bazi tiimor hiicrelerinde asir1 ifade edilir. Bu durum Aurora kinazlarin
timor gelisimindeki rollerinin 6nemine dikkat cekmektedir (Mountzios vd., 2008). Aurora
kinazlarm asir1 ifadesi ve bunlarin timor hiicrelerinde genetik kararsizligi, Aurora kinaz
inhibitorlerine tedavi edici olarak yanit verebilecegini diisiindiiriir. Aurora kinaz B’nin
genomik olarak kararsizlik yasayan hiicrelerin neoplastik doniisiime ugramasina katkida
bulundugu tespit edilmistir. Son on yilda, bir¢ok ila¢ sirketi ve akademik kurum Aurora
kinaz inhibitorleri gelistirmistir. Hem Aurora kinaz A hem de Aurora kinaz B inhibitorleri
farkli mekanizmalar yoluyla apoptosisi indikleyerek hicrenin 6limine sebep olur
(Bavetsias vd Linardopoulos, 2015; Mountzios vd., 2008). Aurora kinaz inhibitérlerinden
bazilar1 hesperadin, barasertib ve danusertibdir. Hesperadin, Aurora B kinazin ATP
kompetitif inhibitoriidur ve Aurora B aktivitesini azaltarak hiicre proliferasyonunu inhibe
eder (Wu vd., 2020). Hesperadinin influenza A ve B virlslerinin viral replikasyonunu
inhibe ettigi ve viral riboniikleoprotein olusumunu geciktirdigi bulunmustur. Hesperadinin
influenza antiviral olarak kesfi, bir influenza epidemisi veya pandemisi durumunda
savunma hatti olarak kullanilabilecegi i¢in 6nem arz etmektedir (Hu vd., 2017). Barasertib
(AZD1152), oldukga giiclii ve segici bir aurora B kinaz inhibitoriidiir. Aurora kinaz B’ nin
aktivitesini inhibe ederek kromozom kaymasina ve poliploidinin ortaya ¢ikmasina neden
olur ve hicre boliinmesini sonlandirarak apoptosise sebep olur (Yamauchi vd., 2013).
Aurora kinaz B’nin akut miyel6id 16semi (AML) hiicre hatlarinda ve AML hastalarindan
alinan numunelerde ekspresyonunun fazla oldugu goriilmiistiir. Klinik ¢aligmalar, Aurora
kinaz B inhibitdri barasertibin insan AML hiicrelerinin biiylimesini ve hayatta kalmasini

engelledigini gostermektedir (Dennis vd., 2012). Bir diger inhibitor olan danusertib, tiim
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Aurora kinaz tiyelerine kars1 etki gosteren giiclii bir inhibitordiir. Faz I ve II denemelerinde
incelenerek ilerlemis kat1 tiimorler ve 16semiler dahil ¢ok cesitli kanser tiirlerinde 6nemli
tedavi edici potansiyel gostermistir (Pan, 2015). Kemoterapi kanser tedavisinde etkili ve
ana yontemlerden birisidir. Ancak kemoterapi yontemiyle istenilen terapétik etki elde
edilemeyebilir. Viicutta biraktigr yan etkiler ve c¢oklu ilag direnci tedavinin
dezavantajlarindan bazilaridir. Tedavide genellikle tek bir kemoterapotik ilag ile istenilen
sonuca ulasilamadigi i¢in farkli kemoterapétik ilag veya tedavilerin kombinasyonu
uygulanmaktadir (Sun vd., 2021). Kemoterapinin en biiyiikk zorlugu kanserli hiicrelerin
kontrol noktasi yanit1 ve DNA onarmmi baslamadan DNA’ya zarar veren ilacin

bulunmasidir (Sancar vd., 2004).

Paklitaksel, ¢ok 1yi bir etki mekanizmasma sahip, mevcut en basarili dogal antikanser
ilaglardan birisidir. Paklitaksel, Taxus brevifolia'nin kabugu ve ignelerinde dogal olarak
iiretilen bir trisiklik diterpenoid bilesiktir. Tiibilinin mikrotiibiiller halinde birlesmesini
saglama ve mikrotiibiillerin ayrismasmi oOnleme gorevi vardir. Bu sayede hiicre
dongusunin devam etmesini engelleyerek, mitozu durdurur ve kanser hicrelerinin
blydmelerini énler (Zhu ve Chen, 2019). Paklitaksel basarili bir antikanser ila¢ olmasina
ragmen, kanser hastalarinin ilaca verdigi degisken yanit klinik basarisini smirlamaktadir.
Bu degisken yanitin altinda yatan nedenler biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir (Nan vd., 2022).
Kemoterapik ilaca direncli olan kanser hicrelerini hedeflemek icin Aurora kinaz
inhibitorleri ile kombinasyon tedavileri daha basarili sonuglar vermistir (Polacchini vd.,
2016).

Aurora kinaz inhibitorlerinden olan ZM447439 ile tedavi edilmis hiicrelerde; interfaz ve
mitoza giriste herhangi bir problem olmazken kromozomlarin dizilimi ve sitoplazma
bélinmesi basarisizlikla sonu¢lanmaktadir. Bu durumun Aurora B’nin inhibe edilmesinden
kaynaklandigi anlasilmistir (Ditchfield vd., 2003).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismalarimizda Dr. Alexander Hergovich (UCL, Londra, Ingiltere) tarafindan génderilen
MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatt1 kullanildi. Yapilan tiim tez ¢alismalar1 Bingol
Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu Kanser Arastirma Laboratuvarinda

gerceklestirildi. Kullanilan tiim kimyasallar, kitler ve sarf malzemeler ticari olarak satin

alind1

Tablo 3.1. Calismalarda kullanilan sarf malzemeler ve kimyasallar

KATALOG
MALZEMELER MARKA

NUMARASI
DMEM SIGMA D6429
dPBS GIBCO 14190094
Trypsin-EDTA Biological Industries 03050
10% Fetal Bovine Serum (FBS) GIBCO 10270106
1% enicillin 64 /mL)/ | GIBCO
streptomr;cin (100 ug/t(nL) e 1ola0122
Trypan Blue Thermo Fisher 15250061
Aquaguard 1 Biological Industries 018671B
Sodyum dodesil siilfat (SDS) MERCK KGaA, 8.17034.1000
B-mercaptoethanol SIGMA LS M3148
Bromophenolblue MERCK 536092
Akrilamid/bisakrilamid mix (30%) CARLO ERBA 480141
Amonyum persiilfat (APS) MERCK KGaA 101201.0500
TEMED SIGMA 110-18-9
EDTA SIGMA E5134
EGTA GLENTHOMS GE7249
Tris Fisher Chemical BP153-1
NaCl ROTH 2618.1
Gliserol SIGMA ALDRICH 15524




Tablo 3.1. (Devam) Calismalarda kullanilan sarf malzemeler ve kimyasallar
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Methanol MERCK KGaA 1.06007.2500
Tween-20 SIGMA P1379

H202 KarloErba 7722841
Spektrofotometre kiivetleri BIOSIGMA 20P1006010
Izopropanol Riedel-de Haen 24137

PVDF Transfer Membrane, 0.2 um, | Merck Milllipore IPVHO0010
26.5cmx 3.75m

X-Ray film (18x24 cm) Carestream MXBE Film 7710783
Bicinchoninic Acid Protein Assay kit | BIO-RAD

(Bradford reactive) >000006EDY
Luminol SIGMA ALDLRICH 123072-5G
p-coumaric acid SIGMA C9008-10G
Skim milk powder SIGMA ALDLRICH 70166

NaF CARL ROTH 2618.1
Molecular weight marker (Protein) Intron 24052

CO2 incubator ESCO CCL170B8
Otoklav HIRAYAMA HVE-50
Santrifuj Weightlab Instruments WN-CL6500
Hucre kalturd flask: 75 cm? NEST 708003
Hiicre kiiltiirii kaplart: 60x18mm LABSOLUTE 7696771
Biyoguvenlik kabini ESCO Class Il -

Mikropipet ISO Lab -

Mini ¢alkalayici ISO Lab 61311001
Microsantrifuj tapleri ISOLAB S.078.03.002.500
Spektrofotometre Shanghai Metash UV-5100
Western Blot aparatlari BIO-RAD 041BR307525
Serolojik pipet Lab Marker 10082019
Sicak su banyosu Thermomax 201910103425
Thoma lam1 Thoma ISO Lab -

Invert Mikroskop Motic AE2000
Hassas terazi ISO Lab $1909002
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c-PARP (cell signaling, 9541S), Bcl-2 (401r-4229), Cas-3 (sc-271759), p53 (sc-126),
paklitaksel (Cayman, 10461), Bl 831266 (Boehringer Ingelheim firmasi tarafindan temin
edilmistir). TUm Ornekler ve reaktifler uygun sekilde hazirlanarak ve olmasi gereken
kosularda saklandi (SEG, Derin Dondurucu -20 °C / Vestel, Derin Dondurucu -86 °C /
Buzdolab1 2-8 °C / SEG Nuaire Glacier NU-9668GC).

