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OZET
GIRIS VE AMAC: Triple negatif meme kanseri (TNMK); strojen reseptdrii (ER),

progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii (HER-2) gen
ekspresyonu olmayan, kotii prognoza sahip ve tedavi segeneklerinin sinirl oldugu bir
meme kanseri alt tipidir. Son yillarda meme kanseri tedavisinde hiicre dongiisii
kontroliinii saglayan siklin-bagimli kinaz (CDK) inhibitorleri dikkat ¢ekmektedir.
Ancak, CDK inhibitérlerinin TNMK tedavisinde etkisine dair sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bu nedenle mevcut tez calismasinda, TNMK hiicrelerinde bir CDK4/6
inhibitérii olan abemasiklibin sitotoksik ve apoptotik etkisinin belirlenmesi

amaclanmstir.

GEREC VE YONTEM: Abemasiklibin MDA-MB-231 TNMK ve MCF-10A kontrol
hiicrelerinde terapotik etkisi canlilik (WST-1), apoptoz (annexin V), hiicre dongiisii,
AO/EB boyama, gen ekspresyonu (RT-PCR) ve kaspas-3 (ELISA) analizleri ile

degerlendirilmistir.

BULGULAR: Abemasiklibin MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda doza ve
zamana bagli olarak canliligi anlamli bir sekilde azalttigi belirlenmistir (p<0.05).
Ayrica abemasiklibin hiicrelerde apoptotik 6liime ve GO/G1 fazindaki hiicre
miktarinda artisa neden oldugu saptanmistir. RT-PCR yontemiyle apoptoz ile iliskili
(Bcl2 ve Bax) genler ve hiicre dongiisii ile iliskili (Ccndl ve Rb1) genlerin ekspresyon
seviyeleri incelenmis olup, abemasiklibin TNMK hiicrelerinde 6zellikle Bax geninin
ekspresyon diizeyinde anlamli artis ile birlikte Ccndl ve Bcl-2 genlerinin ekspresyon
diizeylerinde down-regiilasyona neden oldugu analiz edilmistir (p<0.05). Ayrica
ELISA analizi ile abemasiklibin artan konsantrasyonuna bagl olarak MDA-MB-231
ve MCF-10A hiicrelerinde aktif kaspaz-3 miktarinin anlamli bir sekilde arttig
belirlenmistir (p<0.01).

SONUC: Mevcut caligma ile abemasiklibin TNMK {izerindeki potansiyel terapdtik
etkisi ortaya konmustur. Elde ettigimiz bulgular, ER+ HER2- meme kanseri
tedavisinde kullanilan abemasiklibin TNMK hiicrelerinde de sitotoksik ve apoptotik

etkiye sahip oldugunu gdstermektedir.

Anahtar kelimeler: Abemasiklib, Apoptoz, Siklin Bagiml1 Kinaz Inhibitérleri, Triple

Negatif Meme Kanseri.



SUMMARY
INTRODUCTION AND OBJECTIVE: Triple negative breast cancer (TNBC) is a

breast cancer subtype which lacks of gene expression estrogen receptor (ER),
progesterone receptor (PR) and human epidermal growth factor receptor (HER-2) and
has poor prognosis and limited treatment options. In recent years, cyclin-dependent
kinase (CDK) inhibitors that regulate cell cycle have attracted attention by researchers.
However, there are limited studies on the effect of CDK inhibitors in the treatment of
TNBC. Therefore, in this thesis, we aimed to determine the cytotoxic and apoptotic
effects of abemaciclib, a CDK4/6 inhibitor, in TNBC cells.

MATERIAL AND METHOD: Viability (WST-1), apoptosis (annexin V), cell cycle,
AOQ/EB staining, gene expression (RT-PCR) and caspase-3 (ELISA) analyzes were
performed in MDA-MB-231 TNBC cell line and MCF-10A control cells.

RESULTS: Abemaciclib significantly reduced the viability of MDA-MB-231 and
MCF-10A cell lines in a dose- and time-dependent manner (p<0.05). Additionally,
abemaciclib induced apoptotic death and increased in the amount of cells in the GO/G1
phase. When expression levels of apoptosis-related (Bcl2 and Bax) genes and the cell
cycle-related (Ccndl and Rbl) genes were investigated by RT-PCR method,
abemaciclib caused down-regulation in the expression levels of Ccndl and Bcl-2
genes, and also significantly increased the expression level of the Bax gene in TNBC
cells (p<0.05). Furthermore, we determined that the level of active caspase-3 through
ELISA analysis significantly increased in MDA-MB-231 and MCF-10A cells

depending on abemaciclib concentration (p<0.01).

CONCLUSION: The potential therapeutic effect of abemaciclib on TNBC has been
revealed in the current study. Our findings show that abemaciclib, which is used in the
treatment of ER + HER2- breast cancer, also has cytotoxic and apoptotic effects in
TNBC cells.

Keywords: Abemaciclib, Apoptosis, Cyclin Dependent Kinase Inhibitors, Triple

Negative Breast Cancer.



1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen malign tiimdrlerden biridir (Ezzati, Yousefi,
Velaei and Safa 2020). Ayrica meme kanseri Amerika Birlesik Devletleri'nde yilda
40.000 kisinin 6ltimiine sebep olmakta ve diinyada kansere bagl dliimlerin basinda
gelmektedir (Go, Mehta, Bihun, Carpenter and Ghani 2020). Meme kanseri, Ostrojen
reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal biiylime faktori 2
(HER?2) gibi molekiiler belirteclerin varligina bagli olarak 3 ana alt tipe ayrilmaktadir:
Hormon reseptdrii pozitif (HR+) /HER2 negatif (HER2-) (hastalarin %70'1), HER2
pozitif (HER2+) (%15-%20) ve triple negatif (HR-, HER2-) (%15) alt tipleridir
(Fragomeni, Sciallis and Jeruss 2018). Triple negatif meme kanseri (TNMK) diger
meme kanseri alt tiplerine gore klinik olarak daha agresiftir ve kotii prognoza sahiptir.
Metastatik TNMK igin genel sagkalim siiresi yaklasik 1 yil iken, diger 2 alt tip i¢in bu
stire yaklastk 5 yila kadar uzamaktadir (Azzam et al 2020). Ayrica, TNMK
hastalarmin tedavisinde sadece kemoterapi kullanilmasi, tedavi se¢eneklerinin kisith
olmasina ve hastalarda etkin sonuglarin elde edilememesine neden olmaktadir (Waks
and Winer 2019). Bu nedenle, hastalarda sagkalim siiresinin arttirilmasi ve daha iyi

prognozun saglanmast i¢in yenilik¢i tedavi stratejilerine gerek duyulmaktadir.

Hiicre dongiisii kontroliinde goérev alan siklin-bagimli kinazlarin (CDK'ler) asiri
aktivitesi sonucunda kontrolsiiz hiicre proliferasyonu, kanser gelismesine neden
olmaktadir. CDK4/6 enzimi, siklin D1 ile aktive olmakta ve G1-S gegis kontrol
noktasini regiile etmektedir. Bu nedenle, kanser hiicrelerinin kontrolsiiz
cogalmalarinin engellenmesi ic¢in siklinler ve siklin bagimli kinazlar (CDK)
aragtirmacilarin ilgi odagi haline gelmis ve CDK4/6 inhibitorlerinin kanser tedavisinde
yeni bir hedef olmasini saglamistir (Sobhani et al 2019). Bu kapsamda, yeni nesil
secici CDK4/6 inhibitdrleri olarak palbosiklib (PD0332991), ribosiklib (LEEO11) ve
abemasiklib (LY 835219) HR+ ileri evre meme kanseri hastalarinin tedavisinde birinci

basamak tedavide yer almistir (Clifton et al 2020; Laurentiis et al 2020).

CDK4/6 inhibitorlerinin etki mekanizmasinin temelinde, siklin D/CDK/Rb sinyal
yolag iizerinden hiicre dongiisiiniin durmasini saglayarak hiicre proliferasyonunun
azalmasina ve tiimoriin kiigiilmesine neden olmaktadir (Corona and Generali 2018).

Ancak, CDK4/6 inhibitorlerinin TNMK tedavisinde potansiyel etkisine iligkin yapilan



calismalar sinirlt sayidadir. Bu nedenle mevcut tez ¢calismasinda, TNMK hiicrelerinde
yeni nesil CDK4/6 inhibitorleri icerisinde en etkili oldugu belirtilen abemasiklibin
sitotoksik ve apoptotik etkisinin incelenmesi ve potansiyel terapotik etkisinin

belirlenmesi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER
2.1. MEME KANSERI

Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tipidir ve
kansere bagli 6liimlerin baslica nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Tang et al 2019).
Istatistiklere gore 2019 yilinda, tiim kanser tiirleri arasmnda meme kanseri insidansi
%11.6 olup diinyadaki o6liimlerin %6.5'ini olusturmaktadir. Ayrica, GLOBOCAN
2018'e gore, meme kanseri insidansinin 2046 yilinda %46’lik bir oranda artig

gosterecegi belirtilmektedir (Pilaverzadeh et al 2019).

Meme kanseri, memede baslayan bir kanser tiirii olup meme epitel dokusunda
hiicrelerin anormal ve kontrolsiiz bir sekilde cogalmasi ile karakterizedir. Meme epitel,
yag ve bag doku gibi c¢esitli dokulardan olugmaktadir. Memenin dis kismini epitel
dokudan olusan deri orterken, yag dokusunun altinda siit iireten ve epitel doku
kaynakli siit bezleri yer almaktadir. Bir¢ok siit bezi dnce adacik seklinde bir araya
gelerek lobiilleri, adaciklar bir araya gelerek lob adi verilen adalar1 olusturmaktadir.
Meme kanserlerinin ¢ogu siit bezlerinde ya da siit kanallarinda baslayan
malignitelerdir (Oztemur, Aydos ve Giir-Dedeoglu 2014). Meme kanserinin ilk
evresinde tiimor boyutu kiiciik oldugundan tedavi bu asamada daha kolay olmaktadir.
Bu nedenle tarama erken teshis i¢in 6nem arz etmekte ve ayn1 zamanda meme
kanserinde erken teshis hayatta kalma sansini1 %20 arttirmaktadir. (American Cancer

Society 2017).

Meme kanseri tedavisindeki ilerlemelere ve ABD'de 5 yillik genel sagkalim oram
yaklasik %90 oraninda olmasma ragmen, erken evrede teshis konan hastalarin
%30'unda metastaz gelismektedir ve hastalarin %6's1 metastatik meme kanseri tanisi
almaktadir (Dirix et al 2018). Ayrica, metastatik meme kanseri nadiren tedavi
edilebilmektedir ve hastalarin ortalama hayatta kalma siireleri yaklasik 2 yildir (NBCC
2001). Ayrica, Bu nedenle, metastaz meme kanserli hastalarda en 6nemli 6liim

nedenidir (Bertucci et al 2019).



2.1.1. Meme kanseri alt tipleri

Meme kanseri alt tiplerinin belirlenmesinde immiinohistokimya ve gen ekspresyon
profili tekniklerinden faydalanilmistir. Bugiine kadar, c¢esitli calismalarla farkli
biyolojik alt tiplerin tedaviye yanitla iligkili oldugu gosterilmistir. Meme kanseri alt
tiplerinin tanimlanmasi ve tiimor morfolojisi, timdr boyutu, lenf nodu metastazlarinin
varligi ve hormon reseptdrlerinin varligi, HER-2 reseptoriiniin varligi gibi cesitli
faktorler tedavi protokoliiniin olusturulmasina katki saglamistir (Fragomeni, Sciallis
and Jeruss 2018). Giinlimiizde tiimor boyutu, histolojik alt tip, timor evresi, timor
hiicrelerinin lenfovaskiiler invazyonu ve aksiller lenf nodu durumu gibi meme
kanserinin prognozunu etkileyen birgok faktor listelenmistir ve son 20 yilda bu listeye
timor hiicresinin yiizeyinde baska faktorler eklenmistir. Ayrica, proliferasyon ve
boliinme potansiyelleri rutin olarak incelenip Ki67 degeri olarak belirtilmistir. Cerrahi
olarak tedavi edilen her hastaya su anda rutin olarak makroskopik ve mikroskopik
histolojik analiz, TNM evrelemesi, Ostrojen reseptorlerinin (ER) progesteron
reseptorleri (PR), HER-2 neu reseptorlerinin immiinohistokimyasal taninmasi ile
evreleme ve Ki67 prognostik deger incelemesi yapilmaktadir. Bu parametreler meme
kanserinin genetik alt tipini belirleyerek meme kanseri tipini uygun sekilde tedavi etme
firsat1 saglamaktadir (Kondov et al 2018). Meme tiimorlerini gruplandirmak i¢in ¢esitli
siniflandirmalar gelistirilmistir. 2000 yilinda Perou ve ark. intrinsik siniflandirma ile
meme kanserinin dort alt tipini belirtmistir: luminal A ve luminal B (ER pozitif), HER2

pozitif ve bazal benzeri.

