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Defektif Homolog Rekombinasyon DNA Tamiri ve PARP inhibisyonu Arasindaki Sentetik Letal Etkilesim

Yusuf TOY?, Aydin SEVER?Y, Mehmet Kadir ERDOGAN?, Ramazan GUNDOGDU®"

OZET: insan hiicreleri endojen ve eksojen nedenlerle olusan genomik hasarlara karsi kompleks bir DNA hasar yanit
mekanizmasina sahiptir. Hiicreler, DNA hasar yanit iglevsizligi durumunda onarilmadiklarindan genom stabilitesini tehdit
eden cesitli DNA lezyonlarini biriktirmeye baslar. Yetersiz DNA hasar yanit aktivitesi; neoplastik transformasyona, anti-
kanser ilag direncine ve ilgili tedaviler neticesinde olusan ciddi yan etkilere neden olmanin yani sira, tedavi yanitinin
tahmininde kullanilabilir bir biyogosterge veya kanser hiicrelerini mevcut tedavilere kars1 daha duyarl hale getirebilecek
farmakolojik bir hedef olarak da kullanilabilmektedir. Poli (ADP-riboz) (PARP) enzimleri, DNA tek zincir kiriklarinin
onartlmast dahil bir¢ok hiicresel mekanizmada rol oynamaktadir. BRCA1/2 proteinleri ise DNA c¢ift zincir kiriklarinin
homolog rekombinasyon yolagiyla tamir edilmesinde gorev almaktadir. Yapilan caligmalar, BRCA1/2 mutasyonu
neticesinde homolog rekombinasyon defektif hale gelen hiicrelerin PARP inhibitorlerine karsi hassasiyet kazandigi
gostermistir. BRCA1/2 ve PARP arasinda tanimlanan s6z konusu sentetik letal etkilesimin basarili klinik uygulamasi,
arastirmacilart homolog rekombinasyon durumunu bildirecek farkli biyogostergeleri arastirmaya ve PARP inhibitor
direncinin istesinden gelmek igin diger potansiyel sentetik letal etkilesimleri ortaya c¢ikarmaya yonlendirmistir. Bu
derlemede oOncelikle DNA hasar yanit yolaginin mevcut durumu 6zetlenmis, sonrasinda HR tamir sistemi ve PARP
inhibisyonu arasindaki sentetik letalite anlatilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Kisisellestirilmis Kanser Tedavisi, Homolog Rekombinasyon, PARP Inhibitorleri, BRCA1/2, DNA
Hasar Yanit (DDR) Mekanizmasi

Synthetic Lethal Interaction between Defective Homologous Recombination DNA Repair and PARP Inhibition

ABSTRACT: Human cells are equipped with a complex DNA damage response mechanism to deal with endogenously or
exogenously induced genome damages. In the case of impaired DNA damage response functionality, cells start
accumulating various DNA lesions which, if not repaired, threat genome stability. Although inefficient DNA damage
response activity can promote neoplastic transformation, anti-cancer treatment resistance and serious side effects, any
specific DDR dysfunctionality could serve as a biomarker to predict therapeutic response or a pharmacologic target to
render cancer cells more vulnerable to chemotherapeutics. Poly (ADP-ribose) (PARP) enzymes participate in various
cellular processes, including DNA single-strand break repair pathway. BRCAL1/2 proteins play essential roles in
homologous recombination DNA double-strand break repair pathway. Recent studies showed that cells with homologous
recombination deficiency due to BRCAL1/2 mutations become sensitive to PARP inhibitors. The successful clinical
implementation of the synthetic lethal interaction between BRCA1/2 and PARP has motivated researchers to investigate
other possible biomarkers to evaluate homologous recombination efficiency and untangle other potential synthetic lethal
interactions to overcome PARP inhibitor resistance. In this review, we first summarize the current understanding of DNA
damage response activated upon DNA double-strand break formation, then explain the synthetic lethality between
homologous recombination-mediated repair and PARP inhibition.
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GIRIS

Ortalama bir insan viicudunun yaklasik 37,2 trilyon hiicreye sahip oldugu tahmin edilmektedir
(Bianconi vd., 2013). Belirli bir biiyiikliige ulasan hiicreler azalan yiizey/hacim oranlart dogrultusunda
kontrollii bir sekilde boliinerek ¢ogalir. Hiicre boliinmesi kalitim materyalinin basarili bir sekilde
replikasyonu ve yavru hiicrelere esit paylastirilmasi ile sonuglanan ¢ok sayida hiicresel faktoriin gérev
aldig1 molekiiler bir siiregtir (Harashima vd., 2013). Hiicrelerin biiyime, boliinme, farklilasma ve
programli 6lim mekanizmalarinda rol oynayan faktorlerin islevsizligi neticesinde ortaya ¢ikan
kontrolsiiz hiicre proliferasyonu ise kanser olarak tanimlanmaktadir (Hanahan ve Weinberg, 2000). Ne
yazik ki her y1l yaklasik 17 milyon insana kanser teshisinin konuldugu ve 10 milyona yakin kanserden
kaynakli 6liimiin gergeklestigi tahmin edilmektedir (Bray vd., 2018). Hastalarin tedavisi i¢in cerrahi
operasyon ve radyasyon tedavisi ile tiimorlesmis dokunun lokal temizligi saglanmakta, uygulanan
kimyasal tedavi ile de kalan kanser hiicrelerinin dldiiriilmesi hedeflenmektedir. Her ne kadar klinikte
kullanilmakta olan konvansiyonel anti-neoplastik ajanlar ile basarili sonuclar elde edilse de ilgili
tedavilerin selektif ve spesifik olmamasi nedeniyle olusan yan etkiler, primer (de novo) veya sekonder
(kazanilmis) ilag direnci gibi neticeler uzun vadeli tedavide basariy1 kisitlamaktadir (Zugazagoitia vd.,
2016). Gelisen teknolojiyle birlikte; tiimorii  olusturan hiicrelerin  genomik, epigenomik,
transkripteomik ve proteomik profillerinin uygulanan tedavinin yanitin1 belirleyen faktorler arasinda
oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak, hem ayni1 kanser tiiriine sahip farkl1 hastalarin (Ing. interpatient
heterogeneity) hem de aym hastanin tiimériinii olusturan farkli hiicrelerin (Ing. intratumour
heterogeneity) tedavi yanitindaki farklilik, farmakogenomik ve farmakoproteomik arastirmalara olan
ilgiyi arttirmis ve daha spesifik hedefleme potansiyeline sahip kisisellestirilmis tedavi yaklasimlarinin
gelismesini saglamistir (D’ Alessandro ve Zolla, 2010; Whirl-Carrillo vd., 2012; Hess, 2013; Wheeler
vd., 2013; Jamal-Hanjani vd., 2015; Relling ve Evans, 2015; Chambliss ve Chan, 2016; Nandal ve
Burt, 2017; Crabtree, 2019; Roden vd., 2019). Kisisellestirilmis kanser tedavisi, tiimorii olusturan
hiicrelerin genetik, epigenetik ve proteomik profillerinin g6z Oniinde bulundurulmasi suretiyle
hastalarin siniflandirilarak konvansiyonel veya hedeflenmis tedavi ajanlariyla tedavi edilmesi seklinde
tanimlanabilir.

