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Can Stimulate Apoptosis in Chronic
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OZET

Amag: Serin/treonin protein kinaz olan aurora kinazlar, hiicrelerin uygun mitotik ilerlemeden
sorumlu 6nemli molekdllerdir. Kanser hiicrelerinde anormal olarak ifade edildikleri bilinmekte
ve bu nedenle énemli bir terapotik hedefler olarak gortlmektedir. CCT137690, yuksek oranda
secici 6zellik gosteren sentetik bir aurora kinaz inhibitéridir. Bu ¢calismada CCT137690'un KU812
hucreleri (insan kronik miyeloid 16semi-KML) lzerinde apoptotik ve antiproliferatif etkilerinin
belirlenmesi amaglanmistir.

Hastalar ve Yontem: CCT137690'in KU812 hiicrelerindeki sitotoksik etkisi, WST-8 ile belirlenmis-
tir. IC,, dozunun apoptoz lizerine etkisi Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit |, hiicre déngusi
Uizerine etkisi BD Cycletes Plus DNA Reagent Kiti ile akim sitometrisinde degerlendirilmistir.

Bulgular: KU812 KML hiicre hattinda CCT137690'In 48 saatlik IC50 dozu 6.24 uM olarak belirlen-
mistir. CCT137690'in 48 saatlik IC, dozunun apoptozu yaklasik 7,2 kat indiikledigi, G,/M fazinda
hicre déngustinin durdurulmasina yol actigr bulunmustur.

Sonug: CCT137690'In, KU812 hiicrelerindeki etkinligi, aurora kinaz inhibitorlerinin KML tedavi-
sinde potansiyel avantajlarinin olabilecedi goruisiinti destekler niteliktedir.

Anahtar Sozciikler: Kronik miyeloid [6semi (KML); Aurora kinazlar; Kinazinhibitorleri; CCT137690

ABSTRACT

Objective: Aurora kinases, which are serine/threonine protein kinases, are important molecules
responsible for proper mitotic progression of cells. It is known that Aurora kinases are abnormally
expressed in cancer cells. Therefore, they are seen as an important therapeutic target. CCT137690
is a synthetic aurora kinase inhibitor with high selectivity. In this study, it was aimed to determine
apoptotic and antiproliferative effects of CCT137690 on KU812 cells (human chronic myeloid
leukemia-CML).

Patients and Methods: The cytotoxic effect of CCT137690 in KU812 cells was determined by
WST-8. Effect of IC50 dose on apoptosis and on cell cycle was assessed with flow cytometry after
using Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit | and BD Cycletes Plus DNA Reagent Kit, for apoto-
sis and cell cycle, respectively.
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Asik A ve ark.

Results: The IC50 of CCT137690 was determined as 6.24 pM in KU812 CML cell line for 48 hours. It was found that the IC, of CCT137690
for 48-hours induced apoptosis about 7.2 fold and caused cell cycle arrest in G,/M phase.

Conclusion: The activity of CCT137690 in KU812 cells supports the view that aurora kinase inhibitors may have potential advantages in

the treatment of CML.
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GiRiS

Kronik miyeloid 16semi (KML), transforme hematopoe-
tik kok hiicre kaynakli klonal miyeloproliferatif bir hastaliktir
(1). Hastalarin hemen tiimine yakininda kromozom 9 ve
22 arasindaki resiprokal translokasyon t(9;22) (q34;q11.2)
sonucunda meydana gelen Philadephia (Ph) kromozo-
mu yapisi gozlenmekte ve bu translokasyon sonucunda
KMLnin patogenezinde rol alan tirozin kinaz aktiviteli bir
rdn kodlayan Bcr-Abl fiizyon geni olusmaktadir (2). Bcr-Abl
onko-proteini [6semi fenotipinden sorumlu olmasinin yani
sira, PI3K, MAP kinaz, NFkB, RAS ve STAT5 gibi asagi yonlu
sinyal molekiilleri ile anormal etkilesimler kurarak 16semi
hiicrelerinde maling transformasyon, genetik istikrarsizlik
ve antiapoptotik durumlarin artisini da tesvik etmektedir (3).
Bcr-Abl'nin KMLde merkezi rol Gstlenmesi onu KML tedavisi
icin baslica terapotik hedef haline getirmistir (4). Bcr-Abl'nin
hedeflenmesi amaciyla gelistirilen ilk ilag imatinib olmustur;
fakat T315I basta olmak tizere Bcr-Abl kinaz domeinlerindeki
mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan ila¢ direnci nedeniyle he-
deflemenin etkinligini artirmak icin ikinci jenerasyon (nilo-
tinib ve dasatinib) ve li¢lincl jenerasyon (ponatinib) Bcr-Abl
tirozin kinaz inhibitorleri gelistirilmistir (5). Bununla birlikte
mevcut tedavi stratejilerinin gliclendirilmesi ve yeni strateji-
lerin gelistirilmesi amaciyla dogrudan Bcr-Abl'nin hedeflen-
mesinin yani sira farklt molekdllerin hedeflenmesine yénelik
arastirmalar da mevcuttur (6).