Tablo 1. Meme kanserinin intrinsik alt tipleri (Perou et al 2000, Feng et al 2018, He,
Lv, Song and Zhang 2019).

Alt tipler Molekiiler Ozellikler Ki67 Insidans
Luminal A ER+, PR+, HER2- <%14 %40-70
ER-, PR+, HER2-
ER+, PR-, HER2-
Luminal B ER+, PR+, HER2+ >%14 %15-20

ER-, PR+, HER2+

ER+, PR-, HER2+
HER2+ ER-, PR-, HER2+ >%14 %5-15
Triple-negatif ER-, PR-, HER- >%14 %15-20




Luminal A alt tipi meme kanserleri arasinda en yiiksek prevalansa sahiptir. Prognozlari
cok iyi olup diisiik dereceli ve yavas biiylimeye egilimlidir. Luminal B alt tipi ise
genellikle luminal A kanserlerinden daha hizli proliferasyona ve daha kétii prognoza
sahiptir (Ungel ve ark 2015). HER2+ meme kanseri, meme kanseri hiicrelerinin HER2
gen amplifikasyonuna veya asir1 ekspresyonuna sahip bir meme kanseri alt tipidir.
HER2 hedefli tedavilerin uygulanmasindan once, tiim meme kanseri alt tiplerinin
arasinda en kotli prognoza sahip oldugu diisiiniilmekteydi (Provenzano, Ulaner and
Chin 2018). Ancak giiniimiizde HER2 reseptoriinii hedefleyen terapilerle basariyla
tedavi edilebilmektedir.

Bazal benzeri meme kanserleri, normal bazal/miyoepitelyal hiicrelerde eksprese edilen
belirteglerin ekspresyonu ile karakterize edilen, daha ¢ok geng yasta ve premenapozal
kadinlarda goriilen bir meme kanseri alt tipidir. Bazal benzeri meme kanserleri triple-
negatif olarak da adlandirilmaktadir ancak tiim bazal benzeri karsinomlarin triple-
negatif olmadigi gosterilmistir. Bununla birlikte bazal benzeri tiimérlerin neredeyse
%20'si ER+ veya HER2+, triple-negatif meme kanseri (TNMK) alt tipleri arasinda
yaklasik %80'inin bazal benzeri alt tipinde oldugu bulunmustur (Temian, Pop, Irimie

and Berindan-Neagoe 2018).

2.1.2. Triple negatif meme kanseri

Tiim meme tiimdrlerinin yaklasik %15'ini olugturan TNMK ER, PR veya HER2
eksprese etmemesi ile karakterizedir. Triple negatif (TN) tiimdrler taniy izleyen ilk 3
ila 5 y1l iginde uzak niiks riski tasimaktadir (Waks and Winer 2019). Cogunlugu bazal
benzeri fenotipe sahip olan TN tliimorlerin diger alt tiplere gore klinik olarak daha
agresif oldugu ve daha kotii prognoza sahip oldugu bilinmektedir (Howlader et al
2014). TNMK 5 yillik sagkalim oraninin %75'ten az olmasiyla birlikte geng ve
premenopozal kadinlarda daha sik ortaya ¢ikmaktadir (Azzam et al 2020). TNMK
timorleri tipik olarak yliksek dereceli biiyiik boy tiimoérlerdir. Hastalar siklikla III.
evrede teshis edilmektedir (Jitariu, Cimpean, Ribatt and Raica 2017). Ayrica, cogu
duktal adenokarsinomdur ancak diger nadir tiimdrler de (6rne8in, metaplastik,
mediiller ve adenoid kistik tiimdrler) TN olabilmektedir (Carey, Winer, Viale,
Cameron and Gianni 2010). Tiimor boyutu, lenf nodu durumu, tiimor derecesi, tani

yasi, cerrahi ve kemoterapi tipi gibi ¢esitli klinik-patolojik degiskenlerin TNMK



hastalarinda prognozda ve sagkalim siirecinde etkili oldugu gosterilmistir (Assaker et
al 2020). Ayrica, TNMK hiicrelerinin uzak organlara (agirlikli olarak kemik, akciger
ve beyin) yliksek metastaz potansiyelinin olmasi TNMK hastalarinin biiyiik
cogunlugunun temel 6liim nedenidir ve 6nemli bir klinik problemdir (Neophytou,

Boutsikos and Papageorgis 2018).

TNMK’nin, Vanderbilt Siniflandirmasi ile mRNA ekspresyon profili yoluyla 6 alt tipi
tanimlanmistir. Bunlar; bazal benzeri-1 (BL-1); bazal benzeri-2 (BL-2); mezenkimal
(M); mezenkimal kok benzeri (MSL); immiinomodiilatér (IM) ve liiminal androjen
reseptorli (LAR) alt tipleridir (Sekil 1A) (Lehmann et al 2011). Daha sonra alt1 farkli
alt tip olan bu 6nceki simiflandirma dort alt tipe indirgenmistir (Sekil 1B) (Lehmann et
al. 2016). Bu nedenle TN tiimorler heterojen yapist ve agresif seyrinden dolayr diger
meme kanseri alt tiplerine gore dikkat cekmektedir.

Immimmodiilatsr BL-1
04211 05179
BL-2
: 05233
/
k
Kararsu B ezenlrim
‘j » \ ) 05135 Mu»zu i
Mezenkimal k6l T P ey
Semerl L) reseptorii (LAR) LAR.
196.5 0492 05147

Sekil 1. TNMK Siniflandirmas1 A) Lehmann 2011 ve B) Lehmann 2016 (Gerratana
et al 2018).

2.1.2.1. Tedavi Yontemleri

Meme kanseri hastalarinin tedavisinde temelde alti farkli standart tedavi
kullanilmaktadir. Bunlar; cerrahi, radyasyon tedavisi, kemoterapi, hormon tedavisi,

hedefe yonelik tedaviler ve immiinoterapidir (Majeed et al 2014).



Kemoterapi, tek basina ya da cerrahi ve/veya radyoterapi ile kombinasyon halinde
TNMK igin standart tedavi yontemidir (Ismail-Khan and Bui 2010). Genellikle TNMK
hastalar1, 6zellikle adjuvan ve neoadjuvan tedavi acisindan diger meme kanseri alt
tipleri tedavisinde kullanilmakta olan siklofosfamid, karboplatin, sisplatin,
doksorubisin, 5-fluorourasil (5-FU) gibi kemoterapétik ajanlar ile tedavi edilmektedir
(Nofech-Mozes et al 2009).

Taksan ve antrasiklin bazli kombinasyon kemoterapi erken evre TNMK hastalar1 igin
standart tedavi yaklasimi olmaya devam etmektedir. Antrasiklinler (doksorubisin ve
epirubisin) meme kanseri tedavisi i¢in en aktif ilaglar arasindadir. TNMK hastalarinda
taksanlarla birlikte antrasiklinler kullanildiginda yiiksek etkinlik goézlenmistir.
Taksanlarin (paklitaksel, dosetaksel, kabazitaksel) TNMK’da reseptor pozitif
kanserlerden daha etkili oldugunu gosteren ¢alismalar da literatiirde mevcuttur (Arslan
ve Oksiizoglu 2019). Ancak, TNMK icin etkili, spesifik, hedefli bir terapi mevcut
degildir.

TNMK tanis1 alan hastalar yaygin olarak tedavide kullanilan kemoterapik ilaclara
kars1 direnglidir ve kotii prognoza sahiptir. Ayrica, TNMK hiicrelerinde hormon
reseptorlerinin bulunmamasi nedeniyle, bu reseptorleri hedefleyen terapotikler TNMK
tedavisinde basarisiz olmaktadir. Bu nedenle, TNMK tedavisinde yenilik¢i tedavi

stratejilerine odaklanilmaktadir (Gomillion 2019).

Son yillarda TNMK'nin molekiiler 6zelliklerini karakterize etmek ve yeni terapotik
seceneklerin  gelistirilmesi amaciyla klinik oncesi ve klinik ¢alismalar
gerceklestirilmektedir. Bu kapsamda 6zellikle TNMK tedavisinde yenilik¢i yaklagim
olarak tirozin kinaz inhibitorleri, epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR),
vaskiiler endotelyal biiytime faktorii reseptoriic (VEGFR) ve poli (ADP-riboz)
polimeraz (PARP) inhibitorleri dikkat ¢ekmektedir.

Tirozin kinazlar (TK'lar), meme kanserinde asir1 eksprese edilmektedir ve metastatik
meme kanserinin ilerlemesi ile iliskilidir. Imatinib, erlotinib, gefitinib, lapatinib,
dasatinib ve pazopanib gibi kemoterapik ajanlar TK reseptorlerinin fosforilasyonunu
hedefleyerek cesitli tiimdrlerin tedavisinde kullanilmaktadir. Dasatinib, tek basina

veya sisplatin gibi kemoterap6tik ajanlarla kombin olarak kullanildiginda TNMK



hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigi gosterilmistir (Kim, Mueller, Gartner and

Boerner 2013).

Diger yandan, TNMK hastalarinin ¢ogunda yiiksek diizeyde EGFR ekspresyonu
gozlenmis, kotii prognoz ve kemoterapiye azalan yanit ile iliskilendirilmistir.
Lapatinib ve setuksimab gibi anti-EGFR ajanlarin metastatik TNMK’de etkisine
yonelik klinik faz IT ¢alismalar bulunmaktadir (Nabholtz et al 2016). Ayrica, VEGFR
ekspresyonu TNMK’de diger alt tiplere kiyasla ¢cok daha yiiksektir. Bir anti-VEGF
monoklonal antikoru olan Bevacizumab (Avastin), TNMK hastalarinda yapilan
calismalarinda anti-anjiyogenetik etki gostererek sagkalim siiresini uzattigi literatiirde

belirtilmistir (Ma et al 2016).

PARP inhibitorlerinin ise, Ozellikle kalitsal BRCA mutasyonu tagiyan TNMK
hastalarinda DNA’da olusan tek zincir kiriklarinin tamir edilmesini engelleyerek
hiicrelerde apoptotik 6liime yol agtig1 belirlenmistir. Bu kapsamda BRCA1 mutasyonu
tagiyan ileri evre meme kanseri tedavisinde klinik faz denemeleri devam eden ve

tamamlanarak FDA tarafindan onaylanan farkli PARP inhibitorleri bulunmaktadir

(Nur Husna, Tan, Mohamud, Dyhl-Polk and Wong 2018).

