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OZET

NCI-H1975 (P53-MUTANT) VE A549 (P53-VAHSI TiP) KUCUK HUCRELI
DISI AKCiGER KANSERI (NSCLC) HUCRELERINDE, PRIMA-1™"' VE
ETOPOSIDE KOMBINASYONUNUN SITOTOKSIK ETKISININ
ARASTIRILMASI

Fatma T. KAHRAMAN
Yuksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Niliifer IMIiR
Subat 2020; 69 sayfa

Kanser her yil artan vakalarla olduk¢a yaygin bir hastaliktir. Mevcut kemoterapi
tedavisinde artan basari oraniyla ¢ok sayida kanser tedavisinde ilerleme kaydedilmesine
ragmen kemoterapi ile iliskili yan etkiler ve kemoterapétik ilaca karsi olusan direng
kemoterapiye alternatif yeni tedavilerin arastirilmasi i¢in yenilik ihtiyacini ortaya
koymustur. Bu nedenle, kemoterapi farkli kanser tedavileri ile kombine edilmektedir.
Ayrica, kisiye ve tiimore 0zel ilag hedefleme terapileri, apoptozis yolagini hedeflemesi
nedeniyle bir¢ok potansiyel alternatif tedaviler arasindan tercih edilmektedir.

Tiimor baskilayici protein, p53, hiicre dongiisiiniin ve apoptozun kontroliine ve
hiicre genomik biitiinliigiiniin diizenlenmesine katilan bir transkripsiyon faktoriidiir. P53
proteini, mutasyona ugramis ya da hasar géren DNA'larin bdliinmesini engelleyerek
timorlerin gelisimini onlemeye yardimei olur. P53, hiicre boliinmesini diizenleme ve
tiimor olusumunu 6nleme agisindan ¢ok 6nemli oldugu i¢in genomun gardiyani olarak
adlandirilir ve solid tlimorlerde en sik mutasyona ugrayan tiimor baskilayici proteindir.
Mutant-p53 ge¢ donem malignite ve ilag direnci ile yiiksek derecede iliskili oldugundan
yeni kanser tedavilerinin gelistirilmesinde potansiyel bir hedef olarak goériilmiistiir. Bu
sebeple mutant-p53°iin farmakolojik olarak reaktivasyonu, gelisen kanser tedavileri igin
umut verici bir strateji olarak ortaya cikmistir. PRIMA-1™"in, vahsi tip (wild type)
fonksiyonlarin mutant p53'e geri kazandirilmasinda klinik kullanim i¢in en umut verici
ilaclardan biri olarak tanimlanmustir.

Bugiline kadar yapilan kombinasyon terapisi caligmalarinda, kemoterapotik
ilaclarla mutant-p53 seviyelerinin indiiksiyonunun, timér hiicrelerinin PRIMA-1m"e
duyarliligin1 artirmasi olasiligini gostermistir. Dolayisiyla, PRIMA-1""in hali hazirda
kullanilan kemoterapdtik ilaglarla kombinasyonu, mutant p53 tasiyan tliimdorlerin
tedavisi icin yeni ve daha etkili bir terapotik stratejiyi temsil edebilir.

Literatiirden elde edilen tiim bu bilgilere dayanarak, bu tez calismasinda, TP53
mutasyonlar1 tagiyan NCI-H1975 (p53-mutant) ve TP53 mutasyonu tasimayan A549
(p53-vahsi tip) insan NSCLC (Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri) hiicre hatlarinda,



antineoplastik bir ilag olan Etoposide ile birlikte, NSCLC’de heniiz klinik ¢aligsmalari
bulunmayan PRIMA-1™"in antikanser etkisinin in-vitro olarak arastirilmasi
hedeflenmistir. Bunun igin oncelikle PRIMA-1™" ve Etoposide’nin tek baslarina
sitotoksik etkisi degerlendirildi. Ardindan, Etoposide’nin 24. saatte etkin olan
dozlarindan 20 ve 40 uM’lik dozlart segilerek PRIMA-1™" dozlari ile kombinasyonun
sitotoksik etkileri degerlendirildi. A549 ve NCI-H1975 hicrelerinde Etoposide
uygulamasimin PRIMA-1™ etkinligini artirdig1 gézlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: A549, Etoposide, Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri,
NCI-H1975, PRIMA-1™", Sitotoksite, TP53

JURI: Dr. Ogr. Uyesi Niliifer IMIR
Prof. Dr. Kayahan FISKIN

Dr. Ogr. Uyesi Dilara YILDIZ



ABSTRACT

CYTOTOXICITY EFFECTS OF COMBINATION OF PRIMA-1 ™ AND
ETOPOSIDE ON NON-SMALL CELL LUNG CANCER (NSCLC) CELL LINES
A549 (WILD TYPE-P53) AND NCI-H1975 (MUTANT-P53)

Fatma T. KAHRAMAN
MSc Thesis in Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Niliifer IMIR
February 2020; 69 pages

Cancer is a common disease with increasing cases each year. Although
progression has been made in many cancer treatments with an increasing success rate in
the current chemotherapy treatment, the side effects associated with chemotherapy and
resistance to the chemotherapeutic drug have demonstrated the need for novelty to
investigate new treatments alternative to chemotherapy. Therefore, chemotherapy is
combined with different cancer treatments. In addition, individual and tumor specific
drug targeting therapies are preferred among many potential alternative therapies
because they target the pathway of apoptosis.

The tumor suppressor protein, p53, is a transcription factor involved in
controlling cell cycle and apoptosis and regulating cell genomic integrity. P53 protein
helps prevent the development of tumors by preventing the division of mutated or
damaged DNA. P53 is called the guardian of the genome because it is crucial for
regulating cell division and preventing tumor formation, and is the most frequently
mutated tumor suppressor protein in solid tumors. Since mutant p53 is highly associated
with late-stage malignancy and drug resistance, it has been considered a potential target
for the development of new cancer therapies. Therefore, pharmacological reactivation of
mutant-p53 has emerged as a promising strategy for developing cancer therapies.
PRIMA-1™" has been described as one of the most promising drugs for clinical use in
restoring wild type functions to mutant p53.

In combination therapy studies to date, induction of mutant-p53 levels with
chemotherapeutic drugs has shown the possibility of increasing the sensitivity of tumor
cells to PRIMA-1™. Thus, the combination of PRIMA-1™" with currently used
chemotherapeutic drugs may represent a new and more effective therapeutic strategy for
the treatment of mutant p53-carrying tumors.

Based on all the information obtained from the literature, in this thesis, it was
aimed to investigate the anticancer effect of PRIMA-1™ with Etoposide, a
chemotherapeutic drug, in NCI-H1975 (p53-mutant) and A549 (p53-wild type) human
NSCLC (Non-Small Cell Lung Cancer) cell lines.



Firstly, the cytotoxic effect of PRIMA-1™" and Etoposide alone was evaluated.
Subsequently, doses of 20 and 40 uM were selected from the effective doses of
Etoposide at 24 h and the cytotoxic effects of their combination with Prima-1met doses
were evaluated. It was observed that treatment of etoposide increased the efficacy of
PRIMA-1™" in A549 and NCI-H1975 cells.

KEYWORDS: A549, Cytotoxicity, NCI-H1975, Non-small cell lung cancer, PRIMA-
1™ TP53

COMMITTEE: Asst. Prof. Dr. Niliifer IMIR
Prof. Dr. Kayahan FISKIN

Asst. Prof. Dr. Dilara YILDIZ



ONSOZ

TP53, insan kanserlerinde siklikla mutasyona ugrayan en oOnemli tiimdr
baskilayict genlerden biridir. Mutant-p53 tasiyan tiimorler genellikle kemoterapdtik
ilaclara karsi daha direnglidir. TUm kanserlerin neredeyse %50 ‘sinde p53 mutasyonu
goriilmekle beraber akciger kanseri ¢esitlerinde bu oran %90’a kadar ¢ikmaktadir. Bu
sebeple p53 kanser tedavisinde cazip bir hedef olarak gorulmektedir. Bu p53-hedefli
tedavilerin bazilar1 klinik denemelere girmistir ve bunlardan biri PRIMA-1™" “dir.

Bu g¢aligmada tumor hucrelerini inhibe etmek igin, p53’U yeniden aktiflestiren
bilesik PRIMA-1™"ile kemoterapétik ilac Etoposide kombinasyonu’nun Kiiciik Hicreli
Dis1 Akciger Kanser’li hiicre hatlarinda sitotoksik etkisi gosterildi.

Oncelikle bdyle kapsamli bir ¢alisma ile bana yiiksek lisans yapabilme firsati
sunan, goriis ve Onerileriyle tez c¢alismasina yon veren ve tez calismasmin tlm
asamalarinda yaptig1 katkilarla destegini benden hicbir zaman esirgemeyen ¢ok degerli
danigsmanim saymn Dr. Ogr. Uyesi Niliifer IMIR ’e;

Yiksek Lisans ders doneminde Kanser Molekiler Biyolojisi ve Genetigi lizerine
tim derslerini alarak bilgisinden ziyadesiyle yararlandigim, bu alanda ufkumu agan
kiymetli hocam Prof. Dr. Kayahan FISKIN’a, ayrica deneysel siireclerde sagladigi
laboratuvar kosullar1 i¢in Dog. Dr. Esra AYDEMIR’e ve béliimde derslerini aldigim
diger hocalarima;

Egitim doneminde tanistigim, benimle her daim bilgisini paylasan, gittigim
yolda tim heyecan ve (zintulerimde dostlugunu benden higbir zaman esirgemeyen
degerli meslektagim ve sevgili kardesim Orhan KOCAK’a;

Egitimim sliresince beni destekleyen ve gdstermis oldugu anlayisla bana zaman
kazandiran Daire Baskanim Dr. Ogr. Uyesi Tayfun YORUK e, bana yol gosteren Fen
Bilimleri Enstitisi’nlin giilerylizlii tiim c¢alisanlarina ve 06zellikle Enstitt Muaduar
Yardimcisi Prof. Dr. Mustafa ALKAN hocama;

Bu surecte ne zaman kapilarim galsam hep acik buldugum, dostluklariyla
beslendigim canim arkadaslarim Nevin TERCAN, Necla OZKAN ve Ilter OZCAN’a;

Manevi destegiyle her zaman yanimda olan sevgili ablam Suheyla AVDAN ve
bugiinlerimin mimar1 annem Hatice T. KAHRAMAN’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Bu tezi; bu siiregte kaybettigim ancak varligini kalbimde her daim
hissettigim, sevgisinin onsuzken de sonsuz oldugu kiymetli babam merhum
Kadir T. KAHRAMAN’a atfediyorum.
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “NCI-H1975 (p53-Mutant) ve A549 (p53-
Vahsi Tip) Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (NSCLC) Hiicrelerinde, PRIMA-1™
ve Etoposide Kombinasyonunun Sitotoksik Etkisinin Aragtirilmasi” adli bu g¢aligmanin,
akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigin1 belirtir, bu tez
calismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini gosterdigimi beyan ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% 'Yuzde

°C : Santigrad Derece
dk : Dakika

mL > Mililitre

puL : Mikrolitre

mm : Milimetre

mm?® : Milimetrekiip

® : Tescil Edildi
rpm : Dakikadaki Devir Sayis1
oD : Optik Dansite

™ : Tescilli Marka

Bu tez kapsaminda ondalik ayiraci olarak virgiil (,) kullanilmistir.