3.2. Yontem

3.2.1. Memeli Hiicre Kiiltiirii Cahsmalari

Caligmalarimizda yaptigimiz koloni sag-kalim, hiicre canliligi, SDS-PAGE/Western blot
analizleri i¢cin memeli hiicre kiiltiirii arastirmalarinda basarili bir sekilde kullanilan MCF-7
kanser hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicreler %10 fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum; FBS),
64 ng/mL penisilin ve 100 pug/mL streptomisin ile desteklenen DMEM/F12 (Dulbecco
Modified Eagle Medium) besiyerinde %5 CO: igeren nemli 37°C’lik hiicre kiiltiir
inkiibatoriinde c¢ogaltildi. Tiim hiicre kiiltiirii ¢alismalar1t GCCP (Good Cell Culture
Practice) aseptik standartlarina uygun bir sekilde gergeklestirildi.

3.2.2. Kristal Viyole Hiicre Canhhik Analizleri

Kristal viyole in vitro sitotoksisite analizi ilgili ¢alismada belirtildigi tizere gerceklestirildi
(Parker vd., 2022). MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 kullanilarak her bir kuyucuga 1,5x103
hiicre ekildi. Hucreler %5 CO2 igeren 37°C’de inkiibatérde ¢ogaltildiktan sonra, pilot
deneyler neticesinde belirlenen miktarda hiicre 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi ve 24
saat inkibe edildi. Hicreler tedavi edildikten sonra besiyeri aspire edildi ve hiicreler 2 defa
dPBS ile yikandi. Daha sonra, her bir kuyucuktaki hicreler MetOH-Asetik Asit (3:1)
solusyonu ile 5 dakika fikse edildi ve fiksatif aspire edildikten sonra kuyucuklara %0,5
kristal viyole solisyonu eklendi. 15 dakikalik boyamanin ardindan canli hiicrelere
baglanmis olan kristal viyole %10 asetik asit soliisyonu ile kurtarildi ve érneklerin son

olarak 595 nm’de absorbansi dlciilerek hiicrelerin canlili1 belirlendi.
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3.2.3. Kombinasyon indeksinin (KI) Hesaplanmasi

Bl 831266 ve paklitaksel tedavilerinin MCF-7 hiicrelerindeki kombinasyon indeksi, su
formiille hesaplandi;

K1 = (Apaulitaksel) 50 / (Bpakiitakse) 50 + (Asigzi266) 50 / (Brisaizes) 50.

Bu formulde;

(Avpaxiitakse) 50: Bl 831266 1C50 konsantrasyonunun yarist uygulandiginda hiicre canliligini
% 50’ ye indiren paklitaksel konsantrasyonunu,

(Bpakiitakset) 50: Paklitaksel 1C50 konsantrasyonunu,

(Amiga12e6) 50: Paklitaksel IC50 konsantrasyonunun yarisi uygulandiginda hiicre canliligini
% 50’ ye indiren BI 831266 konsantrasyonunu,

(Agisa12e6) 50: Bl 831266 1C50 konsantrasyonunu, ifade etmektedir (J. Li vd., 2017)
Hesaplamadan sonra bulunan KI degeri i¢in; KI> 1 ise antagonizm, KI = 1 ise giiclendirici

ve Kl <1 ise sinerjizm oldugunu gosterir (Chou, 2006).

3.2.4. 2D Koloni Sag-Kalim Analizi (Anchorage-Dependent Colony Survival Assay)

Hicre koloni formasyon deneyleri (Gomez vd., 2015; Gundogdu vd., 2021)’ de anlatildig:
gibi gerceklestirildi. Deneylerin dncesinde planlanmis olan pilot deneylerle BI 831266 ve
paklitaksel molekiillerinin IC50 dozlar1 belirlendi. 6 cm hiicre kiiltiirii kaplarma 1,5x103
hiicrenin ekimi yapildi. 24 saatin ardindan hiicrelerin farkli konsantrasyonlarda Bl 831266
ve paklitaksel tedavisi baslatildi. Hiicreler %5 CO;z igeren 37°C’de %95 nem igeren
ortamda inkiibe edilerek cogaltildi. Hiicrelerin 3-4 gunde bir besiyeri yenilendi ve
mikroskop altinda koloni olusumlar: incelendi. Kolonilerin birbirine temas etmemesi ve
her koloninin en az elli hiicreye ulagsmas1 goz 6niinde bulundurularak deney durduruldu.
Hiicre kiiltiirti flasklarindaki besiyeri ¢ekildi ve ardindan PBS (-Mg/-Ca) ile yikand:.
Ardindan hiicreler metanol-asetik asit (3:1) soliisyonu ile 5 dakika boyunca fikse edildi.
Fiksasyon isleminden sonra metanol igerisinde hazirlanan kristal violet ile 15 dakika
boyama yapildi. Kristal violet ile yikanmig olan flasklar dikkatlice su ile yikandi ve
mikroskop altinda koloniler sayildi. Minimum elli hiicre olusumu koloni kabul edildi ve
kontrol grubu dahil olacak sekilde her bir grup i¢in en az 2 kere tekrar olacak sekilde 3
bagimsiz deney gerceklestirildi ve ardindan deneylerin sonuglar1 istatiksel olarak

degerlendirildi.
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3.2.5. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) ve Western Blot Analizleri

MCF-7 hicrelerindeki DNA hasar1 ve apoptosisle alakali proteinlerin ekspresyon
dizeylerini belirleyebilmek igin toplam protein igerikleri 6ziitlenerek, hedeflenmis olan
proteinlerin ifade dizeyleri Western blot yontemi ile belirlendi. MCF-7 hiicrelerinin
ekildigi ve tedavilerin yapildig1 kiiltiir kuyucuklar1 ilk olarak soguk PBS (1,4 mM
KH2PO4, 8 mM Na2HPO4, 137 mM NaCl 2,7 mM KCI,; pH 7,4)tamponuyla iki defa
yikandi. Proteinleri pirifiye etmek i¢in icerisinde 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM DTT,
1 mM EDTA, 0,5 mM PMSF, 150 mM NaCl, NP-40 0,5%, (v/v), proteaz inhibitor koktail
(complete EDTA-free) bulunan lizis tamponu kullanildi. Tripsin ile toplanan hiicreler PBS
tamponuyla yikandiktan sonra oda sicakliginda 1100 RPM’de 5 dakika boyunca santrifiij
edildi. Santriftij sonrasinda siipernatant kisim aspirator yardimiyla uzaklastirildi. Elde
edilen pelet yeterli miktarda (0,5x10° hiicre icin 100 uL) lizis tamponu ile tekrardan
suspanse edildi ve siispansiyon sirasinda 1 mL’lik enjektorler kullanilarak etkin bir
homojenizasyon ve protein eldesi saglandi. 60-120 dakika buz tizerinde bekletilen 6rnekler
sonrasinda 4°C’de 15000 RPM’de 10 dakika santrifiij edildi. Yeni bir mikro-santrifiij
tipine elde edilen stipernatant kisim aktarildi. Proteinler yikleme tamponuyla slispanse
edilmeden Once Ornekler arasindaki protein konsantrasyonlar1 Bradford yontemiyle
karsilastirildi. Protein érneklerinin icerisine 5X Laemmli érnek yukleme tamponu eklendi.
Izole edilmis Ornekler 95°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Protein Grneklerinin uygun
konsantrasyonlarda SDS-PAGE jel ile molekiler boyutlarina gére ayrilmalar1 saglandi.
Sonrasinda, jelin icine gomill proteinler PVDEF (poliviniliden floriir) membranina
transfer edildi ve transfer sonrasi bloklama tamponunda (TBS-T igerisinde hazirlanan
%S5’lik BSA) inkiibe edildi. Bloklama tamponundaki membranlar gece boyunca ilgili
primer antikor ile 4°C’de inkiibe edildi. Membranlar 3 defa 10’ar dakika TBS-T (0,3 M
NaCl, 0,1 M Tris-base, 0,5% Tween; pH 7,4) kullanilarak yikandi. HRP ile isaretli
sekonder antikor ile 2 saat 4°C’de inkiibe edildi. Membranlar 3 defa 10’ar dakika TBS-T
ile tekrar yikandi. Gorintileme igin kemilliminesans ydntemine dayanan ECL Kiti
kullanildi. Kemiliiminesans gorintl, X-ray goriintiileme sisteminin kullanilmasiyla filme
aktarilarak elde edildi. Son olarak, bantta goriilen yogunluklar Image-j programi (National

Institutes of Health, USA) kullanilarak dansitometrik olarak degerlendirildi.
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3.2.6. istatistiksel Analiz

Aksi belirtilmedikge tiim caligsmalar en az ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi ve standart
sapma degerleri hesaplandi. Grafikler ve istatiksel analizler GraphPad Prism (GraphPad
Software, USA) programi kullanilarak elde edildi. Caligmalar sonucunda elde edilen
bulgular t-testi ve One-Way Anova testi ile degerlendirildi ve (means + SEM) p-degeri
0,05 (*), 0,01 (**), 0,001 (***) veya 0,0001 (****)’den kiigiik neticeler anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Paklitaksel ve Bl 831266 Kombinasyon Tedavisinin Kristal Viyole Hiicre Canlihk
Analizleri ve Sinerjizmin Belirlenmesi