Aurora A, B ve C olmak Uzere Ug izoformu bulunan
aurora kinazlar, uygun mitotik ilerleme icin sentrozomlarin,
ig ipliklerinin ve kinetokorlarin fonksiyonunu diizenleyen
en 6nemli serin/treonin protein kinazlardir (7). Cesitli calis-
malarda aurora A ve aurora B'nin, meme, kolon, néroblas-
toma, pankreas ve over kanser gibi cesitli malignitelerde
asin ifade edildigi belirtiimis olmakla birlikte, bir calismada
KML hiicrelerinde de Bcr-Ablmin bu kinazlarin ifadesini in-
dikledigini belirtilmistir (8,9). Bcr-Abl kinaz domainlerinde-
ki mutasyonlardan kaynaklanan diren¢ mekanizmalarinin
Ustesinden gelmek amaciyla in vitro ¢alismalarda MK-0457,
PHA-739358 ve AT9283 aurora kinaz inhibitorlerinin yabanil
tip ve T315] mutasyonlu KML hiicrelerinde hiicre déngu-
stind blokladigi ve apoptozu tetikledigi gosterilmistir. Ay-
rica MK-0457 kullaniminda KML veya Ph* akut lenfoblastik
|6semi (ALL) hastalarinda klinik yanitin gézlenmesi sonucu

aurora kinaz inhibitorlerinin KML hastaliginin tedavisinde
potansiyel avantajlarinin olabilecedi ileri strilmustir (6).
CCT137690, yiiksek oranda segici 6zellik gosteren sentetik
bir aurora kinaz inhibitérudar (10).

Bu calismada KU812 Ph* insan KML hiicre hattinda
CCT137690 uygulamasinin apoptoz ve hiicre dongiisi lze-
rine etkilerinin belirlenmesi amaclanmistir.

HASTALAR ve YONTEM

KU812 (ATCC, Amerika), T315] mutasyonu icermeyen
Ph*insan KML hiicre hattidir. KU812 hticreleri, %10 FBS (Fe-
tal Bovine Serum), 2mM L-glutamin ve %1 penisilin-strep-
tomisin iceren RPMI 1640 (Biological Industries, Israil) besi
ortaminda, standart hcre kuiltiri inktbatorinde (%5
CO,'lik atmosfer, %95 nispi nem, 37°C) kiiltiiri sagland..

CCT137690'In sitotoksik etkisini belirlemek icin WST-
8 analizi (Sigma-Aldrich, Almanya) kullanildi. Oncelikle 1
X 10° hiicre 96-kuyulu plaklara ekilerek ve hiicrelere 50
- 0.78 pM ardisik doz araliklarinda CCT137690 muamele-
si yapilarak 48 saatlik inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonras! deney Ureticinin 6nerdigi protokole uygun olarak
yuritalda. CCT137690'n 1C, ) dozu Calcusyn v.2 yazilimi
(Biosoft, ABD) ile hesaplandi.

CCT137690'In KU812 hiicrelerindeki apoptotik etkisini
degerlendirmek icin FITC Annexin V Apoptosis Detection
Kit | (BD Biosciences, ABD) kullanildi. Oncelikle 1 x 10°
hiicre IC, dozu ile 48 saat icin muamele edildi, muamele
edilmeyen hiicreler kontrol olarak kabul edildi. inkiibasyon
sonrasi hiicreler toplanip PBS ile yikandiktan sonra deney
Ureticinin 6nerdigi protokole uygun olarak ydritaldd.
Hicreler akim sitometrisinde (BD Accuri C6, ABD) deger-
lendirildi.