Kisaltmalar

A549 : Akciger Kanseri Hiicre Hatt1 (p53 Vahsi Tip)
Apaf-1 - Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor
ATCC : Amerikan Tipi Kiltur Koleksiyonu

ATM : Ataksi Telenjiektazi Geni Mutasyonu

Bcl-2 : B Hiicreli Lenfoma 2/Antiapoptik Protein
BRAF : RAF Kinaz Ailesi Uyesi

BRCA : Gogilis Kanseri Duyarlilik Geni

Cyt-c : Sitokrom C

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagles Medium
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DNA
ECM
Erk
EDTA
ER

FBS
GOF
GSH
LOF
PRIMA
RB
ROS
RNA
M.O.
MQ
NADH
NCI-H1975
NSCLC
SCLC
SCID
TCGA
TrxR

WT

: Dominant-Negatif Etki

: Deoksiribo Nukleik Asit

: Ekstraseliiler Matriks

: Ekstraseller Sinyal Diizenlenleyici Kinaz
: Etilendiamin Tetraasetik Asit

: Endoplazmik Retikulum

: Fetal Bovine Serum

: Gain Of Function/Fonksiyon Kazanimi
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: Loss of Function/Fonksiyon Kayb1

: p53 Reaktivasyonu ve Masif Apoptoz Indiiksiyonu
: Retinoblastoma Tiimor Baskilayict Geni

: Reaktif Oksijen Turleri

: Ribonukleik Asit

: Milattan Once

: Michael Akseptor/Metilen Kiniklidinon

: Nikotinamid Adenin Dintkleotit

: Akciger Kanseri Hiicre Hatt1 (p53 Mutant)
: Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri

: Kii¢iik Hiicreli Akciger Kanseri

: Agir Kombine Immun Yetmezlik

: Kanser Genom Atlasi

: Tiyoredoksinin RedUktaz

: Vahsi Tip
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1. GIRIS

Kanser her yil artan vakalarla olduk¢a yaygin bir hastaliktir. Mevcut kemoterapi
tedavisinde artan basar1 oraniyla ¢ok sayida kanser tedavisinde ilerleme kaydedilmistir.
Ancak bu gelismeye ragmen kemoterapi ile iliskili olan 1zdirapli yan etkiler ve en
Oonemlisi kanser hiicrelerinin kullanilan kemoterapdtik ilaca karst direng gelistirmesi
kemoterapiye alternatif yeni tedavilerin arastirilmasi igin yenilik ihtiyacini ortaya
koymustur. S6z konusu direncin ortadan kaldirilmasi ve yan etkilerin azaltilarak tedavi
etkinliginin artirllmast i¢in kemoterapi, farkli kanser tedavileri ile kombine
edilmektedir. Kisiye ve tiimore 6zel yaklasimlardan ilag hedefleme terapileri, apoptozis
yolagin1 hedeflemesi nedeniyle bir¢ok potansiyel alternatif tedaviler arasindan tercih
edilmektedir.

Tiimor baskilayicr protein, p53, hiicre dongusuniin ve apoptozun kontroline ve
hiicre genomik biitlinliigliniin diizenlenmesine katilan bir transkripsiyon faktoriidiir,
TP53 geni tarafindan kodlananir. P53 proteini, dogrudan DNA'ya baghdir ve
viicudumuzdaki her hiicrenin cekirdeginde bulunur. Mutasyona ugramis ya da hasar
goren DNA'larin boliinmesini engelleyerek tiimorlerin gelisimini onlemeye yardimci
olur. P53, hiicre boliinmesini diizenleme ve tiimor olusumunu Onleme agisindan ¢ok
onemli oldugu icin DNA'nin koruyucusu olarak adlandirilmistir (Ananiev vd 2011).
P53, solid tiimorlerde en sik mutasyona ugramis proteindir. Kanser Genom Atlasi
(TCGA) ekson sekanslama ile analiz edilen 24 kanser genomunda; kanserde TP53
mutasyonlarinin yiiksek frekansini teyit etmistir (Robles vd 2015). Vahsi tip (WT)
p53’iin genomik stabilitenin korunmasi ve onkogenezin 6nlenmesinde Kritik bir rolu
oldugundan, kodlayict geni olan TP53, insan kanserlerinin yaklasik % 50'sinde yiiksek
oranda mutasyona ugrar ve diger kanserlerde ise etkinligi neredeyse yok olmustur. Bu
mutasyonlar, molekiler bozulma tipine ve WT-p53 proteinindeki biyolojik sonuclara
dayanarak genis bir sekilde kategorize edilebilir. TP53 mutasyonlari, tiimor baskilayici
fonksiyonun kaybolmasina (Loss of Function-LOF) neden olabilir veya mutant- p53'iin
WT-p53 proteini ile bir heterodimer olusturmasina ve aktivitesini bloke etmesine yol
acmanin yanisira protein iizerinde downstream efektor proteinler ile farkli sekilde
etkilesime girmesini saglayan ve ‘fonksiyon kazanma’ (Gain of Function-GOF) olarak
adlandirilan tamamen yeni, DNA hedef dizilerini baglayan yapisal onkojenik bir
degisiklik meydana getirir. Mutant p53 tarafindan kazanilan onkojenik aktiviteler
arasinda artmis proliferasyon, artmis metastatik potansiyel ve spesifik tedavilere direng
kazanimi bulunur. Mutant p53'in GOF'si, ge¢c donem malignite ve ilag direnci ile
yiiksek derecede iligkili oldugundan yeni kanser tedavilerinin gelistirilmesinde mutant-
p53 potansiyel bir hedef olarak goriilmiistiir. Bu sebeple mutant-p53’in farmakolojik
olarak reaktivasyonu, gelisen kanser tedavileri i¢in umut verici bir strateji olarak ortaya
cikmistir (Bieging vd, 2014, Robles vd 2016, Zou vd 2019).

Mutant-p53 tasiyan tiimorler genellikle kemoterapétik ilaclara karst daha fazla
diren¢ gosterir (Mohell vd 2010). Kanser tedavilerinde, olusan bu direncin iistesinden
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gelmek icin geleneksel anti-neoplastik ajanlar ile kombine edilmis gesitli molekiiler
hedefleme terapileri gelistirilmektedir. Bunlardan en yaygin olarak arastirilan PRIMA-1
ve PRIMA-1M® dir. PRIMA-1 (p53 reaktivasyonu ve masif apoptoz indiiksiyonu) ve
onun metillenmis tiirevi olan PRIMA-1™ ¢esitli kanser tiirlerinde mutant p53'ii, p53°iin
wild type (vahsi tip) fonksiyonlarini geri kazanan aktif bir formuna doniistiiriir (Aryee
vd 2013). PRIMA-1M® wild type fonksiyonlarin mutant p53'e geri kazandirilmasinda
klinik kullanim i¢in en umut verici ilaglardan biridir (Mohell vd 2016).

PRIMA-1™" mutant-p53’e tiimor baskilayici fonksiyonunu geri kazandiran ve
cesitli kanser hiicresi soylarinda hiicre 6liimiinii indiikleyen essiz bir anti-onkojenik
molekdldir. Son yirmi yilda, yaygin olarak mutasyona ugramis onkogenlerin ve timor
baskilayict genlerin tanimlanmasi, insan kanserinin genetik temelini anlamada benzeri
goriilmemis bir bliylime saglamistir (Lane ve Hubb 2003, Bykov vd 2002).

Yapilan calismalarda; sisplatin ve PRIMA-1™" ile kombine tedavi timor
hiicrelerinde apoptozunun sinerjik bir uyarimma ve SCID (agir kombine immun
yetmezlik) farelerinde in vivo olarak insan tumér biylmesinin inhibe edilmesine neden
olmustur. Bu da gostermistir ki; kemoterapotik ilaglarla mutant-p53 seviyelerinin
indiiksiyonunun, tiimér hiicrelerinin PRIMA-1™"
Dolayisiyla, PRIMA-1™ ‘in hali hazirda kullamlan kemoterapétik ilaglarla
kombinasyonu, mutant p53 tasiyan tiimorlerin tedavisi i¢in yeni ve daha etkili bir

terapotik stratejiyi temsil edebilir (Bykov vd 2005)

e duyarhilifini artirmast olasidir.

Bugiine kadar, bu bilesiklerden ikisi, PRIMA-1™" ve COTI-2 klinik deneme
asamasina kadar ilerlemistir. PRIMA-1™" ile yapilan bir faz I/Ila klinik ¢alismasinda
onemli bir yan etki bildirilmemistir. Halen PRIMA-1™, ileri seréz over kanseri olan
hastalarda faz Ib/Il denemesinde, COTI-2 ise ileri jinekolojik kanserli_hastalarda evre 1
denemesinde degerlendirilmektedir. Bununla birlikte, herhangi bir mutant-p53
reaktiflestirici bilesigin, insan kanserinin tedavisi icin etkinligi olup olmadig
gosterilmemistir (Duffy vd 2017). Literatiir taramalari; PRIMA-1""in akciger, over,
meme, prostat, 6zafagus kanseri gibi ¢esitli kanser tiirlerinde tlimor hiicresi biiylimesini
inhibe etmek i¢in g¢esitli kemoterapotik ajanlar ile sinerji veya gii¢lii sinerji
olusturdugunu gostermektedir (Liu vd 2015, Mohell vd 2015, Bykov vd 2016, Franson
vd 2016, Synnot vd 2017).

Diinya Saglik Orgiitii (2018) verilerine gore; akciger kanseri, tiim diinyada hem
erkek hem de kadinlarda kansere bagli yasam kaybinin ilk nedenidir ve goriilme siklig
artmaya devam etmektedir. Insan akciger kanserleri; kiigiik hiicreli akciger kanseri
(SCLC) ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (NSCLC) olmak iizere baslica iki tipte
siniflandirilir. Ikincisi tiim primer akciger kanserlerinin yaklasik % 80'ini olusturur ve
NSCLC orani her yil artmaktadir (Mogi ve Kuwano 2011).

Yillar boyunca, tek basina cerrahi, evre I-lIIlA NSCLC'li hastalar i¢in standart
tedavi olmustur. Ancak tam rejeksiyona ragmen, 5 yillik sag kalim oranlar1 ¢ok diistik
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olmakla beraber hastalarin yaklasik %50'sinde niiks etme ve 6liimle sonuglanmaktadir.
Daha sonra yapilan calismalar sitotoksik kemoterapinin, rejekte edilmis NSCLC'li
hastalarda sag kalimi arttirdigin1 gostermistir (Spira ve Ettinger 2004, Suehisa
ve Toyooka 2009).