Kristal viyole in vitro canlilik deneyi i¢in Parker vd (2022)’de agikladigi gibi protokol
optimize edilmistir (Parker vd., 2022). MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 kullanilarak 24
kuyucuklu hiicre kaplarina ekim gergeklestirilmistir. 24 saat sonra hiicreler artan dozlarda
(1-5-7,5-10 nM) BI 831266 molekilii ile 24 saat (Sekil 4.1.A), artan dozlarda (0-5-1-1,5-
2-3-5-10 nM) paklitaksel ile 1 saat (Sekil 4.1.B) tedavi edildi. Ayrica mono tedavilerin
analizi gerceklestirildikten sonra paklitaksel ve BI 831266 molekiillerinin kombinasyon
tedavileri gerceklestirilmistir. Bu baglamda, 7,5 nM BI 831266 molekiilii sabit tutulup
artan dozlarda paklitaksel tedavisi yapilmistir (Sekil 4.2.A), 1,5 nM paklitaksel molekili
sabit tutulup artan dozlarda Bl 831266 tedavisi yapilmistir (Sekil 4.2.B). Belirtilen deney
stiresi sonunda hiicrelerin eski besiyerleri aspire edilip PBS ile yikanmistir. Ardindan
metanol-asetik asit (3:1) soliisyonu ile her kuyucuga yaklasik 1 ml eklenip 5 dakika oda
sicakhiginda hiicreler fikse edildi. Fiksasyon soliisyonu uzaklastirilip 0,5% Kristal viyole
boyasindan yaklasik 1 ml alinip 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyonu gerceklestirildi.
Boyanan kuyucuklar musluk suyu altinda dikkatli bir sekilde yikanip %10 asetik asit
soliisyonundan 1 er ml eklenerek yaklasik 5 dakika calkalayicida bekletildi. Daha sonra
asetik asit mikropipet yardimiyla c¢ekilip spektrofotometre 6l¢iim kiivetlerine aktarilmistir.
Kristal viyole analizlerinde BI831266 molekiilii i¢in IC25 degeri 4,498129 nM, 1C50
degeri 8,063072783 nM olarak hesaplanmustir. Paklitaksel molekiilii icin IC25 degeri
0,807710265 nM, IC50 degeri ise 1,768328734 nM olarak hesaplanmistir. Hiicre canlilik
analizleri neticesinde Bl 831266 molekulinin MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 tizerindeki
hiicre canlilig1 kontrol gruplariyla kiyaslanmigtir. Bl 831266 molekilunin artan dozlarda
hiicre canliligini azalttig1 belirlenmistir. Hiicre canlilik yiizdeleri kontrole gore 7,5 nM BI
831266 tedavisi i¢in %50,7 ve 10 nM BI 831266 tedavisi igin %43,8 olarak hesaplanmustir.
Paklitakselin 1 saatlik akut tedavisi icin ise bu oranlar kontrole gére 1,5 nM %50,4, 2 nM
%40,7 ve 3 nM %34,4 olarak hesaplanmistir. Yapilan mono tedavilerin ardindan BI
831266 ve paklitakselin kombinasyon tedavilerine bakildiginda BI 831266 molekiilii sabit
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tutulup (7,5 nM) artan dozlarda (1-1,5-2-3-5 nM) paklitaksel ile tedavi edilmistir. Canlilik
yiizdelerine bakildiginda sirasiyla %750,5, %43,2, %36,7, %31,2, %23,6 olarak
hesaplanmistir. Paklitaksel molekull sabit tutulup (1,5 nM) artan dozlarda (1-5-7,5-10 nM)
BI 831266 ile tedavi edilmistir. Canlilik yiizdelerine bakildiginda sirastyla %50,2, %43,5,
%?31,4, %23 olarak hesaplanmustir.

Paklitaksel ve Bl 831266 kombinasyon tedavilerinin sinerjistik etki gosterip gostermedigi
materyal ve yontemde belirtilen formiiller ile hesaplanmistir (J. Li vd., 2017).
Kombinasyon indeksinin hesaplanmasi sonucu iki ayr1 bilesenin sinerjistik etki gostermesi,
ilaglarin hiicreler iizerindeki terapdtik etkinli§inin saptanmasi, hedef molekiil veya
mekanizmanin hiicre metabolizmasindaki etkinliginin arttirilmasi veya azaltilmasi gibi
stireglerin tanimlanmasi i¢in gereklidir (Chou, 2006). Yaptigimiz ¢alismada, Paklitaksel +
Bl 831266 kombinasyonunun kombinasyon indeksi (KI) 0,787 olarak hesaplanmustir. Bu
deger KI <1 oldugundan Paklitaksel ile BI 831266 arasinda sinerjizm oldugu

gorulmektedir.
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Sekil 4.1. (A) Kristal viyole hiicre canlilik deneyi i¢in 24 kuyucuklu plakalar kullanilmis olup 1x10% MCF-7
hiicresi ekildi. 24 saat sonra hiicreler artan dozlarda (1-5-7,5-10 nM) BI 831266 molekill ile 24 saat, (B)
artan dozlarda (0,5-1-1,5-2-3-5-10 nM) paklitaksel ile 1 saat tedavi edildi. Tedavi sonlandirildiktan sonra
hiicrelerin eski besiyerleri aspire edilip PBS ile yikama islemi gergeklestirildi. Ardindan metanol-asetik asit
(3:1) soliisyonu ile her kuyucuga yaklasik 1 ml eklenip 5 dakika oda sicakliginda hiicreler fikse edildi.
Fiksasyon sollisyonu uzaklastirilip %0,5 kristal viyole boyasindan yaklasik 1 ml alinip 15 dakika oda
sicakliginda inkiibasyonu gergeklestirildi. Boyanan kuyucuklar musluk suyu altinda dikkatli bir sekilde
yikanip %10 asetik asit soliisyonundan 1 er ml eklenerek yaklasik 5 dakika calkalayicida bekletildi. Daha
sonra asetik asit mikropipet yardimiyla cekilip spektrofotometre Ol¢iim kiivetlerine aktarilmigtir.
Spektrofotometre cihazi ile 595 nm dalga boyunda hiicre canlilik degerleri analiz edilip, graphpad prism
programi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir



30

A B
MCF-7 MCF-7
= 150 = 1504
g g
=] ]
£
f 100 =8 100
3 5
= = whe
E [ _ -
5 50 : 50 ek
bl g 3
2 =
= o = 0 T T T T T
N
& & &
+ ¥ O T
& ) & &
&0
-, L) k-] ]
o » » A L
@? PN Q'b Q@Q 6'_," .b‘:'u
& S O N
& & ot ov G s
A7 L8 ~ NP n?

Sekil 4.2. (A) Kristal viyole hiicre canlilik deneyi i¢in 24 kuyucuklu plakalar kullanilmis olup 1x10° MCF-7
hicresi ekildi. 24 saat sonra 7,5 nM Bl 831266 molekili sabit tutulup artan dozlarda paklitaksel tedavisi
yapilmugtir. (B) 1,5 nM paklitaksel molekiilii sabit tutulup artan dozlarda BI 831266 tedavisi yapilmuistir.
Tedavi sonlandirildiktan sonra hiicrelerin eski besiyerleri aspire edilip PBS ile yikama islemi gerceklestirildi.
Ardindan metanol-asetik asit (3:1) soliisyonu ile her kuyucuga yaklasik 1 ml eklenip 5 dakika oda
sicakliginda hiicreler fikse edildi. Fiksasyon soliisyonu uzaklastirilip %0,5 kristal viyole boyasindan yaklagik
1 ml alinip 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyonu gerceklestirildi. Boyanan kuyucuklar musluk suyu altinda
dikkatli bir sekilde yikanip %10 asetik asit soliisyonundan 1 er ml eklenerek yaklasik 5 dakika ¢alkalayicida
bekletildi. Daha sonra asetik asit mikropipet yardimiyla cekilip spektrofotometre o6lgiim kiivetlerine
aktarilmistir. Spektrofotometre cihazi ile 595 nm dalga boyunda hiicre canlilik degerleri analiz edilip,
graphpad prism programi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

4.2. MCF-7 Meme Kanseri Hucrelerinde Bl 831266 Molekull ile Paklitaksel
Molekiiliiniin IC25 ve IC50 Sitotoksik Doz Degerlerinin Koloni Sag-Kalim Analiziyle
Belirlenmesi