2.2. CDK 4/6 INHIBITORLERI

Hiicre dongiisii kontroliiniin bozulmast ve siklin-bagimli kinazlarin (CDK'ler)
aktivitesinin aracilik ettigi kontrolsiiz hiicre proliferasyonu, patolojik bir siire¢ olarak
kanserin temelinde yer almaktadir. Kanser hiicrelerinin proliferasyonu inhibe etmek
i¢in tasarlanan birinci nesil, secici olmayan CDK inhibitérlerinin klinik uygulamasi,
yiiksek toksisite riski ve sinirli etkinligi nedeniyle basarisiz olmustur. Bu nedenle yeni
nesil secgici CDK4/6 inhibitorleri olarak palbosiklib (PD0332991), ribosiklib
(LEEO11) ve abemasiklibin (LY835219) gelistirilmesiyle hiicre dongiisiinde G1-S-
faz gecisinde dnemli bir role sahip oldugu bilinen CDK4/6'nin etkin bir sekilde inhibe
edilmesi saglanmistir (O'Leary, Finn and Turner 2016). Bu ii¢ CDK 4/6 inhibitort,
aromataz inhibitorleri veya fulvestrant ile kombin tedavi seklinde metastatik meme
kanseri tedavisi i¢in giinlimiizde kullanilmaktadir (Schettini et al 2018). CDK4/6
inhibitorlerinin endokrin tedavisine eklenmesi, ER+ meme kanseri alt tipinde
progresyonsuz sagkalim (PFS) siiresinde artis ile sonuglanmistir (Pernas, Tolaney,

Winer and Goel 2018).



Palbosiklib (PD0332991), HER2— metastatik meme kanserine karst kanitlanmig
etkinligi olan, sinifinin ilk yeni nesil ve se¢ici CDK4/6 inhibitoriidiir. Subat 2015'te
FDA tarafindan hormon reseptor pozitif (HR+)/HER2— metastatik meme kanseri
hastalarinin birinci basamak tedavisinde letrozol ile birlikte kullanimina onay
verilmistir. Subat 2016’da ise HR+, HER2— ve endokrin tedavisine direngli metastatik
meme kanseri tedavisi i¢in fulvestrant ile birlikte FDA tarafindan onaylanmistir

(Condorelli et al 2017).

Ribosiklib (LEEO11) de palbosiklib gibi oral olarak alinabilen, segici, kiigiik molekiillii
bir CDK4/6 inhibitoriidiir. 13 Mart 2017 tarihinde FDA tarafindan postmenapozal,
ER+ ve HER2- ileri evre veya metastatik meme kanseri hastalarinda, bir aromataz
inhibitorii ile kombin baslangic tedavisi olarak ribosiklibin kullanimi onaylanmistir
(Kwapisz 2017). Ayrica, ribosiklib'in tek bir ajan olarak veya letrozol ve
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) inhibitorleri ile kombin halinde ER+ meme kanseri
ksenograft timor modellerinde antitiimor aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir
(Hortobagyi et al 2016). Ribosiklibin MDA-MB-231 TNMK hiicre hattinda (Li et al
2019) tek basina; HCC70, HCC1806 ve MDA-MB-468 TNMK hiicre hatlarinda ise
PI3K inhibitorii olarak alpelisib (BYL719) ile birlikte apoptotik etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Teo et al 2017).

2.2.1. Abemasiklib

Abemasiklib (LY2835219), klinik ¢alismalarda HR+ metastatik meme kanseri
tedavisinde tek bir ajan olarak aktif, CDK4 ve CDK®6 i¢in se¢ici, ATP-kompetitif ve

geri doniistimlii bir kinaz inhibitoriidiir (Torres-Guzman et al 2017).

Klinik olarak abemasiklibin, FDA tarafindan onaylanmig diger CDK4/6 inhibitorleri
ile karsilastirildiginda daha ytiksek tek-ajan aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir
(O’Brien et al 2018). U¢ CDK4/6 inhibitdriinden yalnizca abemasiklib, dnceden tedavi
edilmis HR+, HER2— meme kanseri i¢in tek ajan olarak onay almistir, diger iki
inhibitor endokrin ajanlarla birlikte onaylidir (Liu et al 2020). Ayrica, abemasiklibin
kan-beyin bariyerini yiiksek derecede gegme potansiyelinden dolayi, meme kanseri
hastalarinin yaklasik %30'unda meydana gelen beyin metastazlarin1 tedavisinde de
potansiyel bir ajan olarak gortiilmektedir (Nur Husna, Tan, Mohamud, Dyhl-Polk and
Wong 2018).



2.2.1.1. Abemasiklibin farmakodinamigi

Abemasiklib, yapisal ve biyolojik olarak palbosiklib ve ribosiklibden farklidir ve
CDK6’ya gore CDK4 i¢in daha fazla secicidir (Sekil 2).
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Sekil 2. Abemasiklibin kimyasal yapisi.

Abemasiklib ileri evre metastatik HR + meme kanserinin tedavisi i¢in etkili ve umut
vaat eden bir segenek olarak goriilmektedir. Ayrica toksisite profili ve oral uygulamasi
uygun bulunmustur. Palbosiklib ve ribosiklib tedavisinde hematolojik toksisiteler
sikca goriiliirken, abemasiklibin diger CDK4/6 inhibitorlerine gore daha diisiik bir
ndtropeni insidansina sahip oldugu belirtilmektedir. Ancak abemasiklib tedavisi
uygulanan hastalarda en sik goriilen yan etkilerin basinda ishal, bulanti, kusma, karin
agrist ve halsizlik yer almaktadir (Eggersmann, Degenhardt, Gluz, Wuerstlein and

Harbeck 2019).

Abemasiklib 5 metabolit liretmektedir, fakat sadece abemasiklib ve 3 metabolit -
hidroksyabemasiklib ~ (M20), N-desetilabemasiklib  (M2) ve hidroksi-N-
desetilabemasiklib (M18) - plazma maruziyetinin ¢gogunu olusturmaktadir. M2, M20
ve M18 metabolitleri de konsantrasyona bagli bir sekilde hiicre biiylimesini ve hiicre
dongiisii ilerlemesini inhibe etmektedir. M2 ve M20 metabolitlerinin etkinligi
abemasiklibe benzer diizeydeyken M18’in etkinligi 3 ila 20 kat daha az bulunmustur
(Palumbo, Lau and Saraceni 2019).

Abemasiklib ile ilgili devam eden klinik faz ¢alismalar1 Tablo 2’de 6zetlenmistir.
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Tablo 2. Metastatik Meme Kanserinde Abemasiklib ile Yapilan Klinik Faz

Caligmalar1 (www.clinicaltrials.gov Erisim Tarihi 11.03.2020).

ID No Faz Kombin ilaclar Katilhmer | Durum
Sayisi
NCT03703466 2 - 72 Yiiriirliikte,
Katilimci
Alimmmiyor
NCT02747004 2 Tamoksifen, Proflaktik | 234 Yirirlikte,
loperamid Katilimei
Alinmiyor
NCTO04031885 4 Fulvestrant, Standart 300 Katilimei
kemoterapi Alintyor
NCT02102490 2 - 132 Calisma
Tamamlanmis
NCT04188548 1 LY3484356 215 Katilimci
Alintyor
NCT03988114 4 Nonsteroidal aromataz Geri Cekilmis
inhibitorleri
NCT03939897 1/2 | Kopanlisib, 194 Katilimci
Kopanlisib Alintyor
Hidrokloriir,
Fulvestrant
NCT03130439 2 - 37 Katilimci
Alintyor
NCT02675231 2 Trastuzumab, 225 Yrirlikte,
Fulvestrant, Katilimer
Standart kemoterapi Alinmiyor
NCT03846583 1 Tukatinib, 53 Heniiz
Trastuzumab, Katilimei
Aromataz Inhibitorleri Alinmiyor
NCT02057133 1 Letrozol 198 Katilimci
Anastrozol Alintyor
Tamoksifen
Eksemestan
Everolimus
Trastuzumab
LY3023414
Fulvestrant
Pertuzumab
Loperamid
Endokrin terapi
NCT02763566 3 Anastrozol 463 Yiiriirliikte,
Letrozol Katilimci
Fulvestrant Alinmiyor
Placebo
NCT02107703 3 Fulvestrant 669 Katilimet
Placebo Alintyor

11




2.2.1.2. Abemasiklibin meme kanserindeki etkisi

Meme kanseri de dahil olmak iizere ¢esitli karsinomlar tizerinde CDK4/6 inhibitorleri
i¢in ¢ok sayida klinik ¢aligma yapilmistir. Abemasiklib HR+, HER2--meme kanseri
tedavisinde potansiyel terapotik etkisi dolayisiyla 6nemli bir standart tedavi olmasi

beklenmektedir (Kotake and Toi 2018).

Abemasiklib birinci ve ikinci basamak tedavide endokrin terapi ile birlikte HR+ ileri
metastatik meme kanseri i¢in FDA onayli olup, hem endokrin tedavisi hem de
kemoterapide ilerlemeyi takiben monoterapi olarak onaylanan tek CDKA4/6
inhibitoriidiir (Martin and Goldstein 2018). U¢ 6nemli klinik ¢alisma, MONARCH 1,
2 ve 3, HR+ ve HERZ2- ileri metastatik meme kanseri tedavisi i¢in abemasiklib'in
etkinligini ve glivenligini gostermistir (Dickler et al 2017, Sledge et al 2017, Goetz et
al 2017). Ayrica in vitro ve in vivo olarak da abemasiklib, retinoblastoma (Rb)
fosforilasyonun inhibisyonunda ve Gl fazinda hiicre dongiisii durmasinda giiglii
aktivite gostermistir (Torres-Guzman et al 2017). Ancak, abemasiklibin TNMK
hiicrelerinde sitotoksik ve apoptotik etkisine dair herhangi bir ¢alisma heniiz mevcut

degildir.
2.2.2. Etki mekanizmalar

Cogu normal hiicre (farklilasmamis ve 6liimsiiz olmayan hiicreler) kendilerini hiicre
dongiisiiniin G1/G0 fazina geri doniisii olmayan bir sekilde kisitlar ve bu siireg
proteininin aktivitesi ve dolayisiyla fosforilasyon durumuna baglidir. Rb geni, E2F gen
ailesinin transkripsiyon faktorlerine baglanarak hiicre bdliinmesini kontrol eden bir
timor silipresor gendir. Kanser hiicrelerinde CDK4/6 aktivitesi yaygin olarak
yiiksektir. Ornegin, siklin D1'in asir1 ekspresyonu meme kanserinde siklikla
goriilmektedir. Siklin D’nin agir1 aktivitesi ile CDK4/6'nin aktivitesinin artmast G1-S
gecis kontrol noktasini terapdtik bir hedef haline getirir. Sonug olarak palbosiklib,
ribosiklib ve abemasiklib gibi CDK4/6 inhibitérleri, G1 fazindaki hiicre dongiisiinii

bloke ederek kanserin ilerlemesini 6nlemektedir (Sobhani et al 2019).
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Sekil 3. CDK4/6 aktivitesinin Rb ve E2F ile iliskisi (Knudsen and Wang 2010).

CDK4/6 inhibitorlerinin etki mekanizmasi incelendiginde, normal hiicrelerde CDK4/6
aktivitesi, hiicre dongiisiiniin G1 evresinden S evresine gegisinde rol almaktadir ve bu
gecis Rb geni tarafindan kontrol edilmektedir (Sekil 3). Rb, E2F gen ailesinin
transkripsiyon faktorlerini baglama kabiliyetine sahiptir. Rb hiper fosforile hale
geldiginde, E2F ve diger transkripsiyon faktorleriyle etkilesimi bozulmaktadir.
Boylece S fazi igin gerekli proteinlerin iligkili genleri aktif duruma gegmektedir. Bu
nedenle, CDK4/6 inhibitorleri, siklin D/CDK/ Rb sinyal yolagini hedefleyerek, hiicre
dongiisiiniin durmasini saglamakla birlikte hiicre canliliginin azalmasina ve timor

kiigiilmesine neden olmaktadir (Corona and Generali 2018).