TP53 anormalligi, akciger kanserlerinde en dnemli olaylardan biridir ve akciger
epitel hiicrelerinin tiimdr olusumunda 6nemli bir rol oynar. Ayrica, yapilan klinik
calismalar, TP53 degisikliklerine sahip NSCLC'nin hem daha ké&tii bir prognoz
tasidigin1 hem de kemoterapiye karst nispeten daha direngli olabilecegini
gostermektedir (Joseph vd 2001, Kaufmann ve Vaux 2003, Mogi ve Kuwano 2011); ki
bu da tedavinin basarisizligina ve tiimoriin niiksetmesine neden olmaktadir (Deben vd
2018).

Etoposide intravendz yoldan kullanilan bir antineoplastik ajandir. Tek basina
veya diger sitotoksik ajanlarla kombine sekilde kullanilabilir. Etoposide ile
kombinasyon halinde PRIMA-1™" ile tedavi, TP53 mutasyonlar1 tasiyan SCLC
hiicrelerinde sinerji veya giiclii sinerji ile sonuclanmistir (Mohell vd 2016). Ancak
Etoposide ile kombinasyon halinde PRIMA-1™" tedavisinin NSCLC hiicrelerindeki
etkisi bilinmezligini korumaktadir. Bu sebeple, tez calismasinin temel hedefi; model
olarak secilen TP53 mutasyonlari tasiyan NCI-H1975 (p53-mutant) ve TP53
mutasyonu tasimayan A549 (p53 wild type) insan NSCLC hiicre hatlarinda, Etoposide
ile birlikte PRIMA-1""in antikanser etkisinin arastirilmasidir. Bu baglamda, tez
kapsaminda elde edilen bulgularla, PRIMA-1™"ile devam eden klinik ¢alismalara giiclii
bir destek saglayarak, kanser alaninda gerceklestirilen ¢alismalara 6zglin bir katkida
bulunulmasi amag¢lanmustir.


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jcb.21794#bib38
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Kanser ve P53

Kanser terimi ilk defa Hipokrat tarafindan (M.O. 460-377) organizmanin sifa
bulmayan yeni yapilanmalari i¢in kullanildigr goriiliir. Bu yapilanmalara Hipokrat,
“carcinos” ya da “carcinoma” demistir. “Carcinos” Yunanca’da yenge¢ demektir ve
Hipokrat da bu yapilanmanin etrafindaki sismis kan damarlarin1 yengecin bacaklarina
benzeterek hastaliga bu ad1 vermistir. Romali hekim Celcus (M.O. 28-50) Hipokrat’in
bu terimini Latinceye ¢evirerek “cancer” demistir. Bir bagka Romali hekim Galen ise
(M.S. 129-200), olusan tiimoérleri tanimlamak i¢in Yunancada sislik anlamina gelen
“oncos” soOzciigiinii  kullanmigtir. Onkoloji olarak bildigimiz, kanser hastaligin
inceleyen bilim dalinin ad1 buradan gelir (Mukherjee 2010).

Kanser cevrenin ve yaslanmanin etkisiyle hiicre ¢ogalmasini ve hiicrelerin
birbirleriyle olan iligkilerini kontrol eden genlerdeki hasarlarin birikmesi sonucu
hlcrelerin kontrolsiiz bir sekilde boliinmesi, ¢ogalmasi ve birikmesine neden olan
hiicresel diizeyde genetik bir hastaliktir. Kanser olusum siireci ¢ok basamakli bir proses
olarak tanimlanmaktadir.

Kanserin genetik temeli, bir asirdan daha 6nce, David von Hansemann'in ¢esitli
karsinoma  oOrneklerinden  alinan  hiicrelerdeki ~ kromozomal  degisiklikleri
gozlemlemesine dayanmaktadir. Yirminci yiizyilin basinda Theothor Bovery, bu
kromozomal sapmalarin bir sonucu olarak kanserin genetik bir hastalik olarak kabul
edilebilecegi fikrini ileri sirdl. Ancak, genetik bir hastalik olarak kanser fikri o zaman
cok yaygin olarak kabul edilmedi. Kansere genetik bir mutasyon neden olmussa, neden
bir mutajenik maddeye maruz kalma ile kanserin baslangici arasinda uzun yillar
boyunca bir gecikme oldugu ya da kanser sikliginin yasla birlikte neden bu kadar arttig1
acik degildi. Zamanla, tek bir gen kusurunun kansere neden olmadigi ve kanserin
gelismesi i¢in ¢esitli bircok mutasyonlarin gerekli olabilecegi gozlemleri, uzun latent
kanser periyodunu ve bu hastaligin yas dagilimini agikladi. Yirminci yiizyilin ikinci
yarisinda, kanser gelisiminin bir¢ok mutasyonun edinilmesini gerektirdigi fikri genis
capta kabul gormeye baglamis ve hangi genlerin kanserlesme siirecinde diger bir
ifadeyle karsinogenezde yer aldiginin belirlenmesi igin ¢abalar gosterilmistir (Lopez-
Lazaro 2010). Ornegin Sekil 2.1°de belirtildigi gibi normal bir kolon epitel hiicresinin
karsinom 6zelligini kazanabilmesi ve metastaz yapabilme yetenegini kazanmasi bir dizi
mutasyona baglidir. Normalde bu silire¢ uzun yillar alabilmektedir. Ancak DNA tamir
genlerindeki mutasyona bagli olarak genomik instabilite geligirse s6z konusu olaylar
dizisi hizlanabilir (Adkison ve Brown 2007).
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Normal epitel hiicresi
APC gen kaybi
Hucre cogalmasinda artis
DNA hipometilasyonu
Erken evre adenom
RAS gen mutasyonu
Orta evre adenom
DCC gen kaybi (Kromozom 18)
Gec¢ evre adenom
TP53 gen kaybi (Kromozom 17)
Karsinom
PRL3 geni asin ekspresyonu

Metastaz

Sekil 2.1. Kolon kanserinde molekiiler diizeyde ¢ok asamali gidis

Ilk insan onkogenleri ve tiimdr baskilayici genler 1980'lerde kesfedildi ve
kansere bu genlerde olusan mutasyonlarin neden oldugu fikri saglam bir zemin kazandi.
Onkogenlerdeki mutasyonlar hiicre ¢ogalmasini uyaran proteinlerin sentezini arttirirken
timor baskilayic1 genlerdeki mutasyonlar hiicre ¢ogalmasini sinirlayan ve apoptozu
uyaran proteinlerin kaybina neden olmaktadir. Bu iki tip gende c¢esitli mutasyonlarin
birikmesi, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde cogalmasini saglayarak kansere sebep
olmaktadir (Reddy 1982; Stanbridge 1990). O dénemde, kanserin bu genlerdeki
nispeten az sayida mutasyonla agiklanacagi ve sonunda bu genetik degisikliklerin
tersine ¢evrilmesi ya da kullanilmasiyla kanserin tedavi edilebilecegine inaniliyordu.
Ancak son yillarda gergeklestirilen insan tiimorlerinin molekiiler analizleri, kanser
hiicrelerinin genetik degisikliklerinin 6nceden diisiiniilenden ¢ok daha fazla ve kararsiz
oldugunu ortaya koymustur (Folkman 2000). Ornegin, Stoler ve ark. (1999), kolorektal
premalign polip ve karsinom hiicre genomlarini 6rnekleyerek, karsinom hiicresi bagina
ortalama genomik degisiklik sayisinin yaklasik 11.000 oldugunu bulmuslardir. EK
olarak, mutasyonlarin kanser hiicrelerinin degismis gen ekspresyonunun tek nedeni
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olmadigint belirten ¢ok fazla kanit toplanmistir. Epigenetik degisiklikler (DNA dizisi
disindaki kalitsal ve tersine g¢evrilebilir degisiklikler) ve aneuploidi (kromozomlardaki
sayisal ve yapisal anormallikler), tiimor hiicrelerinde gen ekspresyonunu degistiren ve
ayrica karsinogenezde ¢ok onemli bir rol oynayabilecek olan genel degisikliklerdir
(Rajagopalan vd 2004; lacobuzio-Donahue 2009). Bu, timor hicrelerinin genetik
kararsizlig1 ve karmasikligidir.

Kanser genomunun karmasikligina ve degiskenligine ragmen, kanser tedavisini
rasyonellestirmek ve kisisellestirmek igin tiimorlerin genetik profilini karakterize etmek
icin birgok arastirma yapilmistir (German 2007; Hayden 2009). Bu c¢alismalar
sonucunda; kanser tipine bagli olmaksizin normal hiicrelerden farkli olarak tiim
malignant hiicrelerde var olan on temel 6zellik ortaya ¢ikarilmigtir. Bu 6zellikler Sekil
2.2°de de goriildiigi gibi soyledir:

1-Kendi sinyallerini iireterek bagimsiz ¢ogalabilme

2-Yandaki hiicreye temas sonrasi boliinmeyi durdurmama ve biiyiime inhibitorlerine
duyarsizlik gostererek kontrolsiiz cogalabilme

3-Genetik kararsizlik ve mutasyonlar
4-Programli hiicre 6liimii olan apoptozdan kacabilme

5-Telomerlerini sabitleyerek veya telomeraz aktivitesini koruyarak yaslanmaya direng
gosterme ve sonsuz sekilde replikasyon ile 6liimsiizliik kazanma

6-Yeni kan damarlari olusturabilme diger deyisle anjiyogenez

7-Bazal membran1 parcalayarak ¢evre dokulara yayilma (invazyon), kan ve lenf damari
yardimiyla ya da dogrudan bagka bir bolgeye taginabilme (metastaz)

8-Enerji metabolizmasi farklilagsmasi: Saglikli hiicreler her tipteki besini kullanabilirken
kanser hiicreleri sadece glikolizden gelen glukozu kullanabilirler. Sekeri normal
hiicrelere oranla yaklasik 100 kat daha fazla olarak kandan alirlar ve laktat iireterek
enerji saglarlar (Warburg etkisi).