MCF-7 meme kanseri hicrelerine Bl 831266 molekull; (kontrol grubu-1-5-7,5-10 nM)
olacak sekilde 5 grup olusturularak uygulandi. MCF-7 hucreleri ekildikten 24 saat
sonrasinda belirlenen dozlar ile 24 saat boyunca tedavi edildi ve 24 saatin sonunda tedavi
sonlandirilarak hiicreler 14 giin boyunca inkiibe edildi. 14. Gunin sonunda hucreler
boyanarak deney sonlandirildi. 24 saat siiresince BI 831266 molekiilityle tedavi edilen
hiicrelerin artan dozlara bagli olarak koloni sayilariin azaldig1 ve BI 831266 molekiiliiniin
koloni yapma kapasitesini engelledigi goriilmiistiir. Koloni sag kalim analizi IC25
degerinin 1,43 nM, IC 50 degerinin ise 7,464 nM oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1.1).
Paklitaksel (kontrol grubu-0,5-1-1,5-3 nM) olacak sekilde 5 grup olusturularak uygulandi.
Hucre ekiminden 24 saat sonra belirlenen dozlar uygulanarak MCF-7 hucreleri 1 saat

boyunca paklitaksel ile tedavi edildi. 24 saat sonra tedavi sonlandirildi ve hiicreler 14 giin
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boyunca inkiibe edildi. 14. Giiniin sonunda hiicreler boyanarak deney sonlandirildi. 1
saatlik paklitaksel ile tedavi edilen hiicrelerin artan dozlara bagli olarak koloni sayilarinin
azaldig1 ve paklitakselin koloni yapma kapasitesini engelledigi goriilmiistiir. Koloni sag
kalim analizi IC25 degerinin 1,133 nM, IC50 degerinin ise 1,604 nM oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.1.2).
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Sekil 4.3. Aurora B inhibitorii BI 831266 molekiiliiniin secilen farkli doz degerleri 3 bagimsiz tekrar
uygulanarak koloni sag kalim analizi ile sitotoksik etkisine bakildi. (A) 1,5x10°® MCF-7 meme kanseri hticresi
6 cm hiicre kiiltiirii plakasina ekildikten 24 saat sonra artan dozlarda Bl 831266 (0-1-5-7,5-10 nM) ile 24 saat
siireyle tedavi edildi. Sonrasinda hiicreler 2 defa PBS (-Mg/-Ca) ile yikandi ve taze besiyeri eklenerek 14
giin siireyle %5 CO2 iceren nemli 37°C’lik hiicre kiiltiir inkiibatoriinde inkiibe edildi. Daha sonra, PBS (-
Mg/-Ca) ile yikanmasinin ardindan metanol-asetik asit (3:1) soliisyonu ile 5 dakika fikse edilen hicreler
metanol igerisinde hazirlanan %0,5 kristal violet ile 15 dakika boyunca boyandi. Son olarak, plakalar su ile
dikkatlice yikand1 ve hiicre kiiltiirii plakalar1 gece boyunca oda sicakliginda kurutuldu ve akabinde taranarak
hiicre yogunlugu Image-J programiyla analiz edildi. (B) Kontrol grubu ile kiyaslandigida olugan koloni
yizdelerini gosteren grafik. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile kiyaslandiginda, ***
p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda
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Sekil 4.4. Paklitakselin segilen farkli doz degerleri 3 bagimsiz tekrar uygulanarak koloni sag kalim analizi ile
sitotoksik etkisine bakildi. (A) 1,5x10® MCF-7 meme kanseri hiicresi 6 cm hiicre kiiltiirii plakasina ekildikten
24 saat sonra artan dozlarda (0-0,5-1-1,5-3 nM) paklitaksel ile 1 saat siireyle tedavi edildi. Sonrasinda
hicreler 2 defa PBS (-Mg/-Ca) ile yikand: ve taze besiyeri eklenerek 14 giin siireyle %5 CO2 igeren nemli
37°C’lik hiicre kiltiir inkiibat6riinde inkiibe edildi. Daha sonra, PBS (-Mg/-Ca) ile yikanmasmin ardindan
metanol-asetik asit (3:1) solisyonu ile 5 dakika fikse edilen hicreler metanol icerisinde hazirlanan %0,5
kristal violet ile 15 dakika boyunca boyandi. Son olarak, plakalar su ile dikkatlice yikandi ve hiicre kiiltiirii
plakalar1 gece boyunca oda sicakliginda kurutuldu ve akabinde taranarak hiicre yogunlugu Image-J
programiyla analiz edildi. (B) Kontrol grubu ile kiyaslandiginda olusan koloni yiizdelerini gosteren grafik.

*p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile
kiyaslandiginda

4.3. Bl 831266 Molekulinin ve Paklitaksel Kombinasyon Tedavisinin MCF-7
Hiicrelerinde Koloni Sag-Kalimina Olan Etkisinin Belirlenmesi

Yapilan tez calismasinda MCF-7 hiicre hatt1 kullanilarak BI 831266 molekiiliiniin
paklitakselle olan kombine tedavileri uygulanmigtir. MCF-7 meme kanseri hicrelerinin
ekiminin ardindan 24 saat beklenildikten sonra BI 831266 molekiiliiniin dozu 7,5 nM
olacak sekilde sabit tutulup hicrelere artan dozlarda sirasiyla (0-0,5-1-1,5 nM) paklitaksel
eklenerek tedavi edildi. Hicreler toplamda 24 saat olmak tzere ilk 23 saat 7,5 nM Bl
831266 molekili ile son 1 saat ise artan dozlarda paklitaksel ile tedavi edildi ve 24. saatte
tedaviye son verildi (Sekil 4.2.1). Aurora kinaz B inhibitori B1831266 molekiliunin
dozunun sabit tutulup paklitaksel molekilinin dozlarnin arttirildigi  kombinasyon
tedavisinde, hiicrelerin koloni sag-kaliminin mono tedavilerle kiyaslandiginda daha fazla
inhibe oldugu gozlenmistir. Hiicreler BI831266 ve paklitaksel molekilleriyle kombine
olarak tedavi edildiginde bu molekiillerin sinerjistik etki gosterdigi goriildi (Sekil 4.2.2).
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Paklitaksel molekiiliiniin dozu 1,5 nM’da sabit tutulup hiicrelere artan dozlarda sirasiyla
(0-1-5-10 nM) BI831266 molekiilii uygulanip tedavi edildiginde ayni sekilde mono
tedavilere kiyasla kombine tedavilerin sinerjistik etki gostererek koloni sag-kalimlarinin
daha az oldugu goriildi (Sekil 4.2.3).

23. Saatte
24 Saat paklitaksel

TEDAVi s Bl 831266 mmmmp PAKLITAKSEL

Sekil 4.5. BI 831266 molekiilii ve paklitakselin kombine dozlarinin uygulanma saatleri. 24 saat BI 831266,
1 saat paklitaksel

Bl 831266 >

7,5nM

150+
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Kontrol 0.5 nM 1 nM 1.5nM
Paklitaksel

Sekil 4.6. Bl 831266 molekilii ve paklitaksel dozlarmin MCF-7 hicreleri Uzerindeki sitotoksik etkiye
bakildiktan sonra Bl 831266 molekili ve paklitaksel kombinasyon dozlari, BI 831266 molekili icin 7,5 nM,
paklitaksel icin ise 1,5 nM olarak belirlendi. (A) Paklitaksel gruplari; kontrol (7,5 nM BI 831266), 0,5-1-1,5
nM paklitaksel + 7,5 nM BI 831266 seklinde tedavi uygulandi. 1,5x10° MCF-7 meme kanseri hiicresi 6 cm
hiicre kiiltirii plakasina ekildikten 24 saat sonra hucreler dncelikle 7,5 nM Bl 831266 ile tedavi edildi. 23.
saatte ise artan dozlarda (0,5-1-1,5 nM) paklitaksel ile 1 saat tedavi edildi. Toplam 24 saatlik tedaviden sonra
tedavi sonlandirildi. Her bir hiicre kiiltiirii plakasina taze besiyeri eklenerek hiicreler 14 giin siireyle %5 CO2
iceren nemli 37°C’lik hiicre kiiltiir inkiibatoriinde inkiibe edildi. Sonrasinda, PBS (-Mg/-Ca) ile yikanmasinin
ardindan metanol-asetik asit (3:1) soliisyonu ile 5 dakika fikse edilen hicreler metanol igerisinde hazirlanan
%0,5 kristal violet ile 15 dakika boyunca boyandi. Son olarak, plakalar su ile dikkatlice yikand1 ve hiicre
kdiltiirti plakalar1 gece boyunca oda sicakliginda kurutuldu ve akabinde taranarak hiicre yogunlugu Image-J
programuiyla analiz edildi. (B) Kontrol grubu ile kiyaslandiginda olusan koloni yiizdelerini gosteren grafik.
*p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile
kiyaslandiginda
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Sekil 4.7. BI 831266 gruplar1; kontrol grubu (1,5 nM paklitaksel), 1, 5, 10 nM BI 831266 molekult + 1,5nM
paklitaksel olarak belirlendi. (A) 1,5x10° MCF-7 meme kanseri hiicresi 6 cm hiicre kiiltiirii plakasina
ekildikten 24 saat sonra hiicreler artan dozlarda (1-5-10 nM) Bl 831266 molekili ile 24 saat tedavi edildi.
23. saatte ise 1,5 nM paklitaksel ile tedavi edildi. Toplam 24 saatlik tedaviden sonra tedavi sonlandirildi. Her
bir hiicre kiiltiirii plakasina taze besiyeri eklenerek hiicreler 14 giin siireyle %5 CO2 igeren nemli 37°C’lik
hiicre kultur inklbatoriinde inkiibe edildi. Sonrasinda, PBS (-Mg/-Ca) ile yikanmasinin ardindan metanol-
asetik asit (3:1) soltisyonu ile 5 dakika fikse edilen hiicreler metanol igerisinde hazirlanan %0,5 kristal violet
ile 15 dakika boyunca boyandi. Son olarak, plakalar su ile dikkatlice yikandi ve hiicre kiiltiirii plakalar1 gece
boyunca oda sicakliginda kurutuldu ve akabinde taranarak hiicre yogunlugu Image-J programiyla analiz
edildi. (B) Kontrol grubu ile kiyaslandiginda olusan koloni yiizdelerini gosteren grafik. *p<0,05; kontrol ile
kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda

4.4. Bl 831266 ve Paklitaksel Kombinasyon Tedavisinin MCF-7 Meme Kanseri
Hucrelerinde Apoptotik ve Hiicre Dongiisii Protein Ekspresyonlar1 Uzerindeki
Etkilerinin Belirlenmesi (SDS-PAGE ve Western Blot Analizleri)

Bl 831266 molekili ve Paklitaksel ile mono tedavi ve kombinasyon tedavilerinin

hiicrelerde mevcut olan apoptosisle alakali proteinler iizerindeki etkilerine bakilmustir.