Saglikli hiicrelerin onkojenik transformasyonunu tetikleyen en o©nemli faktorler arasinda
genomik kararsizlik (instabilite) belirleyici bir unsur olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Hanahan ve
Weinberg, 2011). Endojen ve eksojen kaynakli genotoksik faktorler sistematik olarak DNA
biitiinliigiini tehdit etmekte (T Lindahl ve Barnes, 2000), buna karsilik ¢ok sayida hiicresel mekanizma
kompleks bir DNA hasar yamti (Ing. DNA damage response; DDR) diizenleyerek sdz konusu
saldirilara karsi etkili bir savunma sistemini olusturmaktadir (T Lindahl ve Barnes, 2000; Kastan ve
Bartek, 2004; Hoeijmakers, 2009; Ciccia vd., 2010; Goldstein ve Kastan, 2015). DDR ve DNA tamir
proteinlerinin iglevsizligi ise DNA’nin rutin metabolizmasi esnasinda veya dig tehditler dolayisiyla
biriken mutasyonlar neticesinde genomik kararsizligin olugsmasina neden olmaktadir (Negrini vd.,
2010; Abbas vd., 2013; Yao ve Dai, 2014). Disfonksiyonel DDR mekanizmalari, onkojenik
transformasyona neden olmanin yaninda konvansiyonel anti-kanser tedavilere karsi gelisen direngte de
etkili rol oynamaktadir (Goldstein ve Kastan, 2015; Pilié, Tang, vd., 2019). Bu nedenle, DDR ve DNA
tamir mekanizmalarinda gorev alan bir¢ok faktoriin kanser tedavi yanitinin tahmin edilmesi ve/veya
farmakolojik olarak hedeflenerek mevcut tedavilerin anti-timor aktivitelerinin  arttirilmasinda
kullanilmast iizerine yogun arastirmalar yapilmaktadir (Nicola J. Curtin, 2012; Hiihn vd., 2013; N. J.
Curtin, 2013; O’Connor, 2015; Jackson ve Helleday, 2016; Stover vd., 2016; Nickoloff vd., 2017,
Desai vd., 2018; Hoppe vd., 2018; Pilié, Tang, vd., 2019; Trenner ve Sartori, 2019; Cleary vd., 2020).

2460



Yusuf TOY ve ark. 12(4): 2459 - 2475, 2022

Defektif Homolog Rekombinasyon DNA Tamiri ve PARP Inhibisyonu Arasindaki Sentetik Letal Etkilesim

Bu derlemede oncelikle DNA cift zincir kiriklarinin tespit edilmesi ve homolog rekombinasyon
(Ing. homologous recombination; HR) mekanizmasiyla onarilmasi agiklanmakta, daha sonra ise
defektif HR mekanizmastyla ile PARP inhibisyonu arasindaki sentetik letal iligski anlatilmaktadir.