9-Inflammatuar mikrogevre

10-Immiin sistemden kagis.
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cogalma biiyiime
sinyalinin baskilayicilarindan
surdiirilmesi kacma

enerji bagisikhik
metabolizmasinmi sisteminden
degistirme kagma

hiicresel
olumsiizligiin

hiicresel
olime

direng etkinlestirilmesi
genetik kanserlesmeyi
kararsizlik ve destekleyen

mutasyonlar inflamasyon

yeni damar invazyon ve
olusumunun metastazin
tetiklenmesi aktivasyonu

Sekil 2.2. Kanser hiicrelerinin on temel 6zelligi (Hanahan ve Weinberg 2011)

Bu ozelliklerin her biri kanser tedavisi icin farkli hedefler olarak kabul
edilmektedir. Baz1 hedefe yonelik kanser tedavilerinin, 6zellikle de kanser hiicrelerinin
molekiiler kusurlarin1 hedef alan tedavilerin, yakin zamanda onaylanmis olmas1 kanser
hlcrelerinin degismis genomunun terapotik olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
Bu yeni tedavilerin basarili bir sekilde kullanilmasi, bireysel tiimorlerdeki genetik
kusurlarin detayli bilgisine dayanacaktir (Bertram 2000; Ma ve Adjei 2009).

Genom, DNA hasarina neden olan sayisiz farkli eksojen veya endojen etkene
maruz kalir. Tim organizmalar genetik materyallerini bu c¢evresel etkenlerin
olusturdugu hasarlara karsi korumak amaciyla DNA onarim mekanizmasi igerirler.
DNA onarimi, hiicrede tek bir mutasyonla baglayan, hasarli DNA olusumu ve kanser
tablosuyla son bulabilen yolda, hiicreyi koruyan 6nemli bir mekanizmadir. Mutajenite
kanser gelisiminin hem baslangic hem de gelisme evresinde rol oynar. Hiicre
biiyiimesini ve farklilasmasini saglayan normal genler olan proto-onkogenler;
mutasyonlar, artmis gen ifadesi, gen duplikasyonlar1 ve/veya kromozal diizenlemeler
nedeniyle etkin hale ge¢ip onkogen haline doniisebilirler. En bilinen onkogenlere érnek
olarak RAS, BRAF, Erk, MYC gibi genler gosterilebilir. Protoonkogenlerdeki
aktivasyon ya da tiimor baskilayict genlerdeki inaktivasyon ile sonuglanan mutasyonlar
karsinogenezi baslatmaktadir. Insan kanserlerinin hemen her tipinde timér baskilayict
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genler ve/veya onkogenlerde mutasyon saptanmis olmast bu genlerin kanser gelisimi
acisindan baslangi¢ noktasi olarak kabul edilmelerine neden olmustur (Weir 2004).
Hiicrenin boliinmesini ve ¢ogalmasini kontrol eden, hasar durumunda DNA tamirini
baglatan, tamir girisiminin basarisiz olmasi durumunda apoptozu tetikleyen gen
gruplarina tiimor baskilayici genler denir. Rb, BRCA-1/2, Tp53, PTEN, Cadherin genleri
bunlardan birkacidir. Tiimor baskilayic1 genler adeta hiicrenin kontroliinii elinde tutan
anahtarlar gibi davranmaktadir (Lodish vd. 2000). Insan kanserleri icerisinde en sik
mutasyona ugrayan ve tim kanserlerin %50’sinden fazlasinda mutasyona ugradig
gozlenen tiimdr baskilayict gen TP53’dir. Sekil 2.3’te gesitli kanser tiirlerindeki TP53
mutasyonunun siklig1 goriilmektedir.

Rahim karsinosarkomu (n = 57)

Yumurtalik kistadenokarsinomu (n = 316)
Akciger skuaméz hiicreli karsinomu (n = 178) -
Ozefagus karsinomu (n = 184) -

Bas boyun skuaméz hiicreli karsinomu (n = 306)
Pankreas adenokarsinomu (n = 1)

Kolerakteal adenokarsinom (n = 223) -

Akciger adenokarsinoma (n = 229)

Glioma (n = 289)

Mesane karsinomu (n = 130)

Mide adenokarsinomu (n = 221) -

Bobrek: kromofob renal hiicreli karsinom (n = 66)
Hepatoselliiler karsinom (n = 198)
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Sekil 2.3. Kanser Genom Atlast (TCGA) tarafindan ekzom sekanslama kullanilarak
analiz edilen 24 kanser genomunda TP53 mutasyonunun sikligi (Robles vd.)
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TP53 geni 17p13.1 kromozom bolgesinde lokalize olup 393 aminoasitten olusan,
50’den fazla farkli genin transkripsiyonunu uyaran ya da baskilayan bir transkripsiyon
faktorii rolii oynayan p53 adi verilen bir g¢ekirdek proteinini kodlamaktadir. Sekil
2.4’teki sematik yapisinda goriildiigli gibi p53 proteini yapisal ve fonksiyonel olarak bes
farkli bolgeden olusur.

ONA Baffanma
D53 Pl g e Domaini

1 b3 o 930 3% 30 39323

Sekil 2.4. Insan p53 proteininin sematik yapis1 (Bell vd. 2002)

1-63. amino asitlerin olusturdugu N-terminal transaktivasyon domaini, p53’ln
par¢alanmasina neden olan MDM2 proteininin baglanma bolgesiyken, 360-393. amino
asitlerin olusturdugu C-terminal negatif dizenleyici bdolge DNA ve RNA’ya
baglanabilen dokuz bazik amino asit icerir. Bu da p53’iin DNA’ya baglanabilmek i¢in
0zellesmis bir yapiya sahip oldugunu gosterir.

Sekil 2.5’te aktivasyonu ve hiicre fonksiyonlar1 belirtilen p53, hiicre dongiisiiniin
durdurulmasi, yaslanma, apoptoz, DNA onarimi, otofaji ve metabolizma gibi ¢ok ¢esitli
hiicresel siireglere dahil olan anahtar bir tiimor baskilayicidir (Hainaut ve Wiman
2005; Green and Kroemer 2009 ; Vousden ve Prives 2009 ).
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Sekil 2.5. P53 aktivasyonu ve hiicre fonksiyonlar1 (Levine ve Oren 2009)

P53 spesifik olarak DNA'ya baglanir ve apoptoz ile hiucre 6limunu tetikleyen
hlcre dongisu ilerlemesini bloke eden p21 ve Bax , Puma ve Noxa gibi hedef genlerin
transkripsiyonunu dizenler (Vousden ve Lu, 2002; Hainaut ve Wiman, 2005). Ek
olarak, p53, anti-apoptotik Bcl-2 ve hTERT de dahil olmak Uzere spesifik genlerin
transkripsiyonunu inhibe eder (Xu vd. 2000; Mirza vd. 2003). p53, mitokondriye
translokasyon iizerine transkripsiyondan bagimsiz mekanizmalar ile apoptozu
destekleyebilir (Mihara vd. 2003 ). Sekil 2.6’da p53’iin apoptoz yolagi sematize olarak
gosterilmistir.
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. Apoptotik Uyarici
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Sekil 2.6. P53 apoptoz yolagi (Riedl ve Shi 2004)

P53 proteini normal kosullar altinda kisa bir yar1 dmre sahiptir. p53 hedef geni
MDM2, yapisal olarak iliskili ortak protein MDMX (HDM4) ile birlikte, p53'i
ubikuitinatlayan ve bdylece aracilik eden proteazom indirgemesini hedefleyen bir E3
ligazdir. MDM2 ayrica p53'in islem etki alanin1 da engeller. Boylece, p53 ve MDM2,
hiicresel stres olmadiginda diisiik p53 seviyelerini koruyan negatif bir geri besleme
dongusii olusturur (Vousden ve Lu 2002). Onkogen aktivasyonu ve DNA hasar1 gibi
hiicresel stres, p53'ii MDM?2 baglanmasini 6nleyen fosforilasyon dahil olmak {izere
translasyon sonras1 modifikasyonlar yoluyla ve kismen de artmis mRNA seviyeleri ve
gelismis translasyon ile stabilize eder. Sonug olarak, p53 biyolojik bir yanit1 biriktirir ve
tetikler (Hainaut ve Wiman 2005).

P53'e baghh yaslanma ve apoptoz, timdr gelisimine karst kritik bir
engeldir. Onkogen aktivasyonu ve hiicre dongiisii kontroliiniin bozulmasi sonucu olusan
onkojenik stres, ATM-Chk2 veya ATR-Chkl kinaz yollarinin aktivasyonunu ve p53
birikimini iceren bir DNA hasar tepkisini tetikleyen durgun replikasyon catallari ile
anormal DNA replikasyonuna yol acar. (Berkova vd. 2005; Gorgoulis vd. 2005 ; Bartek
vd. 2007 ). Ayrica onkogen aktivasyonu, pl4 birikmesine ve p53'e bagl biyolojik bir
tepkiye yol acan p53AF proteininin (farede p19ARF) MDM2'yi inhibe etmesine neden
olur (Sherr ve Weber 2000). Dolayisiyla, p53'in onkojenik stres tizerinde aktivasyonu,
yeni baslayan tiimdr hiicrelerinin apoptoz ve/veya yaslanma ile ortadan kaldirilmasina
hizmet eder.
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TP53 mutasyonu, farkli tiimor tiplerinde degisken frekansta olmasina ragmen,
insan tumorlerinin 6nemli bir béluminde meydana gelir. Kiigiik hiicreli akciger kanseri
ve yumurtalik karsinomu gibi tiimorler, en yiiksek p53 mutasyonlarina sahipken testis
kanseri nadiren mutant-p53 tasir (Olivier vd. 2002). p53 mutasyonlarinin ¢ogu, DNA
baglanma ¢ekirdegi alanindaki, yetersiz DNA baglanmasiyla sonuglanan ve bunun
sonucunda hedef genlerin islem yapamamasiyla sonuglanan yanlis mutasyonlardir
(Soussi ve Wiman 2007). p53'in mutasyonla etkisiz hale getirilmesi, DNA hasar tepki
yolunu bozacak ve bdylece onkogenik stres iizerinden hasarli hiicrenin hayatta
kalmasina izin verecektir. MDM2'in asir1 ekspresyonu, pl4ARF kaybi1 veya ATM
mutasyonu ile p53 yolunun, vahsi tip-p53 tasiyan tlimorlerde de islevsiz oldugunu
gosterir. Bu nedenle, p5S3 yanitinin etkisiz hale gelmesi, hasarli hiicrelerin apoptozdan
kagmasinda ve siirekli tiimor biiylimesine izin veren tiimor gelisimi sirasinda kritik bir
adimdir (Gaiddon vd. 2001).

P53, hiicre boliinmesini diizenleme ve tiimor olusumunu 6nleme agisindan ¢ok
onemli oldugu i¢in ‘genomun gardiyani’ olarak adlandirilmistir. p53 proteini insan
saglig1 icin bu kadar temel bir konumda olsa bile halen fonksiyonu hakkinda bilinmeyen
pek cok detay bulunmaktadir. Bu baglamda hem temel bilimsel aragtirmalarin hem de
ilag gelistirme girisimlerinin 6nemli bir hedefi olmaya devam etmektedir.
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2.2. Akciger Kanseri

Her yil kansere bagli 6liimlerin yaklasik tigte biri akciger kanseri nedeniyle
gerceklesmektedir ve bu oran artarak devam etmektedir. Erkeklerde kansere bagl
oliimlerin % 29’u akciger kanserine bagl iken kadinlarda kansere bagli dliimlerin %
26’sindan akciger kanseri sorumludur (Jemal vd. 2010).