35

A B
MCF-7 MCF.7
A‘AA -
25 S| 29
g~ 3 S8t e s
~N- 5 2.0- pheis
~ ol o g
=00 O s o B
OO R n £ 15 —
VP O W © = ha
— XN N C C =
O 8t = ‘55
: Em m .Q .Q 5 10- e
€ 00 o E E - =
b R —— o~
_94 Qm 3 2 13'0‘5_
0.0- T T T

& N N N
& Y O S d
> - tubull S
NP N N
2>
> & &

12 3456

Sekil 4.8. Logaritmik biiyiime egrisine sahip MCF-7 meme kanser hicreleri tripsin ile kaldirildiktan sonra
hiicreler sayildi. 1x10% MCF-7 hiicresi medium icerisinde ¢6zdurUlerek 6-cm petri kaplarma ekildi. Gruplar;
kontrol, paklitaksel 20 nM, Bl 831266 10 nM, 50 nM, paklitaksel 20 nM+ Bl 831266 10 nM, paklitaksel 20
nM + BI 831266 50 olarak belirlendi. 24 saat gectikten sonra hiicreler belirlenen dozlarla tedavi edildi. 24
saat siiren tedavi sonrasinda toplanarak protein lizati olusturuldu. Western blot teknigi ile p53 proteini miktari
tayin edildi. (A) p53 bant goriintiisii (B) Western blot gériintiilerinin densitometrik analizinin image-J
programi kullanilarak grafik olusturulmus hali. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile
kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda (a.u.: arbitrary unit)
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Sekil 4.9. Logaritmik biiyiime egrisine sahip MCF-7 meme kanser hiicreleri tripsin ile kaldirildiktan sonra
hiicreler sayildi. 1x10® MCF-7 hiicresi medium igerisinde ¢ozduirtlerek 6-cm petri kaplarma ekildi. Gruplar;
kontrol, paklitaksel 20 nM, Bl 831266 10 nM, Bl 831266 50 nM, paklitaksel 20 nM+ Bl 831266 10 nM,
paklitaksel 20 nM+ Bl 831266 50nM olarak belirlendi. 24 saat gectikten sonra htcreler belirlenen dozlarla
tedavi edildi. 24 saat siiren tedavi sonrasinda toplanarak protein lizat1 olusturuldu. Western blot teknigi ile
p21 proteini miktar1 tayin edildi. (A) p21 bant goriintusi (B) Western blot goérintilerinin densitometrik
analizinin Image-J programi kullanilarak grafik olusturulmus hali. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, **
p<0,01; kontrol ile kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda (a.u.: arbitrary unit)
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Sekil 4.10. Logaritmik biiyiime egrisine sahip MCF-7 meme kanser hiicreleri tripsin ile kaldirildiktan sonra
hiicreler sayildi. 1x10% MCF-7 hiicresi medium igerisinde ¢ozdrtlerek 6-cm petri kaplarma ekildi. Gruplar;
kontrol, paklitaksel 20 nM, Bl 831266 10 nM, Bl 831266 50 nM, paklitaksel 20 nM+ BI 831266 10 nM,
paklitaksel 20 nM+ Bl 831266 50nM olarak belirlendi. 24 saat gectikten sonra htcreler belirlenen dozlarla
tedavi edildi. 24 saat siiren tedavi sonrasinda toplanarak protein lizat1 olusturuldu. Western blot teknigi ile
cPARP proteini miktar1 tayin edildi. (A) cPARP bant goriintiisii (B) Western blot goriintiilerinin
densitometrik analizinin Image-J programi kullanilarak grafik olusturulmus hali. *p<0,05; kontrol ile
kiyaslandiginda, ** p<0,01; kontrol ile kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda (a.u.:
arbitrary unit)
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Sekil 4.11. Logaritmik biiyiime egrisine sahip MCF-7 meme kanser hiicreleri tripsin ile kaldirildiktan sonra
hiicreler sayildi. 1x108 MCF-7 hiicresi medium igerisinde ¢ozduriilerek 6-cm petri kaplarmna ekildi. Gruplar;
kontrol, paklitaksel 20 nM, Bl 831266 10 nM, Bl 831266 50 nM, paklitaksel 20 nM+ Bl 831266 10 nM,
paklitaksel 20 nM+ Bl 831266 50nM olarak belirlendi. 24 saat gectikten sonra hiicreler belirlenen dozlarla
tedavi edildi. 24 saat siiren tedavi sonrasinda toplanarak protein lizat1 olusturuldu. Western blot teknigi ile
Bcl-2 proteini miktari tayin edildi. (A) Bel-2 bant goruntiist (B) Western blot goriintilerinin densitometrik

analizinin Image-J progranm kullamlarak grafik olusturulmus hali. *p<0,05; kontrol ile kiyaslandiginda, **
p<0,01; kontrol ile kiyaslandiginda, *** p<0,001; kontrol ile kiyaslandiginda (a.u.: arbitrary unit)

Kanser, diinya geneline bakildiginda hizla biiyliyen bir saglik sorunudur ve kalp-damar
rahatsizliklarindan sonra meydana gelen 6liimlerin ikinci biiyiik sebebini olusturmaktadir
(Sung vd., 2021). Kanser, hiicre biiyiimesi, boliinmesi ve farklilasmasmda rol oynayan
proteinleri kodlayan genlerin mutasyona ugramasi neticesinde hiicrelerin kontrolsiiz
boliinmesi olarak tanimlanmaktadir (Pecorino, 2012). Timor stipresor genlerin etkisiz hale
getirilmesi, genomik Kkararsizlikta eksiklik, epigenetik veya genetik mutasyonlar,
onkogenlerin asir1 ifadesi, hicre ici sinyal ve apoptosis glinimiizde 6nemli mekanizmalar
olarak bilinmektedir (Imani vd., 2021). Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC)’ nin
raporunda 2020 senesinde yaklasik olarak 19 milyon insanin kansere yakalandigi ve 10

milyondan fazla insanin hayatini kaybettigi tahmin edilmektedir (Sung vd., 2021).

Kanser tedavisinde kullanilan radyoterapi ve kemoterapi istenilmeyen yan etkileri olan ve
hayat kalitesinin diismesine sebep olan tedavi tiirleridir. Ayrica kemoterapi yontemiyle
istenilen terapotik etki elde edilemeyebilmektedir. Coklu ilag direnci ve viicutta biraktigi

yan etkiler tedavinin dezavantajlarindan bazilaridir. Tek bir kemoterapotik ilacla istenilen
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sonuca ulagilamadigindan dolay1 farkli kemoterapétik ilag veya tedavilerin kombinasyonu
uygulanmaktadir (Y. Sun vd., 2021). Kemoterapi ilaglarinin toksititelerinin yiiksekligi ve
maliyet fazlalig1 sebebiyle etkinlikleri kisitlidir. Bu sebeple, en az yan etkiye sahip, giivenli
ve etkili kemoterapdtik ajanlarin kullanimi 6nem arz etmektedir. Paklitaksel, vinkristin ve
kamptotesin gibi kimyasallar gii¢lii antikanser etkileri sebebiyle gelistirilmis ve klinikte

kullanilmaktadir (Rasouli vd., 2020).

Aurora kinazlar; hiicre dongiisiinde lokalize olmus, kromozom dizilimi, kromozom
ayrismasi, sentrozom olgunlasmas1 ve sitokinezde gorev alan diizenleyici proteinlerdir.
Asir1 ekspresyonlar1 kanser hiicrelerinin degisiminde rol oynadigi i¢in, antikanser ilag
bulusu i¢in test edilmis ila¢ hedeflerinden biri olarak kabul edilmektedir. Aurora kinaz
inhibitorleri, farkli kanser hiicrelerinde apoptosisi ve hicrelerin  buylimelerini
indliklemektedir. Aurora kinaz inhibitdrlerinin gelistirilmesi ve tasarimi, kanserli hiicrelere
olan etkilerinden dolay1 antikanser ajanlar olarak biiyiik ¢apta arastirilmaktadir (Pradhan
vd., 2021). Aurora kinaz B ¢esitli mitotik isleve sahip Aurora kinaz cesitidir. Kardes
kromatit uyumu, ig diizeneginin kontrolii, kromozom mikrotiibiil etkilesimi, profazdan
anafaza kadar mitotik evrede ve sitokinezde sentromerlerde lokalize olmaktadir. Aurora
kinaz B’nin hlicre dongiistinde en aktif oldugu evre G2/M evresidir. Mitoz sirasinda histon
H3’tin fosforilasyonunda ve kromozomlarin uygun dinamiklerde dizilmesinde gdérev
almaktadir. Aurora kinaz B’nin inhibisyonu potansiyel olarak mitoz boliinme ve kanserli
hicrelerin proliferasyonunun bozulmasini saglayabilir (Tatsuka vd., 1998; Z. Zhao vd.,
2019).