DNA Hasar Yamt Sistemi - DNA Cift Zincir Kiriklar

Son yillarda yayimlanan ¢alismalar, kanserin daha once tanimlanmis 6zelliklerine ilave olarak
(Hanahan vd., 2000), genomik kararsizligin da kanser olusum siirecinde (onkogenez, tiimorigenez)
belirleyici bir etken oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Sonug olarak, biriken
mutasyonlar tiimor baskilayici (represor) genleri inhibe ederek ve/veya (proto)onkojenik genleri aktive
ederek kontrolsiiz hiicre c¢ogalmasini tetiklemekte ve malign transformasyona neden olmaktadir
(Hoeijmakers, 2009). DNA, genomik replikasyon ve kromozomal segregasyon siiregleri boyunca
replikasyon stresi, telomer kisalmasi, oksidatif stres, yanlis baz eslesmesi (Or. insersiyon, delesyon),
baz kayiplar1 (6r. depiirinasyon, depirimidasyon) gibi nedenlerle olusan endojen hasara maruz
kalmaktadir (Jackson ve Bartek, 2009; T Lindahl ve Barnes, 2000). Ayrica DNA, biitiinliigiini stirekli
tehdit eden eksojen kaynakli kimyasal (or. anti-kanser ilaglar1) veya fiziksel (6r. ultraviyole radyasyon
[UVR] ve iyonize [x- ve y-] radyasyon [IR]) saldirilara da ugramaktadir (Tomas Lindahl ve Nyberg,
1972; T Lindahl ve Barnes, 2000; Loeb ve Harris, 2008; Jackson ve Bartek, 2009). Insan hiicreleri,
genomik stabiliteyi tekrar saglamak amaciyla DNA hasarinin aninda tespitini, iletimini ve tamirini
saglayan oldukg¢a karmasik bir DDR mekanizmasina sahiptir (Jackson ve Bartek, 2009; Ciccia vd.,
2010). Genomik hasar neticesinde olusan kimyasal etkiye ilk tepki G1/S, intra-S ve G2/M hiicre
dongiisti kontrol noktalarinin aktive edilmesiyle hiicre dongiisiiniin aninda durdurulmasidir (Kastan ve
Bartek, 2004). Tek baz degisimleri (depiirinasyon, deaminasyon, niikleotid kaybi/kazanimi), ayni
zincirde (Ing. intrastrand crosslinks), iki zincir arasinda (Ing. interstrand crosslinks; ICL) veya
niikleotid-protein arasinda kurulan ¢apraz baglar, DNA tek zincir ve ¢ift zincir kiriklar1 olusan baslica
DNA lezyonlaridir ( Wahl vd., 1997;Bartek vd., 2007; Deckbar vd., 2011). Saglikli bir hiicrede giinde
binlerce DNA tek zincir kirig1 ve yaklasik 50 DNA ¢ift zincir kirigiin olustugu tahmin edilmektedir
(Vilenchik ve Knudson, 2003). Diger lezyonlarla karsilastirildiginda daha katastrofik sonuglara neden
olan DNA c¢ift zincir kiriklari; DNA metabolizmasinin bir neticesi (6r. topoizomeraz /11 vasitasiyla),
DNA tek zincir kirig1 nedeniyle replikasyon catalinin ¢okmesi veya hiicrenin eksojen saldirilara maruz
kalmasi (6r. IR) sonucunda olusabilmektedir ( T Lindahl ve Barnes, 2000;Khanna ve Jackson, 2001) .
Olusan ¢ift zincir kinng1t DNA histon proteini H2AX’in aktive edilmesine neden olur (sonrasinda y-
H2AX olarak adlandirilir) ve akabinde y-H2AX, DNA hasar sensorii olan MRN (MRE11-RADS0-
NBS1) kompleksini aktive ederek hasarin aninda tespit edilmesini saglar (Kobayashi vd., 2002; Syed
ve Tainer, 2018; Tisi vd., 2020). MRN kompleksi daha sonra merkezi DNA hasar proteinleri olan
ATM, ATR ve DNA-PK serin/treonin kinazlar1 aktive ederek hasarli kromatin bdlgesine
yiiklenmelerini saglar, buna bagli olarak sinyal mediyator ve efektor proteinlerin aktivasyonu
gerceklesir (Sekil-1) (Bakkenist ve Kastan, 2003; J.-H. Lee ve Paull, 2004; Jazayeri vd.,
2006;Deshpande vd., 2020; Ma vd., 2020). Hasar neticesinde aktif hale gelen ATM kinazin, hiicre
dongiisii, DDR, DNA tamiri ve programli hiicre 6liimii yolaklarinin regiilasyonunda rol oynayan
700°den fazla substratin aktivasyonunu sagladigi tahmin edilmektedir (Matsuoka vd., 2007).
Bunlardan, ATM-CHK2-p53-p21 protein ekseni olusan DNA hasarina karst hiicre boliinmesinin
kontroliinii saglar. 53BP1, MDC1 ve BRCA1 basta olmak iizere birgok protein ise DNA hasarinin
yonetilmesi siirecinde 6nemli roller oynamaktadir (Bartek, 2009; Ciccia vd., 2010; Jackson ve Panier
ve Durocher, 2013). Aktive olan tiimor baskilayici p53 proteini ise birgok hiicresel yolakta rol oynayan
hedef proteinlerin transkripsiyonel ve post-translasyonel regiilasyonunu koordine ederek olusan etkiye
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spesifik bir biyokimyasal tepkiyi organize etmektedir (hiicre dongiisiiniin kontrolii, DNA tamiri,
programli hiicre o6limii vd.) (Sekil-1) (Bunz vd., 1998; Menendez vd., 2009; Speidel, 2015;
Kulaberoglu, Y., Gundogdu, R. and Hergovich, 2016).0Olusan DNA ¢ift zincir kiriklart genel olarak
homolog olmayan uglarin birlesmesi (Ing. non-homologous end-joining; NHEJ) ve HR tamir
mekanizmalartyla onarilir (Ciccia vd., 2010; Goodarzi ve Jeggo, 2013; Jasin ve Rothstein, 2013;
Goldstein ve Kastan, 2015). DNA hasarinin tamirinin miimkiin olmadigr durumlarda ise hiicre;
senesens evresine alinir veya programli bir sekilde proliferasyon havuzundan elimine edilir. Ancak,
s0z konusu hiicresel mekanizmalarin islevlerini tam olarak yerine getirememeleri, genomda
mutasyonlarin olugsmasi1 ve birikmesiyle sonuglanarak genomik instabiliteye dolayisiyla kanser ve
birgok farkli hastaligin olusmasina sebep olmaktadir (Sekil-1) (Jackson ve Bartek, 2009; Ciccia vd.,
2010; Goldstein ve Kastan, 2015). DDR sisteminde rol oynayan bilesenlerin tanimlanmast hem DDR
biyolojisinin anlasilmast hem de kisisellestirilmis kanser tedavisinin yonetimi agisindan son derece
onemlidir. Son yillarda 6nemli gelismeler yasanmasina ragmen kisisellestirilmis kanser tedavisi
aragtirmalart agisindan DDR ve DNA tamir mekanizmalarinin regiilasyonuna dair hala anlasilmasi
gereken bir¢cok husus bulunmaktadir. Sonug olarak, genomik kararsizliga karsit koruyucu gorevler
iistlenen molekiiler mekanizmalarin tam anlamiyla kesfedilmesi, DDR yolagindaki yetersizliklerle
sentetik letal etkilesim gosterebilecek bilesenlerin karakterize edilmesi ve farmakolojik olarak
hedeflenmesi hastalarin daha basarili bir sekilde tedavi edilmeleri i¢in onem arz etmektedir.