2.3. APOPTOZ

Apoptoz bir programlanmis hiicre 6lim seklidir. Apoptoz terim olarak ilk defa
1972°de J.F.K. Kerr tarafindan kullanilmistir, Yunanca’da apo (=ayr1) ve ptozis
(=diisen) kelimelerinin birlesiminden meydana gelmektedir ve sonbaharda yapraklarin
dokiilmesi anlamimi tagimaktadir (Aktug 2014). Yasamimizin her dakikasinda,
viicudumuzdaki milyonlarca hiicre, apoptoz ile 6liime gitmektedir (Lopez and Tait
2015). Apoptoz, hiicre dongiisiinde, bagisiklik sisteminin gelisimi ve isleyisinde,
hormona bagli atrofide, embriyonik gelisimde ve kimyasal ile indiiklenen hiicre 6limii

gibi cesitli silireglerde hayati bir 6neme sahiptir (Elmore 2007). Apoptozun
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diizensizligi genellikle hastaliklar ile iliskilidir. Asir1 apoptoz dejeneratif bozukluklara
neden olurken, diisiik diizeyde apoptoz neoplastik hastaliklara neden olabilmektedir.
Bu baglamda, kanser hiicreleri, ¢esitli mekanizmalarla hiicre 6liim yolunu devre disi
birakarak apoptozdan kaginmakta ve bdylece kontrolsiiz hiicre boliinmesi avantajini
elde etmektedir (Matsuura, Canfield, Feng and Kurokawa 2016). Bu kapsamda yapilan
kanser arastirmalarinda apoptotik hiicre 6liimii ve molekiiller mekanizmalarinin
aydinlatilmas1 olduk¢a ©Onem arz etmektedir. Biyolojik O6nemi ve terapotik
uygulamalar1 nedeniyle, apoptoz son otuz yildir kapsamli bir sekilde incelenmektedir

(Pena-Blanco and Gracia-Saez 2018).

2.3.1. Apoptozun Morfolojisi

Apoptotik hiicre 6liimiindeki morfolojik degisiklikler, hiicre tipleri ve tiirleri degigse
de olduk¢a benzerlik gostermektedir (Wong 2011). Morfolojik agidan, apoptotik
hiicrelerin gosterdigi degisikliklerin arasinda kromatin yogunlasmasi, niikleer
fragmentasyon, hiicre kiiclilmesi ve yuvarlaklagmasi, membran tomurcuklanmasi,
apoptotik cisimciklerin olusmasi ve hiicre dis1 matrise veya komsu hiicrelere adhezyon

kaybi1 yer almaktadir (Goldar, Khaniani, Derakhshan and Baradaran 2015).
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Sekil 4. Apoptotik siirecte hiicre morfolojisindeki degisimler. (Abou-Ghali and Stiban
2015)
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Kromatin yogunlagmasi, niikleer zarin ¢evresinde baslayarak hilal veya halka benzeri
bir yapt olusturmaktadir. Kromatin, hiicre zarmin bitiinligiinii bozmadan
parcalanincaya kadar yogunlagsmaya devam eder ve bu durum karyoreksis olarak
tanimlanmaktadir (Wong 2011). Karyoreksis sonucunda parcalanan c¢ekirdek

apoptotik cisimciklere karisabilmektedir (Sekil 4).

Apoptotik hiicrelerde fosfatidilserinin hiicrenin i¢ membranindan dig membranina
translokasyonu saglanmaktadir. Boylece makrofajlar tarafindan taninma ve fagositoz
gerceklesmektedir Apoptozun son agamalari ise genellikle membran tomurcuklanmasi
ve tomurcuklanma siirecinin sonunda apoptotik cisim ad1 verilen kii¢iik vezikiillerin
ortaya c¢ikmasi ile karakterizedir (Hassan, Watari, AbuAlmaaty, Ohba and Sakuragi
2014).

Hiicre 6liimiiniin travmatik bir versiyonu olan nekrozun aksine apoptoz, organizmanin
daha biiyiik yarar saglamasi i¢in belirli hiicreleri feda etmesi lizerine verdigi rasyonel

bir karardir (Xu, Lai and Hua 2019).

Apoptoz ve nekrozun baslica en belirgin 6zellikleri Tablo 3’te verilmistir.
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Tablo 3. Apoptoz ile nekroz arasindaki farkliliklar (Coskun ve Ozgiir 2011).

APOPTOZ NEKROZ
Nedenleri Biiyiime faktorlerinin eksikligi, | Iskemi,
Oliim reseptorii aktivasyonu, Hipertermi,
Hiicre yaslanmasi, Hipoksi,
Radyasyon, Agir metaller,
Kemoterapik ajanlar, Toksik ajanlar,
Sitotoksik T lenfositler Oksidatif stres
Morfolojik Hiicre kiiciilmesi, Hiicre sismesi,
Ozellikleri Membran tomurcuklanmasi, Vakuol olusumu,
Apoptotik cisimcikler, Hiicre lizizi,
Kromatin yogunlasmasi, Membran biitiinliigiiniin
Saglam organeller, bozulmasi,
Fosfatidilserin translokasyonu | Organellerin par¢calanmasi
Biyokimyasal | Programli hiicre 6liimii, Iyon dengesinin bozulmast,
Ozellikleri ATP gereksinimi var, ATP gereksimi yok,
DNA  kiriklar1  merdiven | DNA’nin pargalanir
seklindedir.
Diger Hiicreler tek basina ya da Hiicreler grup halinde 6liirler,
Ozellikler birkag1 birlikte oliirler, Patolojik etkiyle ger¢eklesir,
Fizyolojik kosullarda olabilir, | Lizozomal enzimler salinir,
Makofajlar ile fagositoz olur, Inflamasyon gerceklesir.
Inflamasyon goriilmez.

Apoptoz, otofaji ve nekroz kendilerine 6zgli morfolojik farkliliklar1 ve fizyolojik

stiregleri ile temelde ayirt edilebilmesine ragmen, bu 6lim tiplerine neden olan

molekiiler mekanizmalar olduk¢a karmasiktir. (Ou, Lin, Song, Liu, Lai and Shao

2017).
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2.3.2. Apoptozun molekiiler mekanizmalari

Apoptoz, bir hiicrede kaspaz aracili ekstrinsik veya intrinsik yolaklar araciligryla
tetiklenebilmektedir. Ancak apoptoz temelde efektor apoptotik kaspazlarin aktivitesi
sonucunda morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler ile hiicre O6liimiiniin
gerceklesmesinde rol almaktadir. Genellikle, pro-apoptotik ve anti-apoptotik protein
diizenleyicileri arasindaki denge, bir hiicrenin apoptoza girip girmedigini belirlemede

Kritik bir anahtar noktadir (Pistritto, Trisciuoglio, Ceci, Garufi and D’Orazi 2016).

2.3.2.1. intrinsik Yolak

I¢ yolak ya da mitokondriyal yolak olarak literatiirde belirtilen intrinsik apoptotik
yolak genellikle hiicrede otonom bir sekilde gerceklesmektedir. DNA hasari
(genotoksik ajanlar veya DNA onarimindaki hatalar), endoplazmik retikulum stresi
(katlanmamuis proteinlerin birikmesi), biiylime faktorii eksikligi ve oksidatif stress gibi
¢ogu hiicresel stress sonucunda hiicrede meydana gelen hasar tamir edilemediginden
dolay1 aktif bir sekilde apoptotik hiicre 6liimiinii baslatmaktadir (Green and Llambi
2015).

Bax, Bak, Bcl-2 ve Bcl-xL gibi bir dizi Bcl-2 ailesi iiyesi, mitokondriyal membran
gecirgenligini  diizenleyerek mitokondriden sitokrom c'min salinimini kontrol
etmektedir (Su, Yang, Xu, Chen and Yu 2015). Aktif Bak ve Bax, mitokondriyal dis
membran permeabilizasyonunu indiiklemektedir ve bdylece sitokrom c'nin
salinmasini tetiklemektedir. Hiicrede intrinsik yolak aktive oldugunda, mitokondri
membran potansiyelinin bozulmasi sonucunda mitokondriden sitokrom ¢
salinmaktadir. Sitokrom c, prokaspaz-9 ve apoptotik proteaz aktive edici faktor (Apaf-
1) ile birlikte apoptozom ad1 verilen bir kompleks olusturarak kaspaz-9'un ATP'ye
baglt bir sekilde aktivasyonunu kolaylastirmaktadir. Aktif kaspaz-9 daha sonra
“cellat” kaspazlarini, kaspaz-3 ve kaspaz 7’yi aktive ederek hiicrede apoptotik 6liimiin

gerceklesmesini saglamaktadir (McArthur and Kile 2018).

2.3.2.2. Ekstrinsik Yolak

Ekstrinsik yolakta apoptoz, FAS/CD95 ligandi (FASL/CD95L), timéor nekroz faktorii-
o (TNFa) ve TNF-iliskili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL) gibi 6liim-ligandlarinin
FAS/CD95, TNFa reseptorii 1 (TNFR1) ve TRAIL reseptorii (TRAILR) 1-2 gibi
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cesitli 6liim reseptorlerine baglanmasiyla tetiklenmektedir (Galuzzi et al 2012). Bu
6lum reseptorleri, TNF reseptorii ile iligkili 6liim domaini (TRADD) ve fas ile iligkili
6lim domaini (FADD) gibi c¢ekirdek proteinlerini harekete gegiren bilesenlere
sahiptir. Ligand-reseptor baglanmasi sonucunda kaspaz 8'in uyarilmasina neden olan
6lim indikleyici sinyal kompleksi (DISC) olusmaktadir. Bdylece, kaspaz 8 diger
kaspazlar1 aktive ederek hiicre Oliimiiniin gerceklesmesini saglamaktadir. Ayni
zamanda kaspaz 8, Bid (Bcl-2 proteininin proapoptotik bir tiyesi) proteinini bolerek
sitokrom-c'nin  mitokondriden salinmasina neden olarak intrinsik yolagi

aktiflestirmektedir (Abraha and Ketema 2016).

Ekstrinsik ve intrinsik apoptotik yolaklar Sekil 5°te gosterilmistir.

Intrinsik Yolak Ekstrinsik Yolak

@ Ligand

Oliim reseptérii
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Sekil 5. Apoptotik i¢ ve dis yolak (Loreto et al 2014).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

-80°C derin dondurucu (Haier, Cin)
Buzdolabi (Regal, Tiirkiye)

Sogutmali santriflij (Niive, Tiirkiye)

Su banyosu (Stuart, Birlesik Krallik)

Distile su cihazi (Niive, Tiirkiye)

Otoklav (Niive, Tiirkiye)

Vorteks (Hangzhou Allsheng, Cin)

Orbital ¢alkalayici (Hangzhou Allsheng, Cin)
Hassas Terazi (Shimadzu, Japonya)

Thermal Cycler (Sensoquest, Almanya )
Biyogiivenlik Kabini Sinif II (Thermo Fisher Scientific, ABD )
CO: inkiibator (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Inverted mikroskop (BestScope, Cin)

Countees hiicre sayim cihazi (Invitrogen, ABD)

Muse® Cell Analyzer (Merck Millipore, Almanya)

EVOS Goriintiileme Sistemi (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Qubit 4.0 Flurometer (Invitrogen, ABD)

StepOnePlus Real Time- PCR (Applied Biosystems, ABD)
ELISA Plaka Okuyucu (Hangzhou Allsheng, Cin )

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Merck Milipore, Almanya)

Abemasiklib (Selleck Chemicals, ABD)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Gibco ®, Thermo Fisher Scientific,
ABD)

Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12)
(Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD)
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. Tripsin/EDTA (%0.25) (Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD)
. Phosphate Buffered Saline (PBS) Gibco ®, Thermo Fisher Scientific, ABD)
. Fetal Bovine Serum (FBS) (Biological Industries, ABD)

. Penisilin-Streptomisin (Biological Industries, ABD)
. Water soluble tetrazolium-1 (WST-1) reaktifi (Biovision, ABD)
. Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit (Merck Millipore, Almanya)

. Muse™ Cell Cycle Kiti (Merck Millipore, Almanya)
. Akridin oranj (Sigma Aldrich, ABD)

. Etidyum bromiir (Amresco, ABD)

. Etanol (Merck Millipore, Almanya)

. Paraformaldehit (Sigma Aldrich, ABD)

. Tripan mavisi (Thermo Fisher Scientific, ABD)

. E.Z.N.A.® Total RNA Kit I (Omega Bio-tek, ABD)

. High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific,
ABD)

. TagMan® Gene Expression Assays (Thermo Fisher Scientific, ABD)

. TagMan® Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific, ABD)

. Caspase 3 Human Instant ELISA™ Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD)

3.2. YONTEM

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) insan triple negatif meme kanseri hiicre hatt1 ve
MCF-10A (ATCC® CRL-10317™) insan meme epitel hiicre hattt Amerikan Tip
Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC)’den ticari olarak satin alinmistir. MDA-MB-231 hiicre
hattt DMEM besiyerinde %10 FBS ve %]1 Penisilin/Streptomisin ve MCF-10A hiicre
hattt DMEM/F12 besiyerinde 100 mg/mL EGF, 10 mg/mL insiilin, 1 mg/mL
hidrokortizon, %10 FBS, %]1 Penisilin/Streptomisin ilave edilerek 37°C’de %S5
karbondioksit (CO2) bulunan inkiibatorde kiiltiire edildi.