Yapilan bu ¢alismada, Aurora kinaz B inhibitori Bl 831266 molekuliiniin antikanser ajan
olarak tedavilerde yaygin olarak kullanilan paklitaselin sitotoksisitesi iizerine olan
sinerjistik etkisi aragtirilmigtir. In vitro ¢alismalarimizda MCF-7 insan meme kanseri hiicre
hatt1 kullanilmistir. Gergeklestirilen sitotoksisite analizleriyle paklitaksel ve Bl 831266
molekiiliiniin kombine tedavisinin tiimor hiicrelerinin biliyiimesini, gelismesini ve
cogalmasini ne derece engelleyebildigi arastirilmistir. Sitotoksisite analizlerinin yaninda
apoptosis ve hiicre donglsinde rol oynayan proteinlerin ekspresyon seviyelerine Western

blot teknigiyle bakilarak kombine tedavinin kanser hiicrelerindeki etkileri incelenmistir.
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Paklitaksel oldukca giiclii bir kemoterapdtik ajandir ve gogu kanser tiiriine karst ilk sirada
antikanser ilac1 olarak Onerilmektedir. Paklitaksel, son yirmi senede kemoterapi
tedavisinde en 6nemli ilerleme saglamis ve taksan grubuna ait bir kemoterapi ajanidir. zhao
(Fratantonio vd., 2019). Paklitaksel mitoz boélinme inhibitor olarak gérev yapmakta ve
mesane, yumurtalik, akciger, prostat, yemek borusu, melanom gibi ¢esitli kanser tiirlerinde
kemoterapétik ajan olarak kullanilmaktadir (Bethesda, 2012; Farrar and Jacobs, 2019).
Paklitaksel dkaryot hiicre iskeletinin énemli bir eleman1 olan tiibiilin proteinine baglanip
etkisini arttirarak mikrotiibiillerin stabilizasyonunu saglamaktadir. Hiicre, mikrotibtllerin
stabilizasyonundan kaynakli olarak hiicre dongiisiinin M safhasinda kalir. Bunun
sonucunda hticre bolunmesi inhibe edilir ve hiucre apopotosise gitmektedir. Paklitaksel
mitotik igciklerin yapisini bozarak kromozom kiriklari olusturmaktadir (Farrar and Jacobs,
2019; Ntemou vd., 2022). Paklitakselin bir diger gérevi Bcl-2 proteinini inhibe ederek
hlicrenin apoptosisle sonuglanmasmi saglamaktadir. Ayrica, bagisiklik yanitini1 aktive
ederek timorlii hiicrelerin ortadan kaldirilmasina katkida bulunmaktadir (Abu Samaan vd.,
2019). Paklitakselle tedavinin doz sinirlayan ve en 6nemli yan etkisi periferik ndropati
gelisimidir. Yasanilan bu semptomlar ilacin uygulama ve klinik olarak etkinligini

smirlamaktadir (Staff vd., 2020).

Yapilan deneyler dogrultusundaki in vitro galismalarda, Aurora kinaz B’nin inhibe
edilmesinin paklitaksel Uzerindeki sitotoksik etkisi arastirilmistir. MCF-7 insan meme
kanseri hiicre hatt1 kullanilarak gergeklestirilen in vitro sitotoksisite analizleriyle (koloni
sag-kalim ve kristal viyole analizleri) paklitaksel ve BI 831266 molekiiliiniin
kombinasyonunun anti-neoplastik kapasitesi arastirilmistir. Ayrica apoptosiste gorev alan
cesitli belirteglerin ekspresyon dizeyleri, Western blot yontemiyle incelenerek
gerceklestirdigimiz  kombinasyon tedavinin, MCF-7 hcreleri zerindeki etkisi

arastirilmustir.

Kristal viyole canlilik analizi, sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in kullanilan bir yontemdir.
Bu yontem boyanan hiicrelerin kalorimetrik tespiti ile canlilik diizeyleri belirlenmektedir
(ltagaki vd., 1991). Kristal viyole analizlerinde Bl 831266 molekiilii igin 1C25 degeri
4,498129 nM, IC50 degeri 8,063072783 nM olarak hesaplanmistir. Paklitaksel molekiilii
icin IC25 degeri 0,807710265 nM, IC50 degeri ise 1,768328734 nM olarak hesaplanmaistir.

Hiicre canlilik analizleri neticesinde BI 831266 molekiilinin MCF-7 meme kanseri hiicre
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hatt1 izerindeki hiicre canlili§1 kontrol gruplariyla kiyaslanmustir. BI 831266 molekiiliiniin
artan dozlarda hiicre canliligini azalttig1 belirlenmistir. Hiicre canlilik yiizdeleri kontrole
gore 7,5 nM BI 831266 tedavisi %50,7 ve 10 nM BI 831266 tedavisi %43,8 olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.1.A). Paklitakselin 1 saatlik akut tedavisi igin ise bu oranlar
kontrole gore 1,5 nM %50,4, 2 nM %40,7 ve 3 nM %34,4 olarak hesaplanmistir (Sekil
4.1.B). Yapilan mono tedavilerin ardindan BI 831266 ve paklitakselin kombinasyon
tedavilerine bakildiginda BI 831266 molekiilii sabit tutulup (7,5 nM) artan dozlarda (1-1,5-
2-3-5 nM) paklitaksel ile tedavi edilmistir. Canlilik yiizdelerine bakildiginda sirasiyla
%50,5, %43,2, %36,7, %31,2, %23,6 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.2.A). Paklitaksel
molekill sabit tutulup (1,5 nM) artan dozlarda (1-5-7,5 nM) Bl 831266 ile tedavi
edilmistir. Canlilik yiizdelerine bakildiginda sirasiyla %50,2, %43.5, %31,4, %23 olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.2.B). Yapilan analiz sonucunda, kombinasyon tedavilerinin mono
tedavilere kiyasla MCF-7 hucreleri (izerindeki sitotoksisitenin arttigi saptanmistir. Bu
durumda Bl 831266 molekili ve paklitaksel kombinasyonunun sinerjistik bir etki
gosterdigi goriilmektedir. Fujioka vd. (2017) yapmis olduklar1 ¢alismada MCF-7 hiicre
hatt1 kullanilarak paklitaksel tedavisi uygulanmistir. Yapilan hiicre canliligi deneyinde
paklitaksel IC50 dozu 1,5 nM olarak bulunmustur (Fujioka vd., 2017). Bu ¢alismalar da

bizim yaptigimiz deneyleri destekler niteliktedir.

Koloni sag-kalim analizi; tek bir hiicrenin bir koloni (en az elli hiicre) olusturma yetenegine
dayanan in vitro hiicre sag-kalim analizidir. Cesitli kimyasal maddelerin sitotoksisite
analizinin belirlenmesinde ve etkin ila¢ taramasi i¢in kanser arastirmalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Franken vd., 2006). Calismamiz dogrultusunda yaptigimiz in vitro
analizlerde, Aurora kinaz B inhibisyonunun paklitakselin sitotoksisitesi tizerine olan etkisi
arastirildi. Kombinasyon deneyleri oncesinde BI 831266 molekiilii ve paklitaksel
molekilinin MCF-7 hicreleri Gzerindeki koloni yapma kapasiteleri belirlendi. MCF-7
meme kanseri hiicrelerinde Bl 831266 molekuli ile paklitaksel molekilinin IC25 ve IC50
sitotoksik doz degerleri koloni sag-kalim analiziyle belirlendi. MCF-7 meme kanseri
hicrelerine Bl 831266 molekdll; kontrol grubu, (1-5-7,5-10 nM)olacak sekilde 5 grup
Olusturularak uygulandi (Sekil 4.3). MCF-7 hiicreleri ekildikten 24 saat sonrasinda
belirlenen dozlar ile 24 saat boyunca tedavi edildi ve tedavi sonlandirilarak hiicreler 14 giin
boyunca inkiibe edildi. 14. Giiniin sonunda hiicreler boyanarak deney sonlandirildi. Aurora

kinaz B aktivitesi engellenen MCF-7 kanser hiicrelerinin koloni olusturma kapasitesi
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kontrol hiicreleriyle karsilastirildi. MCF-7 hucrelerinin Bl 831266 molekilu ile 1 nM
tedavi edildiginde koloni yapma kapasitesinin %78, 5 nM ile tedavi edildiginde %61, 7,5
nM ile tedavi edildiginde %47 ve 10 nM ile tedavi edildiginde ise %23 oldugu tespit edildi.
24 saat siiresince BI 831266 molekiiliiyle tedavi edilen hiicrelerin artan dozlara bagli olarak
koloni sayilarmin azaldigi ve BI 831266 molekiiliiniin koloni yapma kapasitesini
engelledigi goriildi. Bl 831266 molekilinin koloni sag kalim analizi IC25 degerinin 1,43
nM, IC 50 degerinin ise 7,464 nM oldugu tespit edildi. Paklitaksel (kontrol grubu-0,5-1-
1,5-3 nM) olacak sekilde 5 grup olusturularak uygulandi (Sekil 4.4). Hiicre ekiminden 24
saat sonra belirlenen dozlar uygulanarak MCF-7 hiicreleri 1 saat boyunca paklitaksel ile
tedavi edildi ve 1 saatin sonunda tedavi sonlandirilarak hiicreler 14 giin boyunca inkiibe
edildi. 14. Gunun sonunda hiicreler boyanarak deney sonlandirildi. MCF-7 hiicrelerinin
paklitaksel molekiilii ile 0,5 nM tedavi edildiginde koloni yapma kapasitesinin %96, 1 nM
ile tedavi edildiginde %89, 1,5 nM ile tedavi edildiginde %52 ve 3 nM ile tedavi
edildiginde ise %30 oldugu tespit edildi. 1 saatlik paklitaksel ile tedavi edilen hiicrelerin
artan dozlara bagl olarak koloni sayilarmin azaldigi ve paklitakselin koloni yapma

kapasitesini engelledigi goriilmiistiir.