Akciger kanseri, tedavi ve prognoz agisindan kiigiik hiicreli akciger kanseri
(SLCL) ve kiigiik hiicreli dist akciger kanseri (NSCLC) olarak baslica 2 grupta
smiflandirilir. Skuamoéz hiicreli karsinom, adenokarsinom ve buyuk hucreli karsinom,
NSCLC olarak siniflandirilir ve tiim akciger kanseri vakalarinin % 75-80'ini olusturur
(Magrini vd. 2008). Akciger tiimdrlerinin histolojik smiflamas1 Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan 2004 yilinda yeniden diizenlenmistir (Travis vd. 2004).

Tedavi edilmemis metastatik NSCLC’li hastalarin ortalama sagkalimi sadece
dort ile bes aydir ve hayatta kalma orani yalnizca bir yilda % 10'dur (Rapp vd. 1988).
NSCLC’de toplamda 5 yillik sag kalim orami yaklasik % 15'tir (Spira ve
Ettinger, 2004). NSCLC’de ¢ok sayida faktor prognozu etkilemektedir. Yas, cinsiyet,
performans durumu, ek hastalik varligi, timor histolojisi, tiimor evresi, tedavi yontemi
prognozu etkileyen faktorler arasinda sayilmaktadir. Timor evresi, en Onemli
prognostik faktorlerden biridir. Cerrahi tedavi uygulanan hasta grubunda 5 yillik sag
kalim oran1 evre IA igin % 67, evre IIA i¢in % 55 ve evre IIIA i¢in % 23 olarak
bildirilmektedir. Bu sag kalim orani evre IIIB olgularda ise sadece % 3-7°dir Erken
evredeki hastalarda cerrahi tedavi en iyi sonucu verirken ileri evre hastalarda ise
kemoterapi ve radyoterapi secilen tedavi yontemleri olarak one ¢ikar (Damadoglu
2007).
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2.3. Kanser Tedavileri

Kanserin kesin bir tedavisinin olmamasi uygulanacak kanser tedavisi yontemini;
kanserin tiirii, evresi ve tedaviden ne beklendigine gore degistirmektedir. Ancak bu
alandaki ilerlemelerle birlikte yeni nesil tedavi yontemlerin kullanimi geleneksel
yontemlere gore daha umut vericidir ¢lnkl yeni nesil yontemler organizmanin kanser
hiicrelerini daha iyi tanimasini ve yok etmesini saglayan 6zellikler tasir.
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Sekil 2.7. Kanser tedavisi yontemleri

Kanser tedavilerinde kemoterapinin kesfi, kanser tedavi gelisiminin en 6nemli
basamagi olmustur (Sekil 2.7). Bu tez kapsaminda, kemoterapi ve hedefe yonelik
tedaviler ile kombine tedavilerden bahsedilecektir.
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2.3.1. Kemoterapi

Kemoterapinin asil amaci; kemoterap6tik ajanlar kullanarak kanser hicrelerinin
dogrudan ya da dolayli olarak ¢ogalmasina engel olmak ve onlart 6ldiirmek olup,
sitotoksik ve sitostatik ajanlar bu tip tedavide basroldedir (Besse vd. 2012).

Kemoterapide kullanilan ilaglar DNA ve RNA’y1 etkileyerek protein sentezini
bozarlar (Espinosa vd. 2003). Bu ilaglarin ¢ogu hiicre ¢ogalmasini niikleotit sentezini
inhibe ederek engeller, bu durumdan daha hizli biiyliyen ve ¢ogalan hiicreler en fazla
etkilendigi icin sadece malign hiicreler degil bu 6zellikleri tagiyan kemik iligi (eritrosit,
16kosit olusumu), gonadlar, gastrointestinal kanal (8 epitel tabakasinin idamesi), deri
(0zellikle sac¢ folikalleri) gibi dokular da etkilenir. Bu kemoterapinin en blylk
dezavantajlarindan biridir (Guillot vd. 2004, Dharap vd. 2005). Ayrica kusma, sag
kaybi, halsizlik, istah kayb1 gibi sik goriilen yan etkiler de hastanin yasam Kkalitesini
etkileyebilir (Carelle vd. 2002).

Kemoterapide farmasotik uygulama; sistemik tedavi ve rasyonel damar ici
perfiizyon tedavisi olmak iizere iki sekilde olmaktadir. Kemoterapi uygulamalar
esnasinda verilen antikanser ilaglarin1 etki mekanizmalarina gore, Sekil 2.8’deki gibi 6
ana gruba ayirabiliriz (Olmez 2016).

Kemoterapide Kullanilan ilaclar

[Alkilleyici ajanlar] | [Antimetabolitler] [Vinka alkoloidleri) [Antitimor antiSiyotiklgﬂ

Ifosfamid Gemcitabin Etoposid Bleomycin
Carboplatin Fluorouracil Vincristine Mitomycin-C
Oxaliplatin Pemetrexed irinotecan Doxorubicin

Cisplatin Methotrexate Paklitaxel Epirubicin

Siklofosfamid Docetaxel

[Steroid hormonlar ve antagonistleri ] [Monoklonal antikorlar]

Tamoxifen Rituximab

Anastrazol Herceptin
Flutamid Bevacizumab

Nilutamid (Altuzan)

Sekil 2.8. Kemoterapide kullanilan antikanser ilaclar
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2.3.1.1 Etoposide
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Sekil 2.9. Etoposide

Sekil 2.9°da molekiiler yapis1 da goriilen Etoposide, sitostatik bir ajan olup
podofilotoksinin yar1 sentetik bir tiirevidir. Etoposidenin fibroblastlarda metafazin
durmasina neden oldugu gosterilmistir. Ancak ana etkisini memeli hiicrelerinde hiicre
siklusunun G2 fazinda gosterir. Doza bagli olarak iki farkli yanit goriilmustiir. Yiiksek
konsantrasyonlarda (10 pg/ml ya da daha fazla) mitoza giren hiicrelerin parcalanmasina
sebep olurken diisiik konsantrasyonlarda (0.3 - 10 pg/ml) hiicrelerin profaza girigini
inhibe eder. Etoposide, NADH dehidrojenaz diizeyinde mitokondriyal gecisi inhibe
edebilir ya da HeLa hiicreleri igine niikleosidlerin gegisini inhibe edebilir. Mikrotiibiiler
yap1 ile etkilesime girmez. Etoposidenin en 6nemli etkisi DNA topoizomeraz Il ya da
serbest radikallerle etkilesime girerek DNA sentezini inhibe etmesidir. Bu da tek veya
¢ift DNA zincirinin kirtlmasi ile sonuglanir (Kogak Farma 2009).

Etoposide diger ajanlarla birlikte akciger kanserine karsi etkilidir ve kiigiik
hiicreli akciger kanserinde % 901k yanit oranlar1 goézlenmistir. Etoposide diger
ajanlarla kombinasyon halinde kullanildiginda, testis kanseri olan hastalarda yaklasik %
80'lik yamit oranlar1 gozlenmistir. Losemi, lenfoma, meme ve yumurtalik
karsinomlarmin  ve  diger tiimdrlerin  tedavisinde  etoposidenin  etkinligi
tartisilmaktadir. Etoposidenin akcigerde ve testis kanserinde sagkalimi uzatmaya etkisi
ele alinmakta ve etoposidenin farmakodinamigini degerlendiren calismalar
anlatilmaktadir. Etoposide tedavisi ile iligkili yan etkiler arasinda hizli intravendz
uygulama sonras1 miyelosupresyon, alopesi, bulant1 ve kusma, mukozit ve hipotansiyon
bulunur. Etoposide, genis bir tiimoér yelpazesine karsi kayda deger klinik etkinlik
gostermistir (Fleming vd. 1989).

16



KAYNAK TARAMASI F. T. KAHRAMAN

2.3.2. Hedefe yonelik tedaviler ve terapotik bir hedef olarak mutant-p53

Arastirmacilar kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden olan genler hakkinda daha
fazla bilgi sahibi oldukca bu degisiklikleri tedavi edecek yeni ajanlar gelistirebilmeleri
de mimkiin olmustur. Bu ajanlarla yapilan tedaviye hedefe yonelik tedaviler
denilmektedir. Bu ajanlar dogrudan kanser hiicrelerindeki proteinlerle baglanirlar
boylece kemoterapide kullanilan ajanlarin aksine saglikl hiicreleri etkilemeden yalnizca
kanser hiicrelerini oldiiriirler. Hedefe yonelik tedavilerin de ¢ogu deneyseldir ve diger
tedavi yontemleriyle kombine halde kullanilir.

TP53 genindeki mutasyonlar, % 10 (hematopoetik malignitelerde) ve % 96
(yiiksek dereceli over serdz karsinomu) arasinda degisiklik gosteren frekanslarda hemen
hemen her kanser tiiriinde olusmaktadir (Rivlin vd. 2011). Sekil 2.3’te de gdsterilen
kanser genomu dizileme ¢alismalari, TP53"in insan kanserlerinde en yaygin mutasyona
ugramis timor baskilayict gen oldugunu dogrulamaktadir. Calismalarin ¢ogunlugu
mutasyona ugramig TP53 varhiginin ¢esitli kanser tiirlerinde kotli prognoz ile iliskili
oldugunu gostermektedir (Brosh ve Rotter 2009). Bu durum onu terapétik bir hedef
haline getirmektedir.

TP53 mutasyonlari tiimor baskilayict 6zelliklerin tamamen kaybedilmesine yol
acar. Bu durum protein tetramer yapida oldugundan, mutant-p53 alt biriminin vahsi tip-
p53 alt birimi ile heterodimer olusturmasina ve mutant alt birimlerin vahsi tip tizerinde
dominant-negatif (DN) etki gostermesiyle ‘fonksiyon kaybi’(Loss of Function-LOF)
olarak bilinen proteinin islevini kaybetmesine yol acar (Sekil 2.10). Ya da proteinin
uzerinde konformasyonel bir degisiklik saglayarak onun downstream efektor proteinleri
ile farkl etkilesime girmesine ve ‘fonksiyon kazanimi’ (GOF-Gain of Function) olarak
adlandirilan yeni onkojenik 6zellikler kazanmasina yol acgar (Robles vd. 2016). Sonug
olarak apoptoz yolagi ¢alismaz, hiicre dongiisii onarimsiz devam eder, mutasyonlarin ve
kromozomal degisikliklerin orani artar.
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Sekil 2.10. Baskin-negatif etki ve ifade edilen vahsi tip-p53 proteini ve mutant-p53
protein varyantlari

TP53 mutasyonlari, vakalarin %70'inden fazlasinda, en sik olarak DNA'nin
baglanmasindan sorumlu olan p53 proteininin ¢ekirdek alanini kodlayan bolge iginde
olusan yanlis anlamli (missense) mutasyonlardir. Cekirdek alanindaki mutasyonlar, Bcl-
2/Bcl-XL ile etkilesimi de igeren, sitoplazmik ve mitokondriyal p53'in proapoptotik
aktivitesini de bozabilir. TP53 somatik mutasyonlarinin kanser hastalar1 tizerindeki
detayli sonuglari, p53’tin DNA baglanmasi ve transkripsiyonel ve onkojenik 6zelliklere
dayali yanlig anlamli TP53 mutasyonlarinin sistematik siniflandirilmasi yoluyla ortaya
cikmaya baslamistir (Robles vd. 2015). Ornegin, gdgiis kanserinde DNA baglanmasini
etkileyen yanlis anlamli mutasyonlarinin diger yanlis anlamli mutasyonlara gére daha
kotii prognozla iligkili oldugu bilinmektedir. Dahasi p53 mutant protein varyantlarinin
spesifik fonksiyonel 6zelliklerinin ortak olarak zayif prognoz ve terapdtik direng ile
cesitli timor tiplerini olusturmada yani metastazda kilit bir rol oynadig goriilmektedir
(Poeta vd. 2007).