UVR/IR' [;etabolizn;]&imyasal maddeJ(repIika syon hatalarl]
v

DNA hasar
= A
©, & »

1 ATR l ATM || DNAPK| -

}

> [raamr]
}

> [ ]
}

hiicre dongiisiiniin durdurulmas:
DNA tamiri — apoptosis

efektif defektif

genomik stabilite genomik instabilite
transformasyon II

Sekil 1: Genotoksik saldirilar neticesinde olusan DNA hasarina karsi kompleks bir DNA hasar yanit sistemi aktive edilir. Hiicre siirekli olarak endojen ve
eksojen kaynakl1 genotoksik saldirilara maruz kalmaktadir. S6z konusu saldirilar, DNA ¢ift zincir kiriklar1 basta olmak tizere farkl: biiyiikliikte ve tiirde
DNA hasarlarina neden olur. Olusan hasar, DNA hasar sensér kompleksleri (MRN vd.) tarafindan aninda tanimlanir ve ilgili sinyal transdiiser protein
kinazlar (ATM vd.) aktif edilmis olur. Bu proteinler ise ya dogrudan veya mediyator proteinler iizerinden (CHK2 vd.) p53 ve diger 6nemli efektor
proteinleri aktive ederek olusan hasara spesifik biyokimyasal bir yanit olusturur. pS3 transkripsiyon faktorii tarafindan gergeklestirilen bir dizi
transkripsiyonel ve post-translasyonel aktiviteler; oncelikle hiicre déngiistiniin durdurulmasini, ardindan olugan DNA hasarinin biiyiikligii ve tiiriine gore
ilgili DNA tamir sistemlerinin aktive edilmesi veya programli hiicre 6liim mekanizmasi ile s6z konusu hiicrenin proliferasyon havuzundan elimine
edilmesini saglar. Bahsi gegen yolaklardaki faktorlerin islevsizligi ise hiicre genomundaki kararsizligi arttirarak neoplastik transformasyonu tetikler
(Bakkenist ve Kastan, 2003; Kastan ve Bartek, 2004; Goldstein ve Kastan, 2015).
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Homolog Rekombinasyon DNA Tamir Mekanizmasi

Homolog-olmayan uglarin birlestirilmesi (NHEJ) ve homolog rekombinasyon (HR) yolaklari,
gerek endojen gerekse eksojen sebeplerle olusan DNA ¢ift zincir kiriklarinin tamirinde rol
oynamaktadir. NHEJ sistemi tiim hiicre dongiisii siiresince aktif bir sekilde calisirken HR yolagi ise
sentezlenen kardes kromatinin kalip olarak kullanilacak olmasindan dolay1 sadece S ve G2 evrelerinde
DNA tamir islevini yerine getirmektedir (Ciccia vd., 2010; Chapman vd., 2012; Krejci vd., 2012;
Goodarzi ve Jeggo, 2013; Jasin ve Rothstein, 2013). MRN kompleksi tarafindan tespit edilen kirik
DNA uglar1 RADS0 tarafindan stabil hale getirilirken, MREI11 ise CtIP endoniikleaz ile etkilesime
girerek kirilan uglara ¢entik agilmasini saglar (Goodarzi ve Jeggo, 2013; Jasin ve Rothstein, 2013).
NBS1'in ise 6zellikle ATM kinazin aktivasyonunda ve hasarli kromatin bolgesine taginmasinda rol
oynadigi bildirilmektedir (J. H. Lee ve Paull, 2005; Paull, 2015). Sonraki asamada MREI11 proteini
EXO1 ve DNA2 ekzoniikleazlari1 hasarli kromatin bdolgesine yiikleyerek 5'->3' yo6niinde zincir
kesiminin gerceklestirilmesini saglamaktadir (ing. DNA 5' end resection). Kesim neticesinde olusan 3'
tek zincirli DNA c¢ikintilar1 (Ing. 3' ssDNA overhangs), RPA (RPA70-RPA32-RPA14) protein
kompleksi ile gevrelenmektedir (Ciccia vd., 2010; Goodarzi ve Jeggo, 2013). Heterotrimerik RPA
kompleksi tek zincirli DNA’y1 niikleaz aktivitesinden koruyarak stabilizasyonunu saglar ve tamirin
devaminda gerekli post-translasyonel modifikasyonlar i¢in platform gorevi iistlenir (Maréchal ve Zou,
2015). Sonraki asamada, BRCA1-PALB2-BRCA2 kompleksi tarafindan rekombinaz RADS5I
niikleoproteinin ssDNA {izerine yiiklenmesi sonucu RPA proteinleri alandan uzaklastirilir (Sy vd.,
2009; Jensen vd., 2010; Haas vd., 2018; Simhadri vd., 2019). Ayrica, RAD51’in PLK1 kinaz
tarafindan fosforilasyonun da RADS51 niikleofilament olusumu ve dolayisiyla HR mekanizmasinin
basarili bir sekilde neticelenmesi i¢in gerekli oldugu yapilan son ¢alismalarda gosterilmistir (Yata vd.,
2012). RADS1 rekombinaz, zincirin kardes kromatiti isgal edebilmesini saglayarak kalip DNA’daki
bilgilerin basarili bir sekilde kopyalanmasina imkan tanir. Siire¢, D-loop ve Holliday kesisim (Ing.
Holliday junction) noktalarinin olusturulmasi, tamir edilecek bolgenin kalip zincir tizerine go¢ etmesi
(Ing. branch migration) ve son olarak Holliday kesisimlerinin ¢ziinmesi seklinde tamamlanir. Sonug
olarak, hiicre dongiisiiniin 6zellikle S ve G2 evrelerinde olusan DNA ¢ift zincir kiriklari, eksilen
bilginin kardes kromatitden kopyalanmasiyla basarili bir sekilde onarilmis olacaktir (Chapman vd.,
2012; Krejci vd., 2012; Goodarzi ve Jeggo, 2013; Jasin ve Rothstein, 2013) (Sekil-2).