CCT137690'In KU812 hiicrelerindeki hiicre déngisiine
etkisini degerlendirmek icin BD Cycletes Plus DNA Reagent
Kit (BD Biosciences, ABD) kullanildi. Oncelikle 1 x 10¢hiicre
IC,, dozu ile 48 saat icin muamele edildi, muamele edilme-
yen hiicreler kontrol olarak kabul edildi. inkiibasyon sonra-
st hiicreler toplandi, PBS ile yikandiktan sonra deney Ureti-
cinin 6nerdigi protokole uygun olarak yaratalda. Hiicreler
akim sitometrisinde (BD Accuri C6, ABD) degerlendirildi.
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BULGULAR

CCT137690 ile 48 saatlik inklibasyon sonucunda
CCT137690'n KU812 hiicrelerindeki IC, | dozu 6.24 uM ola-
rak bulunmustur (Sekil 1).

CCT137690'un KU812 hiicrelerindeki apoptotik etkinli-
gi degerlendirildiginde etken madde ile muamele edilme-
yen kontrol grubuna kiyasla CCT137690'in IC,, dozu, erken
apoptozu yaklasik 3.4 kat, ge¢ apoptozu 10.7 kat genel ola-
rak ise yaklasik 7.2 kat indUkledigi bulunmustur (Sekil 2).

CCT137690'un KU812 hiicrelerindeki hiicre dongustu
Uzerindeki etkinligi degerlendirildiginde ise etken maddeile
muamele edilmeyen kontrol grubuna kiyasla CCT137690'In
IC,, dozunun, G,/M fazinda birikime yol acarak déngtiniin
bu fazda durdurdugu bulunmustur.

TARTISMA ve SONUC

Hicre dongusiiniin mitotik siirecindeki 6nemli rolleri
ile proliferasyona sagladigi katki ve malignitelerdeki asiri
ifadesi g6z oniline alindiginda aurora kinaz ailesi tGyelerinin,
kanser tedavisinde 6nemli terapotik hedef olusturdugu bil-
dirilmistir (7).

Aurora kinazlarin, genetik knock-down ya da kiigiik in-
hibitér molekdiller kullanilarak inhibisyonu sonucu KMLde
onemli terapdtik yarar sagladigi cesitli calismalarla gos-
terilmistir. Kelly ve arkadaglar, Aurora A kinaz inhibitori
MLN8237’in in vitro ve in vivo olarak nilotinib etkisini artirdi-
gini gostermisler ve MLN8237 ile nilotinibin kombinasyonel
kullaniminin T3151 mutasyonlu KML klon gelisiminin potan-
siyel baskilayicisi olabilecegini vurgulamislardir (11). Yuan
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Sekil 1. CCT137690'in KU812 hiicrelerindeki IC,, doz ve medyan etki grafigi. KU812 KML hticre hattinda CCT137690'in 48

saatlik IC,, dozu 6.24 uM olarak belirlenmigtir.
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Sekil 2. CCT137690'in IC,, dozunun KU812 hiicreleri lizerindeki apoptotik etkisi. Sekildeki béimelerde Q1-LL, canli hiicre
ytizdesini; Q1-LR, erken apoptotik hiicre ylizdesini; Q1-RR, ge¢ apoptotik hiicre ylizdesini; Q1-UL, nekrotik hiicre ylizdesini
gdstermektedir. CCT137690'in 48 saatlik IC,, dozunun apoptozu yaklasik 7.2 kat indlkledigi saptanmigtir.
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Sekil 3. CCCT137690'in IC,, dozunun KU812 hticrelerindeki hticre déngdistiniin durdurulmasi. Sekilde mavi renk, hicre
dénglstntin G /G, fazinda bulunan hticreleri (2n); yesil renk S fazinda bulunan hiicreleri (2n-4n); kirmizi renk G /M fazinda
bulunan hticreleri (4n) ifade etmektedir. CCT137690'in 48 saatlik IC,, dozu G /M fazinda hiicre déngtstntn durdurulmasina yol

actigi saptanmistir.