Vahsi tip p53'iin transaktivasyon hedefleri, hiicre dongiisii durdurma/yaslanma
veya programlanmis hiicre 6liimiinii tesvik etme egilimindeyken, tiimér kaynakli p53
mutantlarinin  hedefleri biyolojik etkileri acisindan oldukc¢a degiskendir. Bunlar
proliferasyonu arttirmaya, apoptozu inhibe etmeye, kemoterapotik direnci arttirmaya ve
anahtar metabolik veya hicre-hiicre/hliicre-ECM  (ekstraseltler matriks) sinyal
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yolaklarma etki etmeye yarayan bir takim hedef genlerini etkilerler (Walerych vd.
2015).

TP53’lin mutasyona ugramis varyantlar1 tarafindan kodlanan mutant-p53
proteinlerinin; aktif onkoproteinler olarak tiimor biiylimesini ve metastazi tesvik ettigi
yapilan bir¢ok deneyle desteklenmistir. p53 yanlis anlamli mutant proteinleri vahsi tip
tiimor baskilayici etkisini kaybeder; fare modelleri ve hiicrede gesitli transformasyon
yeteneklerini kazanarak onkojenik potansiyel kazanir. Cesitlilik gdsteren mutant-p53
varyantlarinin her birinin onkojenik 6zelliklerinin de farklilik gosterip gostermedigi
tartisma konusu olmakla birlikte son yapilan buluslar farkli mutant-p53 varyantlari i¢in
ortak olan mutant-p53 program akisinin varligini ortaya c¢ikarmistir (Walerych vd.
2015). Nihai terapotik yaklasim, bu downstream yolagini hedefleyen kiigiik
molekiillerin kullanimi ve tiimor biiylimesini tesvik eden p53'in timor tiirevli
mutantlariin  ortak mekanizmasini  tanimlayarak insan kanserlerindeki p53
mutasyonlariin oranindan yararlanmaya g¢alisir (Freed-Pastor vd. 2012).

Mutant p53'i terapotik bir hedef yapan diger bir oOzelligi, birgok tiimor
hicresindeki ylksek ekspresyon seviyesidir. p53 kendisinin transkripsiyonel
aktivasyonunu tetikleyerek hiicredeki p53 seviyesinin artmasini saglarken, diger taraftan
da parcalanmasina neden olan negatif regiilatorleri Mdm2 ve/veya MdmX’in
transkripsiyonel aktivasyonunu tetiklemektedir. TUmor hicrelerinde mutant-p53
seviyesinin yikselmesi, Mdm-2 genini transaktive edememekten ve onkojen
aktivasyonu ve hiicre biliylimesinin diizensizlesmesinin bir sonucu olarak yapisal stres
sinyallemesinden kaynaklanabilir. Bu durumda yuksek seviyelerde eksprese edilen
mutant-p53’iin vahsi tip fonksiyonuna restorasyonu, giiclii bir biyolojik yanit1 ve timor
hiicrelerinin apoptoz veya yaslanma boyunca etkili bir sekilde yok edilmesini
tetikleyecektir (Wiman 2010).

Yapilan gozlemlerde birgok p5S3 mutantinin ortak bir 6zellige sahip olmasi, vahsi
tip konformasyonu stabilize eden ve dolayisiyla vahsi tip fonksiyonunu geri kazandiran
ilaclarin tasarlanma olasiligini arttirmigtir. Hem rasyonel tasarim hem de rasgele tarama
yaklasimlari, farkli yap1 ve Ozelliklere sahip mutant-p53 hedefleme bilesiklerinin
tanimlanmasma yol acmustir. Ilging bir sekilde, rastgele tarama ile tanimlanan
bilesiklerin birgcogu, mutant p53 reaktivasyonunda kilit bir rol oynamas1 muhtemel olan
ortak bir kimyasal aktiviteyi paylasir (Wiman 2010). Fareler iizerinde vahsi tip-p53
restorasyonuna dayali ¢esitli bircok in vivo calisma hizli timor gerilemesi ile
sonuglanmis olup bu sonuglar vahsi tip-p53 ekspresyonunun restorasyonunun, timoérle
iligkili ¢oklu genetik degisikliklerin varliginda bile tiimorlerin ortadan kaldirilmasi igin
yeterli oldugunu gostermektedir (Martins vd. 2006; Ventura vd. 2007; Xue vd. 2007).
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2.3.2.1. Mutant-p53’u reaktive eden ilaglar

Insan tiimérlerinde TP53 mutasyonlarmin ¢oklugu ve mutant P53’iin timér
hiicrelerinde siklikla birikmesi mutant P53’ yeni kanser tedavilerinin gelistirilmesinde
potansiyel bir hedef vyapar. Bu sebeple mutant-p53’iin farmakolojik olarak
reaktivasyonu kanser tedavisi gelisimi i¢cin umut verici bir strateji olarak ortaya
cikmustir. Son yirmi yilda, kimyasal kiitiiphane taramasi ve rasyonel ilag tasarimlarini
iceren ¢esitli yaklagimlar kullanilarak, mutant-p53°e vahsi tip aktivitesini geri
kazandiran kiiglik molekiiller tanimlanmistir (Hong vd. 2014). Bu molekiller Cizelge
2.1’de belirtilmistir.

Kicuk molekiller terapétik ajanlar olarak, peptidler ve daha bulyik
makromolekullerin de tstinde daha 6nemli avantajlar sunar. En 6nemlisi, bunlar biylk
Olcekli GMP (Guanin Mono Fosfat) sentezi ve potansiyel olarak sistemik tedavi igin
uygundur, Ornegin intravendz veya oral uygulamada kullanilabilir. Sistemik tedavi,
yayllmig timorlii hastalarda metastazlarin etkin tedavisi igin kritiktir. Bu 0zellik,
ozellikle bu hasta grubu sagkalimiin en diisiik oldugu ve bu nedenle terapi icin en
biiyiik zorlugu temsil ettigi i¢in dnemlidir (Selivanova ve Wiman 2007).

Sekil 2.11°de gosterildigi gibi mutant-pS3 reaktivasyonunun arkasindaki temel
fikir, vahsi tip konformasyonun ve DNA baglanmasinin restorasyonu, ardindan hedef
genlerin transkripsiyonel transaktivasyonu ve apoptoz ve/veya yaslanmanin
indiklenmesidir ki bu da etkin tiimér eliminasyonuna yol agacaktir. Bu durum bircok in
Vvivo galisma ile desteklenmistir (Wiman 2010).

pS3-reaktiflestirici

ilag ‘

Tiimor ilerlemesi

\./.
vahsi tip-p53 —— PpS53-bagimh transkripsiyon
’ Apoptoz
DNA Yaslanma

Sekil 2.11. Kii¢iik molekiiller araciligr ile mutant-p53 reaktivasyonunun genel stratejisi
(Wiman 2010)
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Cizelge 2.1. P53 hedefli inceleme altindaki ajanlar (Hong vd. 2014)

Terapotik Mekanizma Test
Asamasi

1) P53 islevini geri yiiklemek i¢in gen tedavisi

Gendicine Vahsi tip- p53'iin adenoviriis ile taginmasi Faz IV

Advexin Vahsi tip- p53'iin adenoviriis ile taginmast Faz I/11

2) MDM2-p53 eksenini hedefleme

Nutlin P53-MDM2 etkilesiminin inhibisyonu Preklinik

RITA P53-MDM2 etkilesiminin inhibisyonu Preklinik

MI-219 P53-MDM2 etkilesiminin inhibisyonu Preklinik

RG7112 P53-MDM2 etkilesiminin inhibisyonu Faz |

3) Mutant- p53'in vahsi tip-pS3'e restorasyonu

PRIMA-1 Hem DNA temasi1 hem de yapisal olarak p53 mutantina Faz I/

PRIMA-1™ vahsi tip-p53 fonksiyonlarini yeniden kazandirir.

PhiKan083 Mutant-p53 Y220C'deki 6zgiin bir cebe baglanir ve Preklinik
mutant-p53 Y220C'yi stabilize eder

NSC319726 Mutant-p53 R175H"in vahsi tip-p53 aktivitesini spesifik | Preklinik
olarak geri getirir.

CP31398 Mutant-p53'lin ¢ekirdek bolgesini stabilize eder Preklinik

SCH529074 Mutant p53'iin DNA baglanma domainine baglanir ve Preklinik
mutant p53'U stabilize eder

Ellipticine Mutant-p53’(n transkripsiyon aktivitesini geri yukler Preklinik

WR1065 Sicakliga duyarli mutant-p53 V272M’e vahsi tipteki Preklinik
konformasyonunu geri yukler

p53R3 R175H ve R273H p53 mutantlarinin DNA baglanmasini | Preklinik
geri kazandirir

4) p53 ailesi proteinlerini hedefleme

RETRA p73 seviyelerini arttirir ve p73'ii mutant p53 / p73 Preklinik
kompleksinden ayirir.

37AA IASPP'ye baglanir ve p73'iin iASSP / p73 kompleksinden | Preklinik
salinmasi ile sonuglanir.