zincir kingi

DNA ug
reseksiyonu

RPA
yuklenmesi " @@
RADS1

yiiklenmesi "’@@ -« @

rekombinasyon

Sekil 2: Hiicre dongiisiiniin S/G2 evrelerinde olugan DNA ¢ift zincir kiriklart HR sistemi tarafindan tamir edilir. DNA ¢ift zincir kiriginin tespit
edilmesinin ardindan hiicre dongiisii kontrol noktalar aktive edilerek hiicre dongiisti durdurulur. Kirigin 5' ucu niikleaz aktivitesine maruz kalir
(reseksiyon) ve neticede tek zincirli 3' DNA uglar1 olusur. S6z konusu tek zincirli uglarin niikleaz aktivitesinden korunmasi ve stabilizasyonunun
saglanmasi heterotrimerik RPA kompleksinin baglanmasiyla saglanir. Daha sonra, BRCA1-PALB2-BRCA2 kompleksi tarafindan RAD51 rekombinaz
molekiilleri 3' uglara yiiklenerek RPA kompleksleri uzaklastirilir. Eksik olan genetik bilgi hasarsiz kardes kromatitden kopyalanarak ilgili ¢ift zincir kirigi
onartlir (Ciccia vd., 2010; Chapman vd., 2012; Krejci vd., 2012; Goodarzi ve Jeggo, 2013; Jasin ve Rothstein, 2013).
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Efektif bir sekilde onarimi saglanmayan DNA tek zincir kiriklari, 6zellikle hiicre dongiisiiniin S
fazinda replikasyon catalinin ¢okmesiyle DNA ¢ift zincir kiriklarina doniismekte ve bu DNA c¢ift
zincir kiriklar1 (Ing. replication-associated DSBs) ise yalnizca HR mekanizmasiyla onarilabilmektedir.
Bu nedenle, HR-defektif kanser hiicrelerinde DNA tek zincir kirik onarim bilesenlerinin (6r. PARP)
kiigiik-molekiil inhibitorlerle (6r. olaparib) baskilanmasi, s6z konusu kanser hiicrelerinin spesifik
olarak hedeflenmesine olanak saglamaktadir (sentetik letal etkilesim) (Helleday vd., 2008; Nicola J.
Curtin, 2012; Bhattacharjee ve Nandi, 2017; Ashworth ve Lord, 2018; Li vd., 2020; Topatana vd.,
2020).

Kisisellestirilmis kanser tedavisinde kullanilan bu yaklasimlar ile klinikteki hastalara daha iyi
tedavi imkanlar1 sunulmasindan dolayt HR mekanizmalarinda rol oynayan faktorlerin molekiiler
etkilesimleri ve biyolojik fonksiyonlarinin tanimlanmasi {izerine yogun g¢aligmalar yapilmaktadir ( N.
C. Turner vd., 2008; Bajrami vd., 2014; Borchert vd., 2019).

Sentetik Letalite - PARP Inhibitérleri

Gergeklestirilen giincel arastirmalar, yetersiz DNA hasar yanit (DDR) organizasyonunun; (i)
neoplastik transformasyon siirecini tetikleyebilecegini, (ii) kanser tedavisinde yan etkilerde rol
alabilecegini, (iii) anti-kanser tedavi direncinin ortaya ¢ikmasina neden olabilecegini, (iv) tedavi
yanitinin tespitinde prediktif bir biyogosterge ve (v) kisisellestirilmis kanser tedavisinde farmakolojik
bir hedef olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur (Nicola J. Curtin, 2012; Hiihn vd., 2013;N. J.
Curtin, 2013; O’Connor, 2015; Jackson ve Helleday, 2016; Stover vd., 2016; Nickoloff vd.,
2017;Desai vd., 2018; Hoppe vd., 2018; Pilié, Tang, vd., 2019; Trenner ve Sartori, 2019; Cleary vd.,
2020). DDR tedavileri baglaminda sentetik letalite; alternatif DDR mekanizmalarinda gérev alan iki
genetik/fonksiyonel eksikligin kombinasyonunun endojen DNA hasarinin birikmesi sebebiyle hiicre
Olimiine neden olmasi, bu eksikliklerden sadece birinin ise hiicre tarafindan tolere edilebilmesinden
dolay1 hiicre 6liimiine neden olmamasi olarak tanimlanmaktadir. Ornek olarak kanser hiicreleri,
genetik mutasyon nedeniyle aktivitesini kaybeden tiimor baskilayici gen(ler)den dolayr sag kalimlari
icin alternatif bir genin artan aktivitesine bagimli olur (Ing. oncogene addiction) (Sharma ve
Settleman, 2007; I. B. Weinstein vd., 2008; Luo vd., 2009; Settleman, 2012; Pagliarini vd., 2015).
Alternatif gen iriinliinin farmakolojik olarak engellenmesi ise spesifik olarak s6z konusu kanser
hiicrelerinin eliminasyonunu saglamaktadir (1. Bernard Weinstein ve Joe, 2006; Ashworth vd., 2011;
Lord vd., 2015; Ashworth ve Lord, 2018; Huang vd., 2020). Sentetik letalite konsepti kapsaminda
gelistirilen  kiigiik-molekiil inhibitorlerinden bazilar1 APE1l veya PARP protein aktivitesini
engelleyerek baz eksizyon tamir (Ing. base excision repair; BER) mekanizmasini; DNA-PK protein
aktivitesini engelleyerek NHEJ tamir mekanizmasimi; MREI1, RADS1 veya BRCA1/2 protein
aktivitesini engelleyerek HR mekanizmasini; ATM, ATR, CHK1/2, CDC25 veya WEE1 protein
aktivitesini engelleyerek hiicre dongiisii kontrol noktalarinin aktivasyon ve isleyis mekanizmalarini
bloke etmektedir (Nicola J. Curtin, 2012). Boylece, kanserli hiicrelerin terapotik saldirilara karsi
hayatta kalmalar1 i¢in kullandiklar1 alternatif yolaklarin inhibisyonu vasitasiyla secici ve spesifik
eliminasyonu saglanirken normal hiicreler zarar gérmemektedir (Sekil-3) (Nicola J. Curtin, 2012;
Dietlein vd., 2014; Lord vd., 2015).
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Sekil 3: Sentetik letalite. Hiicresel siireglerin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan iki genin (veya gen triiniiniin) tekli (genetik ve/veya
kimyasal) inhibisyonlar1 hiicre tarafindan tolere edilebilirken ikili inhibisyonlari hiicre 6liimiiyle sonuglanmaktadir ( Lord vd., 2015; Huang vd., 2020;).
Bu nedenle, 6nemli hiicresel yolaklarda gorev alan proteinlerin rollerinin karakterize edilmesi ve kanser hiicrelerindeki mutasyonlarin tanimlanmast,
sentetik letal etkilesim gosterme potansiyeline sahip daha fazla farmakolojik hedefin ortaya ¢ikarilmasina katki saglayarak klinikte kisisellestirilmis tedavi
yaklasimlarindaki basariy1 arttiracaktir.