Khongkow vd. (2016) yapmis olduklar1 ¢alismada artarak uygulanan paklitaksel dozlariyla
birlikte koloni olusumunun azaldig1 goriilmektedir (Khongkow vd., 2016). Sonug olarak
paklitaksel molekiiliiniin koloni sag kalim analizi IC25 degerinin 1,133 nM, IC50 degerinin
ise 1,604 nM oldugu tespit edildi (The Quest Graph™ IC50 Calculator (Sebaugh, 2011)).

Bu ¢alismalar da bizim buldugumuz sonuglar1 destekler niteliktedir.

Gergeklestirdigimiz kombinasyon deneylerinde, gugli bir genotoksik kapasiteye sahip olan
paklitaksel molekultiniin IC50 degeri sabit tutuldu ve artan dozlarda BI 831266 molekiilii
kullanilan kombinasyon tedaviler uygulandi (yaklasik paklitaksel 1C50 1,5 ng/mL).
Kemoterapdtik ajanlarin ve kiigiik molekiil inhibitorlerin in vitro ortamda kombinasyon
etkinliklerini test eden c¢esitli raporlarda en az 16 saatlik kimyasal inhibisyonun ardindan
kemoterap6tik stresin uygulanmasinin daha sinerjik bir etki gosterdigi dikkate alinarak (Y.
Zhao vd., 2006), kombinasyon deneylerimizde, 23 saatlik Aurora kinaz B inhibisyonun

neticesinde 1 saat akut paklitaksel tedavisi uygulandi.
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Kombinasyon analizleri i¢in 2 farkli strateji uygulandi. Birinci strateji kombinasyon
deneylerinde, MCF-7 meme kanseri hiicrelerine 24 saat streyle 7,5 nM Bl 831266 tedavisi
uygulandi. Ertesi giin hiicreler, BI 831266 tedavisine ilave olarak 1 saat siireyle (tedavinin
23. Saatinde) artan dozlarda (0-0.5-1-1,5 nM) paklitaksel tedavisi uygulandi. Devam
eden siire boyunca hiicrelerin klonojenik sag-kalim kapasiteleri karsilastirildi. Elde edilen
sonuglar degerlendirildiginde, Sekil 4.6’da yapilan analizlerdeki kontrol grubu hiicreleriyle
kiyaslandigimda 7,5 nM BI 831266 molekiiliiniin monoterapi tedavisinin uygulandigi
grupta koloni sag-kalimmin yaklasik olarak %50 oraninda azaldig1 gézlendi. 7,5 nM BI
831266 monoterapi uygulanan grupla kiyaslandiginda, 7,5 nM Bl 831266 ve 0,5 nM
paklitaksel kombinasyonunun meme kanseri hicrelerinin koloni sag-kalimimi yaklasik
%27’ye dustrdiigi tespit edildi (Sekil 4.6). Tedavi uygulanmayan kontrol grubuyla
kiyaslandiginda 0,5 nM paklitakselin bireysel tedavisinin meme kanseri hiicrelerinin
koloni sag-kaliminin yaklasik %96 oldugu dikkate alindiginda (Sekil 4.4), elde edilen
sonuglarin Aurora kinaz B inhibisyonunun paklitaksel tedavisinin sitotoksik potansiyelini
istatiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdigr degerlendirildi. Benzer sekilde, kontrol
hilcreleriyle kiyaslandiginda, 1 ve 1,5 nM paklitaksel mono tedavilerinin koloni olusturma
kapasitelerinin sirasiyla yaklasik %89 ve %52’ye diistirdiigt (Sekil 4.4), 7,5 nM Bl 831266

kombinasyonunun ise bu oranlari sirasiyla %23 ve %21°e diisiirdiigii belirlendi (Sekil 4.6).

Ikinci strateji kombinasyon deneylerinde, ilgili MCF-7 meme kanseri hiicrelerine 24 saat
streyle artan dozlarda (0-1-5-10 nM) BI 831266 tedavisi uygulandi. Ertesi giin hiicreler,
Bl 831266 tedavisine ilave olarak (tedavinin 23.saatinde) 1 saat siireyle 1,5 nM paklitaksel
tedavisine maruz birakildi ve devam eden siire boyunca hiicrelerin koloni sag-kalim
kapasiteleri karsilastirildi. Sekil 4.7 incelendiginde, tedavi uygulanmayan kontrol grubuyla
kiyaslandiginda, 1 ve 5 nM BI 831266 tedavilerinin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin
koloni sag-kalim kapasitesini sirastyla yaklasik %78 ve %61’e distirdiigi (Sekil 4.3), diger
taraftan, 1,5 nM paklitaksel kombinasyonunun bu oranlar1 sirasiyla yaklasik %61 ve %33°e
diigtirdtigii gozlendi (Sekil 4.7). Benzer sekilde, 1,5 nM paklitaksel ve 10 nM Bl 831266
tedavisi uygulanan kanser hiicrelerinin koloni sag-kalim kapasitesinin de anlamli oranda

azaldig1 gozlendi (Sekil 4.7).

Calismalarda elde edilen veriler dogrultusunda, MCF-7 meme kanseri hticrelerinde Aurora

kinaz B inhibitori Bl 831266 molekiiliiniin paklitaksel tedavisinin sitotoksititesini anlaml
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derecede arttirdigini gosterdi. BI 831266 ve paklitaksel ile 24 saat tedavi edilen MCF-7
meme kanseri hicrelerindeki apoptotik protein seviyeleri (p53, p21, c-PARP, BCL-2),
Western blot analiziyle ekspresyon diizeylerine bakilarak karsilastirildi. Tubulin proteinine
normalize edilerek protein seviyelerindeki degisimler artma azalma durumlarma gore

degerlendirildi.

P53 proteini ¢ok sayida genin ekspresyon seviyelerini diizenleyerek farkli hiicresel
yolaklarda rol alan, genomun koruyucusu olarak bilinen ve timor supressor olarak gorev
yapan transkripsiyon faktortidir. DNA’da hasar meydana geldigi zaman hiicre dongusuniin
durdurulmasini saglayarak DNA hasarmi tamir edebilmek i¢in hasarli bolgeye gerekli
proteinlerin toplanmasini diizenlemektedir. DNA hasar1 tamir edilemedigi zaman pro-
apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin ekspresyon seviyelerini regule ederek hicrenin
apoptosise yonlendirilmesini saglamaktadir (Gundogdu ve Hergovich, 2022; Kulaberoglu
ve Hergovich, 2023). P53 proteini hiicre donglsuni durdurarak p21, kaspaz-8 ve DR5 gibi
tumor supressor genlerin aktivitesi ile hiicreyi apoptosise yonlendirerek kanser hicrelerin
¢ogalmasmi inhibe etmektedir (Feng vd., 2020). Gergeklestirdigimiz Western blot
analizlerinde, tedavi uygulanmayan kontrol hiicreleriyle kiyaslandiginda, paklitaksel ve BI
831266 ile tedavi edilen hicrelerde (kombinasyon-2 hari¢) p53 proteininin ekspresyon
seviyesinin arttig1 belirlendi. Ayrica paklitaksel tedavisinin BI 831266 molekiiliiyle olan
tedaviye kiyasla daha fazla p53 ekspresyonuna neden oldugu belirlendi (Sekil 4.8). Shi vd.
(2015) yapmis olduklari calismada MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda 20 nM paklitaksel
tedavisi uygulanmistir. Uygulanan tedavi sonrasinda p53 ekspresyon miktariin kontrole
kiyasla arttig1 gézlenmistir (Shi vd., 2015). Bizim yaptigimiz ¢alismada 20 nM paklitaksel
tedavisi uygulanmis olup p53 miktarmm arttig1 gozlenmistir. Shi vd. (2015) yapmus
olduklar1 ¢alisma bizim yaptigimiz c¢alismayi desteklemektedir. P21 proteini anti-
proliferatif olarak etki eden ve hiicre déngusi inhibisyonunda goérev alan bir proteindir.
Hiicre dongiistinii durdurma gorevini p53 proteininin  aktivitesine bagli olarak
gerceklestirmektedir. P21 siklin bagimli kinazlar1 (CDK) inhibe ederek etkisiz hale getiren
bir proteindir. Bu sebeple p53 proteininin aktivitesi dogrultusunda p21 seviyesi yiikselir ve
p21 tarafindan CDK’lar inhibe edilerek hiicre dongiisiinin G1 ve G2 safhasinda
durdurulmasi kontrol edilmektedir (Mansilla vd., 2020; Shamloo and Usluer, 2019). P21
proteinine bakildiginda, paklitaksel ve Bl 831266 ile tedavi edilen hicrelerde kontrole