5) Mutant-p53'i ortadan kaldirilmasi

17AAG Mutant p53'iin ytkimi amaciyla salinmasi i¢in mutant-p53 | Preklinik
ve HSP90 kompleksini yok ederek mutant-p53'i azaltir

SAHA HDACG6-Hsp90 saperon ekseninin inhibisyonu ile mutant | Preklinik
p53'i diisiiriir

6) p53 tabanli agilar

p53-SLP Bir p53 sentetik uzun peptid asis1 Faz I/11

INGN-225 Bir p53°i degistirilmis transdiiksiyonlu adenoviriis Faz /11
dendritik hiicre asisi
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Cizelge 2.1°de bahsedilen p53 hedefli kiigiik molekullerden en yaygin olarak
arastirilan PRIMA-1 ve PRIMA-1™" dir. PRIMA-1 (p53 reactivation and induction of
massive apoptosis-p53 reaktivasyonu ve masif apoptoz indlksiyonu) ve onun
metillenmis tiirevi olan PRIMA-1™ ¢esitli kanser tiirlerinde mutant p53'ii, p53’iin vahsi
tip fonksiyonlarini geri kazandiran aktif bir formuna doniistiiriir (Aryee vd. 2013).
PRIMA-1™ vahsi tip fonksiyonlarn mutant p53'e geri kazandirilmasinda klinik
kullanim i¢in en umut verici ilaglardan biridir (Mohell vd. 2016).

PRIMA-1™ su anda, yiiksek dereceli seréz yumurtalik kanserinde bir faz II
Klinik denemede test edilmektedir (Wiman 2010; Synnott vd. 2018). Hematolojik
maligniteler ve prostat kanserinde yapilan faz I / Ila klinik arastirmasi bazi hastalarda
iyi giivenlik profili ve klinik etkiler gostermistir (Bykov 2016).
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2.3.2.2. PRIMA-1™" ve molekiiler mekanizmasi

Molekiler formdl : C 19 H 17 NO 3

PRIMA-1™, mutant p53'e tiimor baskilayici fonksiyonunu geri kazandiran ve
cesitli kanser hiicresi soylarinda hiicre 6liimiinii indiikleyen PRIMA-1'in bir metillenmis
tarevidir ( Aryee vd. 2013). APR-246 olarak da adlandirilir.

PRIMA-1™, mutasyon sonucu katlanmis p53'i protein sentezinden bagimsiz
olarak aktif bir forma déniistiiriir (Bykov vd. 2002). PRIMA-1™": mutant-p53e kovalent
olarak baglanir ve bu proteinin merkez domainindeki tiyol gruplarint modifiye eder. Bu
sayede p53 proteininin reaktivasyonuna sebep olur ve p53 apoptozu indikleme
yetenegini yeniden kazanir (Sekil 2.13).

P53 timdr baskilayicidaki mutasyonlar, bircok farkli neoplastik hiicrede
bulunur. PRIMA-1, fonksiyona 6zgii epitoplarin konformasyonel modiilasyonu yoluyla
mutant p53'in apoptotik fonksiyonunu yeniden aktive eden essiz bir anti-onkojenik
maddedir (Bykov vd. 2002; Lane ve Hubb 2003) (Sekil 2.12).

Bax

N  Puma

CH, . s
N -y R 1\“1
oy, C/ Noxa %/ ER stres
OH Lj)
. @ Apoptoz

° S
Kaspaz-2

PRIMA-1

Sekil 2.12. PRIMA-1, p53'in apoptotik fonksiyonunu yeniden aktive eder (Wiman
2010)

Diisiik molekiiler agirlikli bilesik olan PRIMA-1, mitokondriyal yol boyunca
mutant p53'e bagli apoptozu indiikler. Mutant p53'iin reaktivasyonu, pro-apoptotik p53
hedef genlerinin (Bax, Puma ve Noxa) ve ER stresinin upregiilasyonuna yol acar.
PRIMA-1 ayrica kaspaz-2'yi aktive eder, bunu kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonu takip
eder. Bu da apoptoz ile hiicre 6limana tetikler (Shen vd. 2008; Lambert vd. 2010).
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Genomun gardiyani

p53 proteini, bir hiicreyi kanserli hale getiren genetik mutasyonlara kargi

ST i : Peto'nun Paradok
koruma saglar. Mutasyonlar tespit edildiginde, dért p53 kopyasi bir SomnTamatony
araya gelir ve DNA'ya baglanir ve tamir veya kendini imha etmeyi 1970'lerde, epidemiyolog Richard Peto,
tetikleyen hiicresel bir alarm verir. filer gibi biyik memellerin neden

insanlardan daha az kanser oldugunu
merak etti, hatta daha fazla hiicreye sahip
olmalarina ragmen? Peki bunun sebebi
fillerin p53 yapabilen daha fazla genleri
oldugu icin olabilir mi?

Insan

Yarasa
R Y Afrika fil
Fare
¥ @

1 5 10 15 20
Hicre bagina diisen p53 geni sayisi

ps3 Diger p53 kopyalart
ile baglant: kurulur.

DNA'ya baglamr.

Hiicresel yikim veya
onarim i¢in genleri
tetikler

Hiicre bagina diisen p53 geni sayisi

Yamalanan p53
Genetik mutasyonlar, DNA'ya baglanamayacak kadar gevsek olan

katlama kusurlu pS53'e yol agar. Bilgisayar simiilasyonlan, yanhs
katlanmig proteinin ¢ekirdegindeki, proteini stabilize eden ve DNA
baglama kabiliyetini geri kazandiran ilaclar icin mitkemmel olan,
cepleri ortaya gikardi.

Sekil 2.13. Baglandigi proteini stabilize eden ve DNA baglama yetenegini geri
kazandiran ilaglar i¢in mutant proteinin 6ziindeki cepler (Service 2016)
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Gen ontolojisi analizi PRIMA-1™" 'in oksidatif strese cevap, gen ekspresyonu,
hiicre proliferasyonu, nitrosatif strese cevap ve glutatyon biyosentezi islemi gibi
yollarda degisikliklere neden oldugunu goéstermistir (Synnott vd. 2018). Sekil 2.14’te
gosterildigi gibi, her iki bilesik de aktif kisim olan Michael Akseptér metilen
kiiniklidinon (MQ) olusturur. Bu doniisiim kendiligindendir ve fizyolojik pH'da birkag
saatlik bir zaman dilimi boyunca gercgeklesir (Lambert vd. 2009). MQ reaktif oldugu
i¢in, bir On ilag olarak uygulanmasi, ¢esitli hiicre dis1 hedeflerle ek olusumunu 6nlemek
icin 6nemlidir. Tiyol, hiicrelerde herhangi bir oksidatif stres durumunun olusumunu
onlemede kritik role sahip siilfidril grubu iceren organik bilesiktir. Oksidatif hasara
karsi hiicrenin korunmasi islevi diigik agirlikli tiyol ve sistein depolar1 ile
gerceklesmektedir. MQ, mutant p53'te tiyollere kovalent olarak baglanir. MQ ayrica,
aktif bolgesinde tiyol glutatyon bulunan tiyoredoksin proteinini indirgeyen enzim
tiyoredoksinin rediktaz (TrxR) ve serbest radikalleri nétralize ederek dokular1 koruyan
glutatyonu (GSH) hedefler. TrxR'ye MQ baglanmasi, bu enzimi ROS iireten aktif bir
oksidaza doniistiirlir; glutatyona MQ baglanmasi1 ise, ayrica ROS'u indiikleyen
intraseliiler serbest glutatyonu da tiiketir (Bykov vd. 2016). PRIMA-1™ / MQ, hem
mutant p53'U hem de hucresel redoks dengesini hedefler. Bu durum yapilan son
calismalarda ortaya c¢ikan PRIMA-Imet ile kemoterapétik ilaglar arasinda olusan
sinerjinin kaynagini anlamamiza yardimci olur.

PRIMA -1 m™et PRIMA-1
N o N o
OH OH
? HO
MQ
/& ©
CH,
MOQ MQ MQ
— [ | |
. S TrXR
veniden katlanms
& et an gty o aktif oksidaz

Sekil 2.14. PRIMA-1 ve PRIMA-1""in kimyasal yapilari (Bykov vd. 2016)
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2.3.3. Kombine tedaviler ve PRIMA-1™" ile kemoterapétik ilaclarn sinerjisi

Kanser tedavisinde; her yontemin kendine 6zgii avantaj ve dezavantajlarinin
bulunmasi, kanserin kisiye 6zgii bir hastalik olmasi, tedavilerin kisiden kisiye farklilik
gosterebilmesi nedeniyle tek bir kesin tedavi yonteminin varliindan bahsetmek
imkansizdir. Bu sebeple tedavideki asil amag¢ bu yontemleri hastaya en ¢ok yarar
saglayacak ve yan etkileri en az olacak sekilde kullanmaktir. Bazen tek bir tedavi
yontemi ile istenilen sonug alinamaz ve ¢esitli tedavi yontemlerinin es zamanli olarak ya
da belli bir sira ile uygulanmasi1 gerekebilir. Kombinasyon tedavilerinin iki avantaji
vardir; direng gelisiminin 6nlenmesi ve toksisite riskine ulagsmadan terapétik indeksin
yiikseltilmesidir. Tiimorlerin ve uzun siireli kanser tedavisinin etkili bir sekilde ortadan
kaldirtlmasi i¢in dnemli bir engel, terapi direncinin hizli gelisimidir. Coklu terapotik
ajanlarin kombinasyon halinde kullanilmasi, ilaca direngli kanserlerin tedavisinde
birincil strateji haline gelmistir. Genel olarak uygun ila¢g kombinasyonu ile tedavinin
sinerjik etkilerinin tesvik edebilecegi, hedef seciciligini artirabilecegi ve kanser ilact
direncinin gelisimini engelleyebilecegi kabul edilmektedir (Hu vd. 2012).

Mutant p53 tasiyan tiimorler genellikle kemoterapétik ilaglara daha direnglidir.
Bu nedenle geleneksel antikanser ajanlari, yeni hedeflenen ilaglar ve deneysel ilaglar
arasindaki olasi sinerjileri arastirmak Onemlidir. Yapilan ¢alismalarda, mutant p53'l
yeniden aktive eden bilesik PRIMA-1m"in, timdr hiicresi biiyiimesini inhibe etmek icin
cesitli kemoterapdtik ilaglar ile sinerjistik olarak etki ettigi gosterilmistir (Bykov 2016).