PARP (poli [ADP-riboz] polimeraz) enzimleri, DDR, DNA tamiri, kromatin metabolizmas1 ve
apoptosis dahil olmak tizere bir¢ok hiicresel mekanizmada rol oynamaktadir (Krishnakumar ve Kraus,
2010; Pines vd., 2012; Hu vd., 2014; Q. Zhao vd., 2019). PARP protein ailesi, ART (ADP-ribosil
transferaz) protein grubu altinda siniflandirilan 17 enzimden olusmaktadir. ART enzimleri,
“PARilasyon” olarak adlandirilan ve PAR (poli-ADP-riboz) iinitelerinin olusturulmasi ve spesifik
amino asit bolgeleri vasitasiyla akseptor proteinlere kovalent olarak eklenmesi amaciyla p-NAD+ (beta
nikotinamid adenin diniikleotid)’den ADP-riboz molekiillerini transfer edebilme kapasitesine sahiptir
(Krishnakumar ve Kraus, 2010; Pines vd., 2012). Ornek olarak, PARP enzimi PAR zincirlerini hedef
protein substratlarina katalize etmek suretiyle olusan DNA tek zincir kiriklarin1 aninda tespit eder ve
sinyalin ilgili alt yolaklara iletilmesini saglar. Boylece, ilgili DNA tamir mekanizmasinda rol oynayan
kilit proteinlerin hasarli kromatin bdlgesinde toplanmast PARP enzimlerinin gercgeklestirdigi post-
translasyonel modifikasyon ile icra edilmis olur. Akabinde, PARP enzimi kendisinin PARilasyonunu
(otoPARilasyon) saglayarak bolgeden uzaklasir (Murai vd., 2012; Pines vd., 2012; Morales vd., 2014;
Lord vd., 2015). Ozellikle hiicre déngiisiiniin S/G2 fazinda olusan DNA ¢ift zincir kiriklariin
tamirinden sorumlu olan HR mekanizmasiin (Ciccia vd., 2010; Goodarzi ve Jeggo, 2013) tam olarak
calismadigr hiicreler, PARP inhibisyonuna kars1 yiiksek duyarlilik gostermektedir (Bryant vd., 2005;
Farmer vd., 2005). Yukarida da bahsedildigi lizere BRCA1 ve BRCA2 gen iiriinleri ozellikle HR
mekanizmasinda énemli roller icra etmektedir (Sy vd., 2009;;Buisson vd., 2010; Deans ve West, 2011;
Jasin ve Rothstein, 2013; Densham vd., 2016; Simhadri vd., 2019). Homozigot BRCA1/2 mutasyonu
dolayistyla disfonksiyonel HR mekanizmasina sahip tiimor hiicrelerinin, heterozigot veya normal
BRCA1/2 allellerine sahip hiicrelere kiyasla PARP inhibisyonuna kars1 yiiksek hassasiyet gosterdikleri
gozlenmistir (Bryant vd., 2005; Farmer vd., 2005). Sonug itibariyle, farmakolojik olarak enzimatik
aktivitesi engellenen PARP dolayistyla DNA tek zincir kiriklart birikmekte ve bunlar replikasyon
esnasinda ¢ift zincir kiriklarina doniismektedir. Fonksiyonel HR mekanizmasina sahip saglikli hiicreler
bu durumu tolere edebilirken, HR-defektif timdr hiicreleri ise artan ¢ift zincir kirik yogunlugu
nedeniyle selektif olarak 6lmektedir (Sekil-4) (Bryant vd., 2005; Farmer vd., 2005; Jelinic ve Levine,
2014; Lord vd., 2015; Lord ve Ashworth, 2016, 2017; Arena vd., 2020). S6z konusu sentetik letalite,
PARP inhibitorlerinin tahmin edilen ilk mekanizmasidir (Helleday, 2011). PARP aktivitesinin
kimyasal inhibisyonunun genetik inhibisyonundan (RNA interferans) daha sitotoksik etki gostermesi
(Murai vd., 2012), inhibitorlerin farkli mekanizmalarla da etki edebilecegi hipotezini
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gliclendirmektedir. Bu baglamda yapilan arastirmalar, PARP enzimlerinin otoPARilasyonunun
engellenmesi suretiyle enzimin kromatin iizerinde asili kalmasinin (tuzaklanmasi, ing. PARP-trapping)
inhibitor sitotoksisitesini arttirdigini gostermektedir (Murai vd., 2012). Boylece tuzaklanmig PARP
enzimleri DNA replikasyonu ve transkripsiyonu sirasinda dogrudan DNA hasarina neden olmaktadir.

DNA tek zincir kingi DNA tek zincir kirk onarimi

X O — X+
PARP
inhibitérii

zincir king

I 1
HR-efektif hiicre HR-defektif hiicre

Bac/q‘!

RADS1 basarisiz
yiiklenmesi "’@@ - _WRADﬂ yuklemesi
+

homolog . .
rekombinasyon hiicre dlimii

Sekil 4: BRCA1/2 mutasyonu dolayisiyla HR-defektif kanser hiicreleri PARP inhibisyonuyla basarili bir sekilde hedeflenebilmektedir. PARP
enzimlerinin DNA tek zincir kinklarmin tamiri basta olmak iizere birgok hiicresel yolakta rol oynadig1 belirtilmistir. PARP enzimatik aktivitesinin
farmakolojik inhibisyonu neticesinde onarilmayarak birikmeye baslayan DNA tek zincir kiriklan 6zellikle replikasyon esnasinda DNA ¢ift zincir
kiriklarina déniisiirler. S5z konusu replikasyon kaynakli DNA cift zincir kirklar saghkl hiicrelerde efektif olan HR sistemi ile bagarili bir sekilde tamir
edilirken islevsiz BRCA1/2 dolayistyla disfonksiyonel HR mekanizmasina sahip kanser hiicreleri biriken DNA ¢ift zincirleri nedeniyle selektif olarak
elimine edilirler (Bryant vd., 2005; Farmer vd., 2005; Lord ve Ashworth, 2017).