kiyasla BI 831266 molekiiliiniin 10 nM’lik mono tedavisi harig ekspresyon seviyesinin
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arttig1 belirlendi (Sekil 4.9). Shi vd. (2015) yaptig1 calismada paklitaksel mono tedavisinde
kontrole kiyasla bir artis ger¢eklesmistir fakat BIBR 5532 molekiilii ile kombine tedavide
p21 miktarinin daha fazla arttigi goriilmiistiir (Shi vd., 2015). Biz de yaptigimiz ¢alismada
paklitakselin mono tedavisinin kontrole kiyasla arttigin1 saptadik ve BI 831266
molekiilityle paklitaksel kombinasyonu sonucunda Shi vd. (2015) yaptiklar1 ¢aligmaya
benzer sekilde p21 miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gergeklesmistir.
Poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP); gen ifadesi, replikasyon, transkripsiyon, kromatin
yapisinda degisim, hiicre farklilagsmasi, DNA onarmmi ve hiicre 6liimii gibi hiicresel
siireglerde gorev alan, ayrica bagisiklik cevabi ve inflamasyon cevaplarda rol oynayan
enzim ailesidir. Baz eksizyon onarimi srasinda DNA’daki kiriklara hizlica baglanarak
DNA tek zincir kiriklarinin onarilmasinda rol oynamaktadir (Morales vd., 2014; Murai vd.,
2012; Pazzaglia and Pioli, 2019). PARP1, kaspaz bagimli apoptosisde aktiflestirilmis
kaspaz 3 ve kaspaz 7’nin bir substratidir. PARP1 kaspazlar tarafindan boliindiikten sonra
aktivitesini kaybetmekte ve DNA onarimini baskilamaktadir. Kesilmis PARP (cleaved
PARP, cPARP) olusumu, bir¢ok hiicre tipinde apoptosisi tespit edebilmek i¢in kullanilan
bir gostergedir (Bressenot vd., 2009; Mashimo vd., 2021). Farkli dozlarda paklitaksel ve
Bl 831266 molekilleriyle tedavi edilen kanser hiicrelerindeki c-PARP ekspresyonu dikkate
alindiginda, paklitaksel ve BI 81266 kombinasyonunun MCF-7 hiicrelerinde apoptosisi
aktif ederek sitotoksik etkiye sebep oldugu tespit edildi. MCF-7 hicrelerine 20 nM
paklitaksel, 10 nM BI 831266, 50 nM BI 831266 ve kombinasyon tedavileri uygulandi. C-
PARP ekspresyonuna bakildiginda, kontrol hiicresine kiyasla mono tedavi ve kombinasyon
tedavilerinde doza bagh bir artis gozlendi (Sekil 4.10). Shi vd. (2015)’in yaptig1
calismalarda da MCF-7 hucrelerinde c-PARP ekspresyonunun arttigi belirtildi (Shi vd.,
2015). Bizim aldigimiz bulgulara benzer sekilde Mei vd. (2014) yapmis olduklari
calismada MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda paklitaksel ve NPB 304 kombinasyon
tedavilerinde c-PARP miktarinin arttig1 saptanmistir (Mei vd., 2014). BCL-2 protein ailesi,
apoptosisin mitokondriye bagimli i¢sel yolaginda gorev alan en 6nemli diizenleyicilerden
biridir. Bu protein ailesi islevlerine gore {i¢ alt gruba ayrilmaktadir. Bunlar; anti-apoptotik
proteinler (BCL-W, BCL-XL, BCL-2, A1/BFL-1, MCL-1), pro-apoptotik proteinler ( BID,
BIM, PUMA, NOXA, BAD, HRK, BIK, BMF) ve apoptosis efektorleri (BOK, BAX,
BAK) ‘tir. Bu ii¢ grubun iiyeleri arasindaki etkilesim hiicrenin apoptosise yonlendirilip
yonlendirilmeyecegini ve hayatta kalma durumunu belirlemektedir. Saglikli hiicrelerde

BCL-2 proteini hucrenin hayatta kalabilmesi icin apoptosis efektorleri olan BAK ve BAX
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proteinlerini smirlamaktadir (Kaloni vd., 2023). Farkli dozlarda paklitaksel ve/veya BI
831266 tedavisine maruz birakilan hiicrelerdeki anti-apoptotik BCL-2 proteininin
ekspresyonu incelendiginde; kontrole kiyasla paklitaksel 20 nM ile tedavide ve BI 831266
10 nM ile tedavide artig oldugu, BI 831266 ile 50 nM ve kombinasyon tedavilerinde ise
azalis oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.11). Quispe-Sato and Calaf (2016)’nin yapmis
oldugu c¢alismada MCF-7 hucrelerinde paklitaksel (120 nM) ve curcumin (30 pM)
tedavileri uygulanmigtir. BCL-2 protein ekspresyonlarinin kontrole kiyasla kombinasyon
tedavide azaldigi saptanmustir (Quispe-Soto and Calaf, 2016). Bizim de yaptigimiz
calismada kombinasyon tedavisinde benzer bir sekilde kontrole kiyasla BCL-2 ekspresyon
miktar1 azalmaktadir. Paklitaksel mono tedavisindeki (20 nM) BCL-2 miktarinin artigi akut
tedaviye bagl olarak gerceklestigi diistiniilmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Aurora kinazlar, hiicre dongiisiiniin ¢esitli asamalarinda lokalize olmus serin/treonin kinaz
ailesidir. Kromozom hizalanmasi, kromozom dagilimi, sentrozom olgunlagmasi ve
sitokinezde rol oynamaktadirlar (Borisa and Bhatt, 2017). Aurora kinazlarin inhibisyonu
antikanser tedavilerde uygulanan etkili bir stratejidir. AZD1152, Hesperadin, MLN8237
ve VX680 dahil olmak (izere ¢ok sayida farkli Aurora kinaz inhibitorleri kesfedilmistir.
30’dan fazla Aurora kinaz inhibitorii klinik caligmalarin farkli asamalarindadir, ancak
heniiz FDA’ dan klinikte kullanim i¢in onay almamiglardir (Xie vd., 2013). Aurora kinaz
B farkl tlimor hiicrelerinde anormal seviyede eksprese edilmekte ve bu sebepten dolay1

anti-kanser tedavisi icin umut verici bir hedeftir (M. Li vd., 2021).

Aurora kinaz B’nin agir1 ekspresyonu prostat, kolon, bas, boyun, tiroid, endometriyum gibi
kanserlerde olduk¢a fazladir (Takeshita vd., 2013). Aurora kinaz B aktivitesinin
baskilanmasi; mitozdan anormal c¢ikisa, poliploid hiicre olusumuna, sitokinez
basarisizligina ve sonug olarak hiicrelerin apoptosisine sebep olur (Borisa and Bhatt, 2017).
Anti-kanser ilaglar kanser hiicrelerinde yiiksek oranda islev gostererek kanser hiicrelerinin
Oliimiine sebep olmaktadir. Ayrica ilacin dozu arttirildik¢a hizli ¢ogalan saglikli hiicrelere
etki ettigi ve timoOr hiicrelerinin direng kazanma riski gibi olumsuz sonuglar
cikabilmektedir. Bu sebeple konvansiyonel anti-kanser ilaglarin kiiclik molekiil
inhibitorlerle veya dogal bilesiklerle kombine edilerek uygulanmasi goriilebilecek yan
etkileri en aza indirmeyi ve daha iyi bir klinik basariyr vadetmektedir. Aurora kinaz
inhibitorlerinin farkli kemoterapi ilaglari ile kombine halde es zamanli inhibisyonun daha
iyi bir klinik sonu¢ elde etmek ve olusacak yan etkileri en aza indirmek i¢in
uygulanabilecek iyi bir strateji olabilecegi rapor edilmistir (Bavetsias and Linardopoulos,
2015).

Sonug olarak, Bl 831266 molekiilii araciligiryla Aurora kinaz B inhibisyonunun klinikte
yaygin bir sekilde kullanilan kemoterapi ajani paklitaksel ile kombinasyonunun test
edildigi tez ¢alismamizda elde edilen bulgular, BI 831266 molekullnin paklitakselin

sitotoksik kapasitesini arttirabilecegini gosterdi. Gelecekte farkli hiicre hatlariyla yapilacak
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pre-klinik ¢alismalar ve deney hayvanlariyla gergeklestirilecek in vivo arastirmalarla BI
831266 ve paklitaksel arasindaki sinerjik iliskinin teyit edilmesi, klinikteki hastalara daha

basarili tedavi imkanlarmin sunulmasini saglayabilecektir.
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