Hiicre stoklar1 -80°C’den ¢ikarilarak 37°C su banyosunda ¢oziildii. Igerisine hazirlanan
besiyeri eklenerek 75 cm? filtreli flasklara ekildi. Hiicrelerin cogalmasi her giin

inverted mikroskop ile kontrol edildi ve besiyerleri yenilendi. Yeterli hiicre
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yogunluguna ulasildiginda besiyeri ortamdan uzaklastirildi ve PBS ile 1 kez yikandi.
Flasklara hiicrelerin kaldirilmasi i¢in Tripsin-EDTA (%0.25) eklenerek inkiibatdrde 4-
5 dakika inkiibe edildi. Mikroskopta kontrol edilen hiicreler hafifce ¢alkalanarak flask
yiizeyinden kaldirildi. Tripsini inaktive etmek amaciyla en az konulan tripsin miktari
kadar hazirlanan besiyeri flasklara eklendi ve hiicreler bir serolojik pipet yardimiyla
toplandi. Elde edilen hiicre siispansiyonu 50 mL'lik steril falkona alind1 ve 1500
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Sonrasinda, hiicrelerin siipernatant1 uzaklastirilarak
hiicre pelleti 1 mL taze besiyeri ile siispanse edildi. Hiicrelerin sayilmasi i¢in, hiicre
siispansiyonundan bir ependorf tiip igerisine 10 pL alinarak 10 pL tripan mavisi ile
pipetlendi. Boyanan hiicreler 6zel bir lam igerisine aktarilarak Countees hiicre sayim
cihazinda (Invitrogen, ABD) sayimi gerceklestirildi. Stok i¢in ise, hiicre pelleti 900
uL besiyeri ile siispanse edildi ve lizerine 100 uL DMSO eklenerek kryotiiplere
aktarild1 ve hiicreler -80°C’de stoklandi.

3.2.2. WST-1 Canlhilik Analizi

Hiicre canlilik analizleri cesitli hiicre tiplerinde sitotoksisite acisindan ¢ok sayida
kimyasalin taranmasina olanak saglarken ayni zamanda kanser kemoterapisinde anti-
kanser ilaclarin etkin dozlarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Tominaga et al.
1999). Canli 6karyotik hiicrelerin sayisini belirlemek i¢in kullanilan yontemlerden biri
olan tetrazolyum indirgeme metodu, canli hiicrelerin bir gostergesi olan enzimatik

aktiviteyi 6lgmektedir. (Riss et al. 2016).

Abemasiklibin MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik
etkisinin incelenmesi igin 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-distilfofenil)-2H-
tetrazolyum (WST-1) boyast kullanildi. WST-1 reaktifi agik kirmizi renkli bir
tetrozolyumdur ve ¢alisma prensibi mitokondriyal dehidrogenaz enzimleri ile
reaksiyona girerek formazan olusumuna dayanmaktadir (Sekil 6). Reaksiyon
sonucunda renk degisikligi meydana gelerek olusan turuncu renk 450 nm dalga
boyunda absorbans vermektedir. WST-1 reaktifi suda ¢Oziiniir bir formazan
olusturdugundan, ilave bir ¢oziindiirme asamasi olmadan, absorbans 30 dakika ila 4

saat icerisinde Olgiilebilmektedir (Ngamwongsatit, Banada, Panbangred and Bhunia

2008).
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Sekil 6. WST-1 mitokondriyal enzimlerle formazana indirgenir (Yin, Wei, Wang, Xu
and Yang 2013).

WST-1 deneyi icin hiicreler 96 kuyucuklu plakalara her kuyuda 2x10* hiicre olacak
sekilde 100 pL besiyeri ile birlikte ekildi ve 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda, her bir hiicre hatti i¢in abemasiklibin Sekil 7°de belirtilen dozlart
uygulanarak sitotoksik etkisi 24 ve 48 saat i¢in iki ayr1 deney kurularak degerlendirildi.
Tiim deneyler 3 kez tekrar edildi.

1 2 3 4 5 6 7 B 8 10 1 12 m Kontrol
m 0.5uM
m 1M
1.5 uM
m 2uM
2.5 uM

Iz @ - m o o m B

Sekil 7. Abemasiklib WST-1 Analizi i¢in 96 kuyucuklu plaka diizenegi.

Deneylerin inkiibasyon siireleri sone erdiginde her kuyuya 10 pL WST-1 reaktifi
(Biovision, ABD) eklendi. Inkiibatérde reaksiyonun gerceklesmesi icin 45 dakika
inkiibe edildi. Sonrasinda ELISA okuyucu cihazinda (Allsheng, Cin) 450 nm dalga

boyunda absorbans 6l¢iimii yapildi. Kontrol grubu, doz uygulamas1 yapilmadig: igin
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%100 canli olarak kabul edildi. ilag uygulanan deney gruplarmin canlilik yiizdeleri

kontrole kiyasla hesaplandi.

3.2.3. Annexin V Analizi

Normal ve saglikli bir hiicrede, fosfatidilserin (FS) hiicre zarinin i¢ kisminda yer
almaktadir. Ancak hiicrede apoptotik bir sinyal olustugunda FS hiicre zarinin dis
kismina transloke olarak erken apoptozda fagositik hiicrelerin taniyip baglanabilecegi
bir belirte¢ gorevi alir (Oktem, Ozhan ve Ozol, 2001). Annexin V, fosfatidilserine
yiiksek affinite ile baglanan bir proteindir ve floresan izotiyosiyanat (FITC) ile
isaretlendiginde akis sitometrisi yontemi ile erken apoptotik hiicrelerin belirlenmesini
saglamaktadir. Geg apoptotik evrede ise hiicre membraninin biitiinliigii bozuldugu
icin, Annexin V-FITC boyasi membrana baglanarak yesil floresan verirken,
propidyum iyodiir (PI) boyasi hiicre i¢ine girerek kirmizi floresans vermektedir (Sekil

8). Nekrotik hiicreler ise sadece PI ile boyanmaktadir.

/"\.
e /
K mss
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%
széég’
.\ormal hiicre Erken apoptoz Gec apoptoz
Y. VR i il
(. Annexin V-FITC Ca™ O/’ Fosfatidilserin (FS) c Propidyum iyodiir (PI)

Sekil 8. Apoptotik siiregte fosfatidilserin-Annexin V baglanmasi (Zimmermann and
Meyer 2011).
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Annexin V-FITC ve PI boyalartyla isaretlenen hiicreler tek tek kolondan gecerek cihaz
tarafindan karakterize edilmektedir (Tablo 5).

Tablo 4. Annexin V-FITC ve Pl ile boyanan hiicrelerin dzellikleri.

Hiicrelerin Ozellikleri Annexin V-FITC PI
Canli B B
Erken apoptotik + B
Geg apoptotik + +
.- . - +
Olii veya nekrotik

Abemasiklibin etkin oldugu dozlar (0.5 uM, 1 uM, 1.5 uM, 2 pM) hiicrelere
uygulanarak Annexin V analiziyle abemasiklibin apoptotik etkisi belirlenmistir (Sekil
9). Diger analizlerde abemasiklibin Sekil 9°da belirtilen etkin dozlarinda

gerceklestirilmistir.

= Kontrol
0.5 uM
" 1 uM
m 1L.5uM
m 2uM

Sekil 9. 6 kuyucuklu plaka diizenegi.

Annexin V analizi i¢in, oncelikle hiicreler 6 kuyucuklu plakalara ekildikten 24 saat
sonra, abemasiklibin belirlenen etkin konsantrasyonlariyla 48 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonucunda tripsin ile hiicreler kaldirild1 ve ependorf tiiplere
alinarak 1500 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Siipernatant uzaklastirildi ve elde edilen
hiicre pelleti PBS ile iki kez yikandi. PBS ile slispanse edilen hiicreler 100 pL Muse®
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Annexin V & Dead Cell Assay Kit ile 30 dakika karanlikta inkiibe edilerek boyandi.
Boyanan hiicreler Muse® Cell Analyzer (Merck Millipore, Almanya) cihazinda

analize alindi. Deneyler ii¢ kez tekrarlandi.

3.2.4. Hiicre Siklusu

Hiicre dongiisii analizi, anti-kanser ilaglarin hiicre dongiisiiniin hangi fazinda etkili
oldugunu tespit etmek amactyla yapilmaktadir. Muse™ Cell Cycle Kiti PI boyas1 ve
RNAaz A i¢cermektedir ve boylece hiicre dongiisiiniin GO/G1, S ve G2/M fazlarindaki

hiicrelerin igerdigi DNA miktarlarinin kantitatif 6l¢iilmesini saglamaktadir.

Abemasiklibin MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinin hiicre siklusu iizerindeki
etkisini belirlemek icin dncelikle hiicreler 6 kuyucuklu plakalara kuyu basma 5x10°
hiicre olacak sekilde 1 mL besiyeri ile ekildi. Yiizeye tutunmalar1 i¢in 24 saat
beklendikten sonra abemasiklibin belirlenen etkin konsantrasyonlariyla 48 saat
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler tripsin ile kaldirilarak ependorf
tiiplere alind1 ve PBS ile iki kez yikandi. Hiicreler -20 °C'de en az 3 saat boyunca 1
mL %70 etanol ile fikse edildi. Fiksasyon sonrasinda, hiicreler 200 pL. Muse ™ Cell
Cycle Kiti (Merck Millipore, Almanya) ile boyanarak Muse® Cell Analyzer (Merck

Millipore, Almanya) cihazinda analiz edildi. Deneyler ti¢ kez tekrarlandi.

3.2.5. Akridin Oranj/Etidyum Bromiir Boyama

Akridin oranj (AO) hem canli hem de 6lii hiicreleri boyayabilen bir boyadir. Etidyum
bromiir (EB) ise sadece membran biitlinliiglinii kaybeden hiicreleri boyamaktadir.
AO/EB ¢ift boyama sonucunda yesil hiicreler canli, kirmiz1 hiicreler nekrotik, turuncu
hiicreler ise apoptotik hiicrelerdir. Fakat nekrotik hiicrelerin aksine, ge¢ apoptotik
hiicreler yogunlasmis ve siklikla pargalanmis ¢ekirdeklere sahiptir. Nekrotik hiicreler
ise kirmizi-turuncu renkte yuvarlak goriinlimdedir. Ancak nekrotik hiicreler
yogunlagmis kromatin olmadan canli hiicrelerinkine benzeyen bir niikleer morfolojiye

sahiptir (Kasibhatla et al., 2006).

Abemasiklibin hiicreler iizerindeki morfolojik etkisinin degerlendirilmesi icin, AO/EB
boyamasi yapildi. Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara kuyu basma 5x10° hiicre olacak
sekilde 1 mL besiyeri ile ekildi. Sonrasinda, hiicrelere 48 saat boyunca abemasiklib

belirlenen etkin konsantrasyonlari uygulandi. Inkiibasyon sonunda, her bir kuyuya 1
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mL %4’liik paraformaldehit eklenerek 30 dakika ¢alkalayicida fikse edildi. Fiksasyon
sonrasinda her bir kuyu PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi. Yikama sonrasinda her bir
kuyuya 1 mL AO/EB soliisyonu eklendi ve 1siktan korunarak 30 dakika calkalayicida
inkiibe edildi. Boyama isleminden sonra kuyular 3 kez PBS ile yikand1 ve EVOS

Hiicre Goriintiileme Sisteminde (Thermo Fisher Scientific, ABD) goriintiilendi.