Olaparib, rucaparib, niraparib, talazoparib, veliparib, pamiparib ve fluzoparib halihazirda klinik
oncesi ve klinik calismalarda kullanilan kii¢clik molekiil PARP inhibitorleridir. Olaparib (Lynparza),
ileri evre kalitsal BRCA-mutant yumurtalik kanseri hastalariin tedavisinde kullanilmak {izere 2014
yilinda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ve Avrupa ilag Dairesi (EMA) tarafindan onay verilen
ilk PARP inhibitoriidiir (Kaufman vd., 2015). S6z konusu ilag, 2018 yilinda BRCA-mutant HER2-
negatif meme kanseri, 2019 yilinda BRCA-mutant metastatik pankreas kanseri ve 2020 yilinda HR-
defektif, metastatik ve kastrasyon-direngli prostat kanseri hastalarinin tedavilerinde de kullanilmak
tizere onay almistir (K. Moore vd., 2018; Golan vd., 2019; Robson vd., 2019; de Bono vd., 2020).
Rucaparib (Rubraca) ise ileri evre kalitsal veya somatik BRCA-mutant yumurtalik kanseri tedavisi igin
2016 yilinda onay alan bir diger PARP inhibitoriidiir (Oza vd., 2017). Ay ilag 2020'de ise BRCA-
mutant metastatik kastrasyon-direngli prostat kanseri tedavisi i¢in onaylanmistir (Abida vd., 2019).
Bununla birlikte, niraparib (Zejula) ve talazoparib (Talzenna) de kanser hastalarinin tedavisinde
kullanilmak tizere onay almis diger PARP inhibitorleridir (Mirza vd., 2016; Ettl vd., 2018; Gonzalez-
Martin vd., 2019; K. N. Moore vd., 2019). Veliparib (Baxter vd., 2020), pamiparib (Ciardiello vd.,
2018) ve fluzoparib (Han vd., 2019) molekiilleri i¢in ise klinik arastirmalar devam etmektedir. Su ana
kadar gelistirilen PARP inhibitorleri arasinda talazoparibin PARP-tuzaklama kapasitesinin en yiiksek
oldugu, veliparibin ise digerlerine kiyasla ¢cok daha sinirli tuzaklama yapabildigi ortaya ¢ikarilmistir
(Pilié, Gay, vd., 2019). Sonug olarak, su ana kadar ¢ok sayida PARP inhibitérii gelistirilmis ve
bazilarmin 6zellikle HR-defektif kanser tedavisinde kullanilmasi onaylanmistir. Ote yandan, PARP
inhibitorlerinin normal BRCA profiline sahip bazi kanser hiicreleri iizerinde de etkili oldugunun
gozlenmesi, HR aktivitesinin tahmininde kullanilabilecek BRCAL/2 disindaki farkli biyogdstergelerin
gelistirilmesi lizerine olan ilgiyi arttirmistir. Bununla birlikte, her ne kadar PARP inhibitorleri klinikte
basarili sonuglar saglasa da, zamanla ortaya c¢ikan ila¢ direnci tedavide uzun vadeli basariy1
engellemektedir. Bu nedenle, pre-klinik ve klinik ¢alismalarda PARP inhibitorlerinin konvansiyonel
anti-kanser ajanlar ile kombinasyonu da yogun bir sekilde arastirilmaktadir.
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BRCA1/2 Disindaki Biyogostergeler

Tedavi yanitinin tahmin edilmesine olanak saglayan biyogostergelerin karakterize edilmesi ve
tanimlanmasi, uygulanan tedaviye spesifik hasta stratifikasyonu i¢in dnem arz etmektedir (Mateo vd.,
2019). Klinik 6ncesi ve klinik arastirmalardan elde edilen sonuglar, BRCA1 ve BRCA2 disinda farkli
biyogdstergelerin de HR aktivitesinin tahminin de kullanilabilir olduguna isaret etmektedir. Normal
BRCAL/2 aktivitesine sahip ancak HR-defektif davranig sergileyen fenotip, “BRCAness” olarak
tanimlanmaktadir (N. Turner vd., 2004; Lord ve Ashworth, 2016; Byrum vd., 2019). S6z konusu
fenotipe sahip hiicreler, HR-defektif olmalarindan dolayr HR-hedeflenmis tedavilere karsi daha duyarl
hale gelmektedir. Bu kapsamda HR'de gorev alan bir¢cok faktoriin (6r. ATM, PALB2, TOPBPI,
RADS51 vd.) PARP inhibisyonuyla sentetik letal iliski icerisinde olup olmadigi arastirilmaktadir
(Stover vd., 2016; Hoppe vd., 2018; Cleary vd., 2020). HR-defektif kanser hiicrelerinin, olusan DNA
¢ift zincir kiriklarinin tamiri i¢in hiicre dongiisiiniin tiim evrelerinde aktif ancak daha fazla hata
olusturan NHEJ sisteminin artan aktivitesine bagimli oldugu rapor edilmistir. Stirekli NHEJ sisteminin
kullanilmasinin en 6nemli dezavantaji, s6z konusu hiicrelerde kalici insersiyon/delesyon aktivitelerinin
yogunlasmas: ve daha da dnemlisi heterozigosite kaybinin (ing. loss of heterozygosity; LOH) siklikla
yasanmasidir (Davies vd., 2017). FDA tarafindan onaylanmis bazi testlerde (6r. FoundationFocus CDx
BRCA LOH), LOH aktivitelerinin analizi HR islevselliginin prediktif bir biyogdstergesi olarak
kullanilmaktadir (Davies vd., 2017). Efektif HR aktivitesinin analizi igin pre-klinik g¢alismalarda
aragtirtlan bir diger teknik ise DDR ve DNA tamir yolaklarindaki gesitli faktorlerin immiinofloresan
(IF) ve immiinohistokimyasal (IHC) analizlerine dayanmaktadir. Bu baglamda, hasarli kromatin
bolgesinde toplanan y-H2AX ve RADS1 niikleoprotein analizleri HR islevselligi hakkinda bilgi veren
onemli tekniklerdir (Castroviejo-Bermejo vd., 2018).