ve arkadaslari, Aurora A'nin spesifik inhibisyonunun T3151
Bcr-Abl mutasyonlu ve mutasyonsuz KCL-22 KML hicrelerin-
de apoptozu indikledigi ve hiicre blytmesini baskiladig,
ayrica KML hiicrelerini imatinib tedavisine daha duyarli hale
getirdigi ve Bcr-Abl mutasyon kazanimini da bloke ettigini
gostermigslerdir (12). lllert ve arkadaslari, dual Abl ve auro-
ra kinaz inhibitorleri PHA-739358 (danusertib) ve R763/
AS703569'un yabanil tip ve tirozin kinaz direncli Bcr-Abl
mutant KML hiicrelerinde anti-proliferatif etkilerini goster-
dikleri calismada dual Abl ve aurora kinaz inhibisyonunun
Abl-tirozin kinaz inhibitér direngli KMLnin Ustesinden gel-
mek icin kullaniminin dnemini vurgulamiglardir (13). Wang
ve arkadaslan, kii¢lik inhibitér molekil AKI603 ile Aurora A
inhibisyonunun imatinib-direngli KML hiicrelerinde hiicre
proliferasyonunu ve koloni olusumunu poliploidi birikimi
ile hiicre dongusunin durdurulmasini indiikleyerek inhibe
ettigini ve hem yabanil tip Bcr-Abl hem de T3151 mutasyonlu
hiicrelerde 16semi hiicre senesensini indikledigini goster-
mislerdir (14).

Galismamizda kullandigimiz segici aurora kinaz inhibi-
tord CCT137690'In antikanser etkilerini gosteren literatiu-
re gecmis birkac calisma mevcuttur. Faisal ve arkadaslari,
CCT137690 etkisi ile in vitroda néroblastoma hiicrelerinde
timor agresifligi ile iliskili yiiksek MYCN ifadesinin azaldigi-
ni ve in vivoda timor kitlesinin azaldigini gdstermigler ve
HCT116 insan kolorektal kanser hiicrelerinde zamana bagli
olarak artis gosteren sekilde poliploidiye yol acarak hiicre
donguisiini etkiledigini ve ayni sekilde artis gosteren apop-
tozu uyardigini belirtmislerdir (8). Wu ve arkadaslar, SW-48
ve SW-620 insan kolon adenokarsinom hiicrelerinde yap-

tiklar calismada CCT137690 etkisiyle hiicre déngustinde
G,/M'de yigiima ve poliploidi gerceklestigini ve iyonize rad-
yasyonla kombinasyonel uygulanmasiyla apoptoz uyarimi-
nin artirdigini géstererek CCT137690'In iyonize radyasyonla
sinerjitik etkisi vurgulanmistir (10).

Solid timorlerin yani sira akut miyeloid I6semide (AML)
de CCT137690'In antikanser etkisi incelenmistir. Moore ve
arkadaslari, FLT3-ITD* alelinde yeni bir D835Y tirozin kinaz
domaini mutasyonu barindiran FLT3 inhibit6r-direncli insan
AML MOLM-13 (MOLM-13-RES) hiicrelerinde, CCT137690'In
onemli derecede hiicre biylmesini inhibe ettigini goster-
misler ve sonucunda aurora kinaz inhibisyonunun FLT3 mu-
tant AML tedavisinde yararl olabilecegini vurgulamislardir
(15).

KU812 hiicrelerinde CCT137690'In etkilerini inceledigi-
miz bu ¢alismada diger aurora kinaz inhibitorlerinde oldugu
gibiapoptozu yiiksek oranda uyararak ve G,/M fazinda hiicre
donglistiniin durdurulmasina yol acarak antiproliferatif etki-
si oldugu ve buna bagl olarak da 6nemli dl¢lide apoptozu
indiiklendigi gésterilmistir. ileri calismalarla CCT137690'n
KML direng modellerinde de yalniz olarak ya da diger inhi-
bitdrlerle kombinasyonel olarak uygulanmasi sonucu KML
icin antikanser etkisinin daha derin incelenmesi yapilabilir.

Sonug olarak bu ¢alisma, bir aurora kinaz inhibit6ri olan
CCT137690'In, yiksek bir oranda apoptozu uyarmasi ve
hiicre dongustiniin durdurulmasina neden olmasiyla, auro-
ra kinaz inhibitorlerinin KML tedavisinde potansiyel avantaj-
larinin olabilecegi goriistint destekler niteliktedir.
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CIKAR CATISMASI

Yazarlarin ¢ikar ¢catismasi bulunmamaktadir.

MALi ACIKLAMA

Calisma icin dogrudan veya dolayli mali destek alinma-

di. Calismaile ilgili herhangi bir firma veya kisi ile ilgili ticari
baglanti yoktur.

YAZAR KATKISI

Verilerin toplanmasi: AA, CKB, BOY, TBO, SG, FS, RG, SYS,

CBA, CG; Literatir taranmasi ve makalenin yazimi: AA, CG.
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