3.2.6. Gen Ekspresyon Analizi
3.2.6.1. RNA izolasyonu

Hiicrelerden total RNA izole etmek icin tek asamali RNA izolasyon teknolojisi ve
silika-membran teknolojisine sahip olan E.Z.N.A. ™ Total RNA Kit I kullanildi. Bu
kit sistemi, HiBind® matriksinin tersinir baglanma 6zelligine dayanarak mini-kolon

tiiplerin kullanimina dayanmaktadir.

Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 1x10° hiicre olacak sekilde 1 mL besiyeriyle ekildi.
Sonrasinda abemasiklibin belirlenen etkin konsantrasyonlar1 ile 48 saat boyunca
inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda, hiicreler tripsin ile kaldirilarak 1,5 mL'lik ependorf
tiiplere alind1. 1500 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi ve elde edilen hiicre pelleti PBS ile
bir kez yikandi. Pelletin iizerine 350 pL liziz tamponu eklenerek pipetlendi. Elde
edilen hiicre lizati, homojenize edici kolonlu tiiplere alinarak maksimum yiiksek hizda
+4 °C’de santrifiij edildi. Kolondan gegen lizata 1 mL %70 etanol eklenerek HiBind®
RNA kolonlu tiiplere transfer edildi. Tiipler 10.000 g’de 2 dakika santrifiijlendi ve
stipernatant uzaklastirildi. Kolonlar 500 pL yikama tamponu I ile yikandiktan sonra
500 pL yikama tamponu II ile 2 kez yikandi. Siipernatant atildi ve tiiplerin kurumasi
amaciyla yliksek hizda santrifiij yapildi. Kuruyan kolonlar 1,5 mL'lik ependorf tiiplere
yerlestirildi ve lizerlerine dikkatlice DEPC water eklenerek inkiibe edildi. Sonrasinda,
tiipler maksimum hizda santrifiij edilerek elde edilen total RNA 6rnekleri -80 °C’de

cDNA'ya c¢evrilmek tizere saklandi.

3.2.6.2. cDNA Sentezi

Izole edilen total RNA 6rneklerinin konsantrasyonu Qubit 4.0 Flurometer (Invitrogen,
ABD) cihazinda 6lciildii. RNA 6rneklerinden 1 pL alinarak i¢cinde 1 pL Qubit® RNA
BR Reagent ve 199 pL Qubit® RNA BR Buffer bulunan 500 pL’lik Qubit PCR

tiiplerine aktarildi1 ve inkiibasyon sonunda konsantrasyonlar1 6l¢iildii.
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Olgiilen 6rneklerin cDNA'ya ¢evrimi icin The Applied Biosystems™ High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kiti (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullamld:. flk
olarak PCR tiiplerine her dérnekten 100 ng alinarak kit protokoliine gére Nuclease-free
H20, 25X dNTP Mix (100 mM) ve 10X RT Random Primers i¢eren karisim eklendi.
Primer baglanmasi i¢in Thermal Cycler (Sensoquest, Almanya ) PCR cihazinda 5
dakika pre-cDNA programina alinan 6rnekler sonrasinda hemen soguk bloga aktarildi
ve 10X RT Buffer ve MultiScribe™ Reverse Transcriptase ilave edildi. PCR cihazina
alman &rnekler 42°C’de 60 dk, 95°C’de 5 dk ve 4°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon

sonunda tiiplere Nuclease-free H,O eklenerek cDNA sentezi gergeklestirildi.

3.2.6.3. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gen ekspresyon analizleri i¢in reverse transkriptaz PCR (RT-PCR) metodu yaygin
olarak kullanilmaktadir. MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicreleri iizerinde
abemasiklibin mRNA diizeyinde etkisini belirlemek amaciyla apoptoz ile iliskili Bcl2
ve Bax genleri, hiicre déngiisii ile iliskili Ccnd1 ve Rb1 genleri ¢alisilda. ilgili genlerin
ve referans geni olan ACTB (B-Aktin) icin TagMan® Gene Expression Assays
(Thermo Fisher Scientific, ABD) primerleri ve buna uygun TagMan® Gene
Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanildi. Optik 96
kuyucuklu plakanin kuyularina 10 pL master mix, 1 pL primer, 7 pL nuclease-free
H20 ve cDNA orneginden 2 pL eklenerek pipetlendi. Plakanin iizeri kapatilarak
StepOnePlus Real Time- PCR (Applied Biosystems, ABD) cihazina yerlestirildi ve

program 40 siklusa ayarlanarak reaksiyon gerceklestirildi.

Elde edilen bulgular RT? Profiler PCR Array Data Analysis programinda
(https://dataanalysis.qiagen.com/pcr/arrayanalysis.php) degerlendirildi. Gen
diizeyindeki artis veya azaliglar 2"24“T metoduyla kat degisimi (fold-change) olarak
belirlendi.

3.2.7. Kaspaz-3 Tayini

Hiicrelere abemasiklib uygulanmasinin ardindan apoptozla iliskili bir protein olan
kaspaz-3 miktarindaki degisimin tespiti i¢in Caspase 3 Human Instant Enzim Bagl
Immiinosorbent Assay (ELISA)™ Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanild1. Kit

sandvi¢c ELISA yontemi ile eslesen bir antikor ¢ifti arasinda baglanan hedef proteinin
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miktarinin dl¢iilmesini saglamaktadir. Sandvig ELISA oldukca spesifik oldugundan

cesitli ELISA metotlar1 arasinda en sik tercih edilendir.

Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 1x10° yogunlukta ekildi ve abemasiklibin belirlenen
etkin konsantrasyonlar1 ile 48 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
hiicreler bir kez PBS ile yikandi ve scraper ile toplanarak ependorf tiiplerde 1500
rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Pellet 1 mL lizis tamponu ile slispanse edildi ve tiipler
oda sicakliginda 60 dakika calkalayicida inkiibe edildi. Daha sonra elde edilen deney
ve kontrol 6rneklerinden 10 uL her bir kuyucuga eklendi ve calkalayicida 3 saat inkiibe
edilerek hedef proteinin antikora baglanmasi saglandi. Inkiibasyon sonunda,
baglanmamis olan antikorlar1 uzaklastirmak i¢in her bir kuyu 400 pL yikama
sollisyonuyla 6 kez yikandi ve kagit havluya ters bir bigimde birakilarak yikama
soliisyonu kalmayincaya kadar kurumaya birakildi. Sonrasinda, her bir kuyuya
olgiilebilir bir sinyal liretmek i¢in enzim-antikor-hedef kompleks ile reaksiyona giren
100 pL of TMB substrat soliisyonu eklendi ve 1siktan korunarak oda sicakliginda
inkiibe edildi. Substrat deteksiyon antikoruna bagli enzimle reaksiyona girerek renk
degisimine neden olmaktadir. En konsantre standardin rengi koyu maviye ulastiginda
100 pL stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu ve hemen ardindan ELISA

okuyucu cihazinda (Allsheng, Cin) 450 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

3.2.8. istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz ¢alismalar1 igin GraphPad Prism 6.0 ve SPSS (20.0)
programlarindan yararlanildi. Elde edilen verilerin gruplar aras1 farkliliklar istatiksel
anlamlilik agisindan One Way ANOVA (Post-hoc Tukey) analizi ile analiz edildi.
Sonuglar arasindan p<0.05 degerleri istatiksel olarak anlamli kabul edildi. Gen
ekspresyon seviyelerindeki degisimler RT? Profiler PCR Array Data Analysis
programiyla (https://dataanalysis.qiagen.com/pcr/arrayanalysis.php) degerlendirildi.
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4. BULGULAR
4.1. Abemasiklibin sitotoksik etkisinin WST-1 ile degerlendirilmesi

Bu tez calismasinda CDK4/6 inhibitorii abemasiklib ve triple negatif meme kanseri
hiicre hattt MDA-MB-231 ile insan meme epitel hiicre hatti MCF-10A kullanildu.
Abemasiklibin hiicreler {izerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesi amaciyla

gergeklestirilen WST-1 canlilik analizi sonuglart Sekil 10’da verilmistir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda abemasiklibin 0.5 uM, 1 uM, 1.5uM ve 2 uM
konsantrasyonlarda uygulanmasi sonucunda 24 saatte canlilik oranlari sirasiyla
%103.12, %91.92, %89.06 ve %68.13; 48 saatte ise sirastyla %66.64, %62.55, %55.12
ve %30.69 olarak belirlendi (Sekil 10A). MCF-10A hiicre hattinda uygulamada ise 0.5
uM, 1 uM, 1.5 uM ve 2 uM konsantrasyonlarinda 24 saatte canlilik oranlar1 sirasiyla
%85.45, %91.16, %78.83 ve %60.54 e diiserken, 48 saatte sirastyla %68.85, %58.85,
%51.44 ve %50.23 olarak saptandi (Sekil 10B).

Abemasiklibin 48 saat i¢in uygulanan her konsantrasyonunda MDA-MB-231 ve MCF-
10A hiicrelerinde canlilik oranlarinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir
(p<0.01). Ozellikle MDA-MB-231 hiicre hattinda 48 saat boyunca 2 pM abemasiklib

uygulandiginda canliligin 6nemli 6lgiide azalttig1 goriilmektedir.
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Sekil 10. A) MDA-MB-231 hiicre hattinda abemasiklibin sitotoksik etkisi. B) MCF-
10A hiicre hattinda abemasiklibin sitotoksik etkisi (*p<0.05; **p<0.01).
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Tablo 5. Abemasiklibin doza ve zamana bagimli sitotoksisite sonuglari.

MDA-MB-231 MCE-10A
Konsantrasyon 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
(nM)

%100 %100 %100 %100

Kontrol
05 %103.12 %66.64 %85.45 %68.85
1 %91.92 %62.55 %91.16 %58.85
1.5 %89.06 %55.12 %78.83 %51.44
2 %68.13 %30.69 %60.54 %50.23

Sonug olarak, abemasiklibin MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicre hatlarinda doza ve
zamana bagli olarak anlamli bir sekilde sitotoksik etki gdsterdigi belirlendi. Ayrica,
uygulanan her bir doz ele alindiginda, abemasiklibin 24 saate kiyasla 48 saatlik zaman

diliminde MDA-MB-231 hiicrelerinde daha etkin oldugu tespit edilmistir (Tablo 5).

4.2. Annexin V analizi ile apoptotik etkinin belirlenmesi

Abemasiklibin apoptotik etkisini incelemek amaciyla Annexin V kullanilarak akis

sitometrisi yontemiyle analiz edilen veriler Sekil 11, 12 ve 13’de sunulmustur.

MDA-MB-231 hiicrelerinde 48 saat abemasiklib uygulandiktan sonra elde edilen
toplam apoptotik hiicre 6liim oranlar1 0.5, 1, 1.5 ve 2 uM konsantrasyonlar icin

strastyla %24.62, %29.91, %48.09 ve %59.7 olarak belirlendi (p<0.01).

MCF-10A hiicrelerinde ise 48. saatte elde edilen veriler 15181nda ise, toplam apoptotik
hiicre 6liim oranlar1 0.5, 1, 1.5 ve 2 uM konsantrasyonlar i¢in sirasiyla %29.56,

%30.28, %32.78 ve %42.9 olarak bulunmustur (p<0.01).
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Sekil 11. 48 saat abemasiklib uygulanan MDA-MB-231 hiicrelerinde Annexin V
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analizi sonuglar1 @) Kontrol b) 0.5 uM c¢) 1 uM d) 1.5 uM e) 2 uM.
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Sekil 12. MCF-10A hiicrelerinde 48 saatte abemasiklibin apoptotik etkisini gosteren
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Annexin V analizi sonuglar1 @) Kontrol b) 0.5 uM ¢) 1 uM d) 1.5 uM €) 2 uM.