PARP inhibitér Direnci ve Kombinasyon Stratejileri

Her ne kadar PARP inhibitdr tedavisi klinikte basarili sonuglar saglamis olsa da, klinik dncesi ve
sonrasi calismalar, PARP inhibitorlerine karsi cesitli diren¢ mekanizmalarinin zamanla gelistigini
gostermistir (Lord ve Ashworth, 2013; Konstantinopoulos vd., 2015). HR aktivitesinin geri
kazanilmasiin en yaygin PARP inhibitor diren¢ mekanizmasi oldugu bildirilmistir. Bu durumun ise
ya BRCAL/2'nin tekrar efektif hale gelmesini saglayan ikincil mutasyonlar neticesinde (Norquist vd.,
2011; Barber vd., 2013) veya NHEJ aktivitesinin baskilanmasi sonucu (6r. yetersiz 53BPI
ekspresyonu) gergeklestigi tahmin edilmektedir (Bouwman vd., 2010; Noordermeer ve van Attikum,
2019). Tekrar efektif hale gelen HR mekanizmasi, PARP inhibisyonu nedeniyle olusan DNA gift
zincir kiriklarinin basarili bir sekilde onarilmasini, dolayisiyla tlimoérii olusturan kanser hiicrelerinin
hayatta kalmasini saglamaktadir. Ayrica, PARP enzimlerinin DNA baglanma domainlerinde ortaya
¢ikan mutasyonlarin (Pettitt vd., 2018) veya PARP tarafindan icra edilen PARilasyon aktivitesindeki
artisin da (Or. yetersiz PARG eckspresyonu neticesinde) ozellikle PARP-tuzaklama kapasitesini
azaltarak PARP inhibitor direncine neden oldugu rapor edilmistir (Gogola vd., 2018). Tiim bu sonuglar
degerlendirildiginde, PARP inhibitorlerinin sitotoksik aktivitelerinin arttirilmasi i¢in standart anti-
kanser ajanlar veya farkli kiiciik molekiil DDR inhibitorleriyle kombinasyon caligmalar1 6nem
kazanmistir (Dréan vd., 2016).

Kanser tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmakta olan sisplatin, karboplatin ve temozolomid
gibi DNA alkilleyici ajanlar, DNA bazlarma ekstra alkil gruplarinin eklenmesi suretiyle DNA'nin ayni
veya karsilikli zincirleri arasinda c¢apraz baglanmalar olusturarak rutin DNA metabolizmasini
(replikasyon, transkripsiyon vd.) sabote eder, bdylece 6zellikle hizli ¢ogalan hiicrelerin artan DNA
hasarma bagli programli O6liimiine neden olur. Bu smiftaki kemoterapi molekiillerinin PARP
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inhibitorleriyle kombinasyonlar1 pre-klinik ve klinik caligmalarda arastirilmaktadir. Gergeklestirilen
faz 3 klinik ¢alismanin neticesine gore, bu ajanlarin Ozellikle veliparib ile kombinasyonunun
yumurtalik kanseri hastalarmin (Coleman vd., 2019) ve HER2-negatif, BRCA-mutant meme kanseri
hastalarinin progresyonsuz sag kalimini arttirdigi belirlenmistir (Somlo vd., 2013; Rose vd., 2020).
Kanser hastalarinin tedavisinde yaygmn bir sekilde kullanilmakta olan DNA topoizomeraz
inhibitorlerinin (6r. kamptotesin, topotekan vd.) PARP inhibitorleriyle kombinasyon calismalar1 ise
heniiz terapdtik bir avantaj gézlenmemesine ragmen devam etmektedir (Rose vd., 2020). Kemoterapi
ajanlarina ek olarak, PARP inhibitorlerinin BRCA statiisiinden bagimsiz olarak radyasyon tedavisinin
anti-neoplastik  etkisini  arttirdign  bildirilmistir.  G6zlenen bu sinerjik etkinin  muhtemel
mekanizmasinin, radyasyon tedavisi neticesinde hiicrelerde artan DNA tek zincir kirik yogunlugu ve
bunlarin PARP inhibisyonu nedeniyle onarilmayarak replikasyon esnasinda katastrofik cift zincir
kiriklarina doniismesi oldugu tahmin edilmektedir (W. Zhao vd., 2019). Bahsi gecen tedavilere ek
olarak, PARP inhibitorlerinin hiicre dongiisii - DDR inhibitdrleri ve immiinoterapide ajanlart ile
kombinasyon etkinligi de klinik 6ncesi ve klinik ¢aligmalarda arastirilmaktadir (Rose vd., 2020).

SONUC

Son yillarda gerceklestirilen kapsamli arastirmalar neticesinde ¢ok sayida PARP inhibitorii
gelistirilmis ve bunlarin monoterapi veya komboterapi olarak pre-klinik ve klinik etkinlikleri ortaya
cikartlmistir. Devam etmekte olan ¢aligmalar, 6zellikle 3 temel hedef iizerine yogunlagsmaktadir. Bu
hedefler; (1) daha fazla hastanin PARP inhibitér tedavilerinden faydalanmasini saglayacak
biyogostergelerin tanimlanmasi, (2) PARP inhibisyonuyla sentetik letal etkilesim gosterebilecek yeni
farmakolojik hedeflerin belirlenmesi ve (3) de novo veya kazanilmis PARP inhibitor direncine karst
daha etkili kombinasyon stratejilerinin tespit edilmesi seklinde siralanabilir. DNA ¢ift zincir
kiriklarinin onarimini saglayan HR mekanizmasinin tam olarak agiklanmasi ancak bu yolakta gorev
alan proteinlerin rollerinin ortaya ¢ikarilmasiyla miimkiin olacaktir. S6z konusu proteinlerin
eksikliginin/yetersizliginin PARP inhibisyonuyla muhtemel sentetik letal etkilesimi, 6zellikle PARP
inhibitor tedavisi kapsaminda daha iyi hasta stratifikasyonuna imkan saglayacaktir. Ayrica timori
olusturan hiicrelerin HR kapasitesinin kiimiilatif olarak analiz edildigi testlerin (6r. LOH testi) veya y-
H2AX ve RADSI gibi biyobelirtecler vasitasiyla daha spesifik HR analizlerinin gelistirilmesi klinikte
daha basarili sonug¢larin alinmasini saglayacaktir.
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