33



[ Kontrol
=1 0.5
1
/1.5
;2

Erken Apoptoz Gec Apoptoz

B
25+
. . [ Kontrol

20+ N 105
154 : : =

& N . m 15
10- 2
54
oL [1

I 1
Erken Apoptoz Gec Apoptoz

Sekil 13. A) MDA-MB-231 hiicre hatt1 ve B) MCF-10A hiicre hattinda abemasiklibin
neden oldugu erken ve gec apoptoz ylizdelerinin istatistiksel olarak karsilagtirilmasi

(*p<0.01).

Bu bulgular 1s1ginda abemasiklibin uygulanan doza bagli olarak MDA-MB-231
hiicreleri tizerinde MCF-10A hiicrelerine kiyasla daha fazla apoptotik etkiye sahip
oldugu goriilmektedir.
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4.3. Hiicre dongiisiindeki degisimlerin belirlenmesi

Hiicre dongiisii analizinden elde edilen sonuglar Sekil 14, 15 ve 16’da verilmistir.

MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrol grubunda G0/G1 fazindaki birikim orani %54.8
iken; 0.5, 1, 1.5 ve 2 uM konsantrasyonlarda abemasiklib uygulandiginda G0/G1
fazinda birikim yiizdeleri sirasiyla %64.2, %61.3, %54.3 ve %64.45 olarak saptanmis
olup 1.5 uM konsantrasyonun disindaki abemasiklib uygulamalarinin tiimiinde de
kontrole gore anlamli bir artis gozlenmistir (p<0.05). G2/M evresinde kontrol
grubunda hiicre miktart %32.85 iken, 0.5, 1, 1.5 ve 2 uM konsantrasyonlarda
abemasiklib uygulandiginda sirasiyla %32.15, %34.65, %38.2 ve %32.2 olarak analiz
edildi. S evresinde ise kontrol grubu %7.8 iken, 0.5, 1, 1.5 ve 2 uM konsantrasyonlarda
abemasiklib uygulandiginda sirasiyla %3.9, %4.3, %7.7 ve %3.8 olarak belirlendi.

MCF-10A hiicrelerinde ise kontrol grubuna (%64.1) kiyasla 0.5, 1, 1.5 ve 2 uM
konsantrasyonlarda abemasiklib uygulandiginda GO0/G1 fazindaki hiicre miktari
strastyla %81.2, %82.45, %80.45 ve %81.7’ye ylikselmistir (p<0.05). G2/M evresinde
0.5, 1, 1.5 ve 2 uM konsantrasyonlarda abemasiklib uygulandiginda hiicre miktar
%35.5’ten (kontrol) sirasiyla %17.05, %15.25, %16 ve %16.1°’e azalmistir. S
evresinde kontrol grubunda %5.5 oraninda olan hiicre miktarinin ise, 0.5, 1, 1.5 ve 2
uM konsantrasyonlarda abemasiklib uygulandiginda sirasiyla %2.9, %3.1, %2 ve
%2.9 olarak analiz edildi.
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Sekil 14. MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre dongiisii analizi sonuglari. a) Kontrol

b) 0.5 uMc) 1 uM d) 1.5 uM e) 2 uM abemasiklib.
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Sekil 15. MCF-10A hiicrelerinde hiicre dongiisii analizi sonuglari. a) Kontrol
b) 0.5 uMc) 1 uM d) 1.5 uM e) 2 uM abemasiklib.
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Sekil 16. A) MDA-MB-231 ve B) MCF-10A hiicrelerinde abemasiklibe bagl hiicre
dongiisii degisimleri (*p<0.05; **p<0.01).

Sonug olarak, abemasiklibin artan dozuna bagl olarak MDA-MB-231 ve MCF-10A
hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde GO/G1 fazinda hiicre miktarinda

artisa neden oldugu belirlenmistir.
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4.4. Akridin Oranj/Etidyum Bromiir Boyama

Abemasiklibin hiicreler iizerindeki etkisi AO/EB boyamas: ile morfolojik olarak

degerlendirildi ve elde edilen veriler Sekil 17 ve 18 ‘de sunulmustur.

48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda abemasiklib uygulanan MDA-MB-231
hiicrelerinde belirgin morfolojik degisimler oldugu gorildi. 0.5 ve 1 puM
konsantrasyonlarinda abemasiklib uygulanan hiicrelerde ¢ekirdekte kromatin
yogunlasmasi ve DNA fragmentasyonlarina rastlanirken, 1.5 ve 2 uM abemasiklib
uygulandiginda belirtilen hasarlara ek olarak cekirdek pargalanmasi ve vakuoler

dejenerasyon da gozlemlendi.

MCF-10A hiicrelerinde ise, kontrol grubu ile karsilastirildiginda abemasiklib
uygulanan hiicrelerde MDA-MB-231 hiicrelerinde gore daha az hasar oldugu
goriintiilenmistir. Ancak abemasiklibin toksik etkisinden dolay1 hiicrelerin bazilarinda

vakuoller ve kromatin yogunlasmasi tespit edildi.
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Sekil 17. MDA-MB-231 hiicrelerinin abemasiklib konsantrasyonuna bagli olarak
morfolojik degisimi (Oklar kromatin yogunlagsmasini, DNA fragmentasyonunu ve

vakuolleri gostermektedir). a) Kontrol b) 0.5 uM ¢c) 1 uM d) 1.5 uM €) 2 uM.
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Sekil 18. MCF-10A hiicrelerinde abemasiklib uygulanan konsantrasyonuna bagli
olarak morfolojik degisimlerin AO boyamasi ile degerlendirilmesi (Oklar kromatin
yogunlagmasini ve vakuolleri isaret etmektedir). a) Kontrol b) 0.5 uM c) 1 uM d) 1.5
uM e) 2 uM.
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4.5. Bcl2, Bax, Cend1 ve Rb1 genlerinin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi

MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde abemasiklibin mRNA diizeyinde etkisinin
arastirtlmasi i¢in apoptoz ile iliskili olan Bcl2 ve Bax genleriyle hiicre dongiisii ile
iliskili olan Ccndl ve Rb1 genlerinin ekspresyon seviyeleri Real Time- PCR y6ntemi
ile belirlendi. Hiicrelerde abemasiklib kosantrasyonuna bagli olarak gen ekspresyon
seviyelerindeki degisiklikler Sekil 19’da gosterilmistir.

Her grup i¢in Actb geni ile normalizasyon yapildi ve gen diizeyindeki degisimler224¢T

metoduyla kat degisimi (fold-change) olarak belirlendi. Elde edilen sonuglar Tablo
6’da verildi.

Tablo 6. Abemasiklib uygulanan MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde kat

degisimleri.
CCND1 RB1 BCL-2 BAX
yon (uM) degisimi degisimi legisimi i
05 0213 019 20 OXh gp9 000 000 55 00 OB g5 044
g 1 0037 047 0'30 0'20 0.84 O'gl O'fo 0.53 Ofo 0.21 1.84 O'fo
é( 15 0105 001 0.54 O.fl 1.09 0.711 o.go 0.58 o.fo 0.22 478 o.fo
2 0200 o070 O O%b gg9 0P 000 g5 000 006 555 0N
05 0490  1.27 0'710 ng 0.07 O'fo o.go 391 o.go 0'33 4.70 o.go
é.( 1 0476  0.43 O'fo 0'22 0.10 O'fo °'$° 3.96 0'20 0'35 1.22 0'36
g L5 0200 029 o.fo 0.32 007 o.fo o.go 095 0.889 0.33 150 0.;)1
2 0117 o01a 20 002 ooz 000 000 45 05 006 gg5 009

MDA-MB-231 hiicrelerinde 0.5 uM abemasiklibin 48 saatte gen diizeyinde neden
oldugu degisimler incelendiginde; hiicre siklusunda yer alan Ccdnl ve Rb1l genleri ile
apoptozla iliskili Bcl2 ve Bax genlerinin ekspresyon kat degisimleri sirasiyla 0.19,
0.29, 0.39 ve 1.08 kat iken; 1 uM igin kat degisimleri 0.47, 0.84, 0.53 ve 1.84- kat
bulundu. 1.5 pM abemasiklib uygulandiginda sirasiyla belirtilen genlerdeki kat
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degisimleri 0.91, 1.09, 0.58 ve 4.78 iken, 2 uM abemasiklib uygulandiginda sirastyla
sirasiyla 0.7, 0.99, 0.26 ve 5.28-kat olarak belirlendi (p<0.01).

MCF-10A hiicrelerinde ise 0.5 uM abemasiklib uygulanmasinin ardindan Ccdnl, Rb1,
Bcl2 ve Bax genlerinin mRNA ifadesi sirasiyla 1.27, 0.07, 3.91 ve 4.7- kat artarken, 1
uM abemasiklib uygulama sonrasi 0.43, 0.1, 3.96 ve 1.22-kat artmistir. 1.5 uM
abemasiklib uygulandiginda belirtilen genlerin ekspresyon seviyelerinde kat
degisimleri sirasiyla 0.29, 0.07, 0.95 ve 1.59 iken, 2 uM abemasiklib uygulandiginda
sirasiyla 0.14, 0.03, 1.52 ve 0.96-kat olarak bulundu.
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Sekil 19. 48 saat boyunca 0.5, 1, 1.5 ve 2 pM abemasiklib uygulanan A) MDA-MB-
231 ve B) MCF-10A hiicrelerinde Bcl2, Bax, Ccndl ve Rbl genlerinin ekspresyon
seviyelerindeki degisimler (*p<0.01).
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4.6. Kaspaz-3 ELISA Sonuclar

Apoptotik siirecin bir gostergesi olan aktif kaspaz-3 proteini (cleavaged caspase 3)
MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde ELISA yéntemiyle 6lgiildii. Olgiim icin
olusturulan kalibrasyon egrisi grafigi Sekil 20’de goriilmektedir. Hiicrelere 48 saat
abemasiklib uygulamas ile elde edilen kaspaz-3 protein miktarina iliskin bulgular

Sekil 21°de sunulmustur.

$=0.04451715
r =0.99670200

Sekil 20. Kaspaz-3 6l¢limii i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi grafigi.

Abemasiklib uygulanan iki hiicre hattinda da kaspaz-3 protein seviyesi kontrole gore

artis gostermis olup, bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01).

MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrol grubunda kaspaz-3 protein miktar1 0.145 ng/ml
iken; 0.5, 1, 1.5 ve 2 uM abemasiklib dozlar1 uygulandiginda sirasiyla 0.772, 0.821,
0.756 ve 0.757 ng/ml olarak belirlendi (p<0.01).

MCF-10A hiicrelerinde ise kontrol grubu 0.132 ng/ml kaspaz-3 igerirken; 0.5, 1, 1.5
ve 2 uM abemasiklib uygulanan gruplar i¢in protein miktar: sirasiyla 0.662, 0.68,
0.646 ve 0.482 ng/ml olarak belirlendi (p<0.01).
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B VDA-MB-231
B MCF-10A

Kontrol 0.5 1 1.5 2

Abemasiklib (uM)

Sekil 21. Abemasiklib konsantrasyonuna bagli olarak MDA-MB-231 ve MCF-10A
hiicrelerindeki kaspaz-3 protein miktarlari (*p<0.01).

Sonug olarak, abemasiklibin artan konsantrasyonuna bagli olarak MDA-MB-231 ve
MCF-10A hiicrelerinde aktif kaspaz-3 miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artisa neden oldugu belirlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Meme kanseri, farkli klinik-patolojik ve molekiiler karakteristik ozelliklere sahip
temelde 4 alt gruba siniflandirilan heterojen bir kanser tipidir. Bu alt tiplerin tedaviye
verdikleri yanit ve gosterdikleri prognoz birbirinden belirgin bir bigcimde ayrilmaktadir
(Kondov et al 2018).Meme kanseri tedavisinde cerrahi, radyoterapi, hormonal tedavi
ve kemoterapi yontemleri kullanilmaktadir. Tedavi seceneklerinin belirlenmesinde
tiimdriin biliylkligi, molekiiler alt tipi, etkilenen lenf nodiilii sayisi, metastaz varligi
ve diger faktorler (yas, aile hikayesi, genetik mutasyon vb.) rol almaktadir. Ayrica,
meme kanserinin klinik olarak heterojen yapiya sahip olmasi da tedavi basarisini

onemli dlgiide etkilemektedir (Chhipa and Bhat 2007).

Triple negatif meme kanseri (TNMK) geng yasta goriilen, kotii prognoza sahip ve uzak
metastaz yapma potansiyeli yiiksek olan heterojen bir tiimdr grubudur. Tedavi
seceneklerinin ve etkinliginin oldukg¢a sinirli oldugu TNMK hastalarinda, prognozu ve
sagkalim siiresini olumlu yonde etkileyebilecek, niiks ihtimalini azaltabilecek daha

etkin tedavi seceneklerinin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir (Assaker et al 2020).

Abemasiklib, CDK4/6 i¢in segici bir inhibitordiir ve HR+ meme kanseri igin FDA
onayma sahip olmakla beraber akciger kanseri, 6zofagus kanseri ve diger bazi
yumusak doku kanserlerinde etkinlik acisindan preklinik ve klinik ¢alismalar devam
etmektedir (Dhir et al 2019). Ayrica abemasiklibin, diger yeni nesil CDK4/6
inhibitorleri olarak FDA tarafindan onaylanan palbosiklib ve ribosiklibe gore daha
giiclii in vitro inhibitor etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Dhir et al 2019). Yapilan bir
calismada, abemasiklibin MCF-7, T47-D ve MDA-MB-361 ER+ meme kanseri hiicre
hatlarinda konsantrasyona bagli olarak hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, hiicre
dongiisiinlin G1 evresinde durmasina yol agtigi, Rb fosforilasyonunun inhibisyonuna
neden oldugu belirlenmis olup, ayrica hiicreleri apoptoza gotiirdiigli Annexin V ve
TUNEL deneyleri ile gosterilmistir (Torres-Guzman et al 2017). Ancak yaptigimiz
literatiir taramasinda abemasiklibin TNMK hiicrelerinde apoptotik etkisine dair detayli
bir in vitro c¢alismaya rastlayamadik. Bu kapsamda mevcut tez c¢alismasinda
abemasiklibin MDA-MB-231 TNMK hiicrelerinde sitotoksik ve apoptotik etkisinin

belirlenmesi amaglanmustir.
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Bu ¢alismada, abemasiklibin TNMK hiicrelerinde potansiyel anti-kanser etkisi WST-
1 analizi ile arastirilmistir. Elde edilen veriler, 48 saat boyunca abemasiklib uygulanan
MDA-MB-231 hiicrelerinde en yiiksek konsantrasyonda canliligin anlamli bir sekilde
%30.69’a kadar azaldigini gostermektedir (p<0.01). Bununla birlikte, MCF-10A
hiicrelerinde ayni zaman dilimi ve konsantrasyonda canliligin %350.23 oraninda
bulunmasi, abemasiklibin kanser hiicrelerinde etkin olmasiyla birlikte yiiksek

konsantrasyonlarda normal meme hiicrelerinde toksik etkisi oldugunu géstermektedir.

Literatiirde abemasiklibin farkli kanser hiicrelerinde apoptotik 6liime neden oldugu
belirlenmistir (Tamura 2019). Pankreas kanseri hiicre hatlarinda (Mia PaCa2, Panc-1
ve HS 766T) yapilan bir ¢alismada, 3 giin abemasiklib uygulamasindan sonra annexin
V/PI boyamasi yapilarak apoptotik etki incelenmis ve tiim hiicre dizilerinde kontrole
kiyasla apoptotik hiicrelerde artis tespit edilmis, abemasiklibin hiicreleri G1-S fazinda
tuttugu bulunmustur (Dhir et al 2019). Ayrica abemasiklibin serviks kanseri (Liu et al
2020), renal kanser (Small et al 2017), 6zofagus kanseri (Kosovec et al 2017) ve
glioblastoma (Cao et al 2020) hiicrelerinde de apoptotik Sliime yol agtigi tespit

edilmistir.

Caligmamizda ise, 48 saat boyunca abemasiklib uygulanan hiicrelerde doza bagl
olarak apoptotik Oliimiin anlamli bir sekilde arttif1 tespit edilmistir. Ayrica
abemasiklibin MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde GO/G1 fazinda tutulmaya
neden oldugu belirlenmistir. Ancak her bir hiicre hattt kontrol gurubu ile
karsilastirildiginda, MCF-10A hiicrelerinde GO/G1 fazinda hiicre miktarindaki artis,
MDA-MB-231 hiicrelerinde gore daha fazla oranda analiz edilmistir. Bu durum,
normal meme epiteli hiicreleri ile TNMK hiicrelerinde hiicre dongiisiinde yer alan
kontrol mekanizmalarindaki farkliliklardan veya hiicre dongiisii ile iliskili genlerin

farkli diizeyde eksprese olmasindan kaynaklanabilir.

Iriyama ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, abemasiklibin multiplmiyelom
hiicrelerinde apoptotik etkisi Annexin V/PI boyamasi ile incelenmis ve abemasiklib
uygulanan hiicrelerde kromatin yogunlagsmasi veya niikleer par¢alanma gibi apoptoza
0zgli morfolojik degisimler belirgin olmamakla birlikte, hiicrelerde sitoplazmik
vakuolizasyon gozlemlenmistir (Iriyama et al 2018). Mevcut tez ¢alismasinda yapilan

morfolojik degerlendirmede de abemasiklib uygulanan TNMK hiicrelerinde benzer
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apoptotik morfoloji goriilmiis olmakla birlikte yiiksek konsantrasyonlarda

sitoplazmada vakuoler hasar da gdzlenmistir.

Literatiirde CDK4/6 inhibitorlerinin meme kanserinde etkisine dair su ana kadar
yapilan en kapsamli ¢alisma, O’Brien ve ark. (2018) tarafindan abemasiklibin 44 insan
meme kanseri hiicre hattindan olugan bir panelde gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada
ER+/HER— meme kanseri hiicre hatlar1 CDK4/6 inhibisyonuna en duyarl grup olarak
tanimlanmistir. Yiiksek pl6 protein seviyesinin veya siklin E amplifikasyonunun
TNMK hiicrelerinin CDK4/6 inhibitorlerine az duyarli olmasinda rol aldig
belirtilmektedir. Gelistirilen ksenograft meme kanseri modellerinde (MCF-7, BT-474,
BT-20, HCC70, MDA-MB-231), yiiksek pRb ve diisiik p16 seviyesine sahip TNMK
hiicre dizilerinin ve ksenograft modellerinin abemasiklibe daha duyarli oldugu
belirlenmistir. Ayrica, abemasiklibin tamoksifen, dosetaksel, karboplatin ve
trastuzumab ile kombin etkisi degerlendirilmistir. Mevcut tez ¢alismasinda segilen
MDA-MB-231 TNMK hiicrelerinin yiiksek Rb ekspresyonuna (Liu et al 2017) ve p16
delesyonuna (Milde-Langosch et al 1999) sahip oldugu literatiirde gdsterilmis ve
bundan dolay1 abemasiklibe karsi duyarli oldugu belirtilmistir (O’Brien et al 2018).
Dolayisiyla, bizim g¢alismamizda da MDA-MB-231 hiicreleri abemasiklibe karsi
duyarli bulunmustur. Ayrica ¢alismamizda abemasiklibin MDA-MB-231 ve MCF-
10A hiicrelerinde apoptotik etkisi ile hiicre dongiisii lizerindeki etkisi molekiiler

diizeyde de analiz edilmistir.

Anaplastik tiroid kanseri hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada abemasiklibin, anti-
apoptotik gen ekspresyon seviyelerini (Bcl2 ve cMyc) azaltirken, Bax ve p21 gibi
apoptotik genlerin ekspresyonlarini 6nemli dlgiide arttirdigi belirlenmistir (Abutorabi,
Irani, Yaghmaie and Ghaffari 2020). Tez ¢alismamizda da abemasiklibin TNMK
hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerinin molekiiler mekanizmalarini incelemek tizere
pro-apoptotik ve anti-apoptotik genler ile hiicre dongiisii kontroliinde rol alan genlerin
ekspresyon seviyeleri arastirilmistir. 1.5 ve 2 uM abemasiklib uygulanan TNMK
hiicrelerinde Bax ekspresyon seviyesinin anlamli olarak arttigi (p<0.01)
belirlenmesine ragmen, Bcl2 seviyesinde ayni sekilde belirgin bir azalma tespit
edilmemistir. Ccnd1l ve Rbl genlerinin ekspresyon seviyelerinde ise abemasiklib
uygulandiginda artis gézlemlenmesine ragmen, kat de§isim oran1 1-kat altinda analiz

edilmistir. Germ tiimdrii hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada da benzer sekilde
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palbosiklibin Ccdnl seviyesini arttirdigi bulunmustur (Skowron et al 2020). Ayrica,
CDK4/6 inhibisyonuna yanit olarak Ccndl’in up-regiilasyonu cesitli ¢alismalarda
belirlenmis ve bu artigin, siklinD1-CDK2 aracili S-fazina gegiste ve kazanilmis direng
ile iligkili olabilecegi belirtilmistir (Dean et al 2010, Paternor et al 2014, Herrera-
Abreu et al 2016). Bu nedenle TNMK hiicrelerinde abemasiklibin etkisinin hem gen
hem de protein diizeyinde daha kapsamli bir sekilde incelenmesi ve molekiiler

mekanizmalariin aydinlatilmasi gerekmektedir.

Literatiirde ¢esitli kanser hiicrelerinde kaspaz-3 seviyelerindeki degisimlerin
belirlenmesi ile apoptotik 6liimiin gergeklestigi desteklenmektedir (Zhu et al 2018,
Maher et al 2019). Calismamizda da abemasiklib uygulamasi yapilarak TNMK ve
kontrol hiicrelerinde kaspaz-3 diizeyleri ELISA yontemiyle l¢lilmiistiir. Abemasiklib
uygulanan hiicrelerde, kontrole kiyasla aktif kaspaz-3 seviyelerinde onemli bir artig
tespit edilmis ve apoptotik siirecin varligt dogrulanmistir. Ayrica, disiik
konsantrasyonlarinda (0.5 ve 1 uM) abemasiklibin daha yiiksek kaspaz-3 aktivitesine
neden oldugu analiz edilmistir. Bu durum 48 saatin sonunda yiiksek
konsantrasyonlarda  apoptotik  siirecin  ¢ogunlukla sonlanmis  olmasindan
kaynaklanabilir. Bu nedenle, 12 ve 24 saat zaman dilimlerinde yiiksek
konsantrasyonlarda abemasiklibin kaspaz-3 seviyesinde neden oldugu degisimlerin

belirlenmesi daha uygun olabilir.

Sonug olarak, ¢alismamizda abemasiklibin MDA-MB-231 ve MCF-10A hiicrelerinde
in vitro olarak sitotoksik ve apoptotik etkileri arastirillmis ve TNMK iizerindeki
potansiyel terapotik etkisi ortaya konmustur. Elde edilen veriler dogrultusunda HR+,
HER2— ileri evre meme kanseri i¢in FDA onay1 bulunan abemasiklibin TNMK
hiicrelerinde sitotoksik ve apoptotik etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bundan sonra
yapilacak calismalar kapsaminda, abemasiklibin TNMK hiicrelerindeki potansiyel
terapotik etkisinin arttirilmasi i¢in diger kemoterapik ajanlarla veya bitkisel etken
maddelerle birlikte kombin etkileri arastirilabilir. Ayrica abemasiklibin belirlenen in
vitro etkisinin in vivo c¢alismalar ile desteklenmesi gerekmektedir. Son olarak
abemasiklibin TNMK hiicrelerinde ileri molekiiler analizler (western blot,
immiinfloresans vb.) ile hiicre siklusundaki etkisinin aragtirilmasiyla mevcut tez

bulgular1 daha da desteklenebilir ve gelistirilebilir.
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