Yapilan calismalarda; Sisplatin ve PRIMA-1met ile kombine tedavi, tumor
hiicresi apoptozunun sinerjik bir uyarimina ve SCID farelerinde in vivo olarak insan
timor ksenograft biiyiimesinin inhibe edilmesine neden olmustur (Sekil 2.15). Bu da
gosteriyor ki; kemoterap6tik ilaclarla mutant P53 seviyelerinin indiksiyonunun, timér
hiicrelerinin PRIMA-1met 'e duyarliligini arttirmas: olasidir. Dolayisiyla, PRIMA-1met
'in hali hazirda kullanilan kemoterapétik ilaclarla kombinasyonu, mutant-p53 tasiyan
timorlerin tedavisi igin yeni ve daha etkili bir terapotik stratejiyi temsil edebilir (Bykov
vd. 2005).
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Enjeksiyon:
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Sekil 2.15. Tek basina veya kombinasyon halinde sisplatin ve PRIMA-1™" ile tedavi
edilen SCID farelerindeki H1299-His175 insan tumor ksenogreftleri igin buyume
kinetigi (Bykov vd. 2005)

Sisplatin ve doksorubisin gibi kemoterap6tik ilaglarin neden oldugu DNA hasari;
vahsi tip-p53 aktivasyonu ve p53 kaynakli apoptoz yoluyla biiylik dlciide tiimor hiicresi
Olimiine neden olmaktadir. Buna gore, mutant-p53 tasiyan veya tamamen p53
icermeyen tumor hicreleri geleneksel kemoterapiye karsi daha direnglidir. Bu, vahsi tip-
p53 fonksiyonunun PRIMA-1™' ile restorasyonunun, Grnegin sisplatin ile sinerjize
olabilecegini gosterir. Sistemik uygulama {zerine, mutant-p53 tasiyan akciger,
yumurtalik ve 6zofagus kanseri hiicrelerinde PRIMA-1™ ile sisplatin, 5-fltiorourasil (5-
FU) ve doksorubisin gibi kemoterapétik ilaglar arasinda in vivo olarak gicli bir sinerji

ortaya ¢itkmistir ( Bykov vd. 2005; Kobayashi vd. 2013; Mohell vd. 2015; Liu vd.
2015).

Sekil 2.16’te gorildiigi gibi PRIMA-1™/MQ, hem mutant-p53'i hem de
hlcresel redoks dengesini hedefler.
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Sekil 2.16. PRIMA-1™" ve kemoterapétikler arasindaki sinerji (Bykov 2016)

PRIMA-1™" ve sisplatin ve doksorubisin gibi DNA'ya zarar veren kemoterapétik
ilaclar arasindaki carpici sinerjinin birka¢ nedeni agiklanmistir. Bunlar:

1) Mutant p53'iin PRIMA-1™ ile vahsi tip fonksiyonuna restorasyonu, verimli timér
hiicresi apoptozisinin indiiklenmesi icin vahsi tip p53'e bagh kemoterapotik ilaglara
duyarlilig1 artirmasi

2) Kemoterapétik ilaglar tarafindan mutant p53'iin birikiminin PRIMA-1™" 'in etkisini

artirmasi

3) MQ (Michael Akseptér metilen kiniklidinon) tarafindan hicre ici GSH (glutatyon)
miktarinin tiikketilmesinin, sisplatin gibi ilaclarin akisini engellemesi;

4) TrxR (tiyoredoksinin rediiktaz)'nin inhibisyonu ve enzimin aktif oksidaz haline
dontistiiriilmesinin ROS (reaktif oksijen tiirleri) seviyesini indiikleyerek oksidatif stresi
artirmasidir (Bykov 2016).

Yapilan calismalar gostermistir ki; PRIMA-1™" 'in hali hazirda kullamilan
kemoterapotik ilaglarla kombinasyonu, ila¢ direncinin gelismesine karst Onemli
stratejidir ve mutant p53 tasiyan tiimorlerin tedavisi i¢in yeni ve daha etkili bir terapotik
stratejiyi temsil edebilir (Mohell vd. 2015). Bu nedenle ¢esitli tiimor tiplerinde ilgili
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kemoterapoétik ve hedefli ilaglarla kombinasyon halinde klinik etkinligi degerlendirmek
bundan sonraki daha ileri ¢alismalar i¢in 6nemli bir amag olacaktir.

Yapilan literatiir taramalarinda, Etoposide ile kombinasyon halinde PRIMA-1™"
tedavisinin mutant-p53 tasiyan Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri (SCLC) hiicrelerinde
giiclii sinerji ile sonuglandigi goriilmiistir ancak Etoposide ile PRIMA-1™
kombinasyonunun NSCLC hiicrelerindeki etkisi bilinmezligini korumaktadir.

Tez kapsaminda; model olarak secilen TP53 mutasyonlar1 tastyan NCI-H1975
(mutant-p53) ve TP53 mutasyonu tagimayan A549 (vahsi tip-p53) insan NSCLC hiicre
hatlarinda, daha 6nce arastilmasi yapilmamis olan, Etoposide ile birlikte PRIMA-1™"in
antikanser etkisinin gosterilmesi amaglanmaktadir. Bu baglamda, Tez kapsaminda elde
edilecek bulgularin PRIMA-1™" ile devam eden klinik calismalara giiclii bir destek
saglayabilecegi umut edilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Hicre Kulturu
3.1.1. Hiicreler ve inkiibasyon kosullar1

Tez kapsamindaki deneylerde Amerikan Tipi Kultur Koleksiyonu (American
Type Culture Collection, ATCC)’ndan temin edilen ve Akdeniz Universitesi Fen
Fakiiltesi Kanser Molekiiler Biyolojisi Laboratuvari’nda -80 °C derin dondurucuda
muhafaza edilen insan akciger kanseri A549 (ATCC® CCL-185™) hiicre hattinin 15.
pasaji ve NCI-H1975 (ATCC® CRL-5908™) hiicre hattinin 4. pasaji agilarak
kullanildi. Hucreler 90x15mm’lik petrilerin iginde, %10 FBS (Fetal Sigir Serum) ve %1
antibiyotik karigimi (Penicilin Streptomycin) iceren DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagles Medium) besiyerinde, %5 CO,’li atmosfere sahip etlivde 37 °C’de steril sartlarda
inkiibe edildi. Kiiltiir edilen hiicrelerin morfolojik gdzlemi inverted mikroskopta yapildi
(Sekil 3.1).

Sekil 3.2. NCI-H1975 hiicrelerinin 20X objektifteki morfolojisi
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3.1.2. Besiyerlerinin hazirlanmasi

Deneylerde %10 FBS igeren ve %1 FBS igeren olmak tizere iki farkli besiyeri
kullanildi.

3.1.2.1. %10 FBS iceren besiyeri hazirlanmasi

500 mL DMEM Kkaltir mediumu igine; 50 mL FBS, 5 mL antibiyotik ¢6zeltisi,
2,5 mL sodyum pirtivat, 5 mL esansiyel olmayan amino asit soliisyonu eklenerek iyice
karismasi sagland, iizerine yiizde kaglik oldugu ve o giiniin tarihi not edilerek +4 °C de
muhafaza edildi.

3.1.2.1. %1 FBS iceren besiyeri hazirlanmasi

500 mL DMEM kultir mediumu icine; 5 mL FBS, 5 mL antibiyotik c¢ozeltisi,
2,5 mL sodyum pirtivat, 5 mL esansiyel olmayan amino asit soliisyonu eklenerek iyice
karismasi sagland, iizerine yiizde kaglik oldugu ve o giiniin tarihi not edilerek +4 °C de
muhafaza edildi.

3.1.3. Hiicrelerin tripsinasyonu ve pasajlanmalari

Inkiibasyondaki hiicreler, petrilerin  zeminini %80 ile %100 arasinda
kapladiginda (confluence) 1:2 veya 1:3 oraninda pasajlandi. Bu amacla oncelikle
etlvdeki petriler kabine alinip i¢indeki fenol kirmizisi iyice azalmis 10 mL’lik
besiyerleri, 5 mL’lik ve 10 mL’lik steril pipetler kullanilarak uzaklastirildi. Zemine
yapisan hiicrelerin kalkmasi i¢in petrilere % 0.25 tripsin, %0.03 EDTA karisimindan
2mL eklenip 10 dk bekletildi. Hicreler zeminden kaldirildiktan sonra, tiripsinin
inhibisyonu i¢in, petrilerin i¢ine ekledigimiz tiripsin-EDTA soliisyonunun iki kat1 kadar
besiyeri ilave edilip olusan hiicre siispansiyonu 50 mL’lik falkonlara aktarildi.
Falkonlardaki hiicre siispansiyonlar1 +4 °C, 1000 rpm’de 5 dk’lik santrifiij islemine tabi
tutuldu. Daha sonra falkondaki dokelti (supernatant) kisim uzaklastirilarak geriye kalan
hicre peleti Uzerine %10 FBS’li taze besiyeri ilave edilip, her bir petride 10 mL besiyeri
bulunacak sekilde, hiicreler yeni petrilere aktarildi.

Pasajlanan hiicreler etiivde yeniden inkiibasyona birakildu.
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3.1.4. Hicrelerin dondurulma islemleri

Kullanilmayan hiicreler etiivden kabine alinip tripsin-EDTA sollsyonu ile
kaldirildiktan ~ sonra  santrifiijlendi.  Santrifiij sonrasi  siipernatant kisimlari
uzaklagtirilarak hiicre peletinin {izerine dondurma mediumu eklendi. Olusan hiicre
suispansiyonu ependorf tiiplere 1’er mL eklenerek -20 °C’lik derin dondurucuda bir giin
bekletilip daha sonra -80 °C’lik derin dondurucuda ihtiyag halinde kullanilmak {izere
muhafaza edildi.

3.1.4.1. Dondurma mediumu hazirlanmasi

50 mL’lik dondurma mediumu i¢in; 50 mL’lik falkon icine 47,5 mL FBS ve 2,5
mL DMSO (dimetil siilfatoksit) eklenerek karistirildi. DMSO’nun 1s18a maruz
kalmamasi i¢in falkonun {izeri 151k gecirmez folyo ile kaplanarak gerektiginde
kullanilmak iizere +4 °C’ye kaldirldi.

3.2. Hiicre Sayilarinin Belirlenmesi ve Hiicrelerin Deney Gruplari i¢in Béliinmesi

Tripsinasyon ve santrifij islemi sonrasi falkon tiip igerisindeki hiicre peletinin
uzerine %10 FBS iceren besiyeri eklenerek 10 mL’lik hiicre ana stogu olusturuldu. Bu
10 mL’lik hiicre ana stogunun 1mL’sinde ka¢ hiicre vardir bulmak igin Sekil 3.2’deki
thoma lami1 (hemositometre) yontemi kullanildi. Bunun igin; hiicre ana stogundan 10 kat
sulandirilarak (900 pL %10 FBS igeren besiyeri + 100 pL hiicre ana stogu) ependorf
tipe, hiicre numunesi alindi. Bu numune, 16 karelik 4 bolgenin bulundugu thoma
lammna yayilarak, bu bdlgelerde bulunan hiicrelerin invert mikroskobunun 40X
objektifinde saymmi yapildi. Tim boélgelerdeki hiicre sayisi toplami, bolge sayisina
boliinerek ortalama hiicre sayist bulundu. Ortalama hiicre sayisi sulandirma katsayisi ve
10*ile garpilarak 1 mL’deki toplam hiicre sayisma ulagildi.
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—:\y ||y

=== sayllmaz

Toplam Hiicre Sayisi = A+B+C+D

A+B+C+

Toplam Hiicre Sayisi/mL = TD x Sulandirma Faktérii x 10*

Sekil 3.3. Thoma lam1 yontemi

3.2.1. Hucrelerin sitotoksite deneyleri icin 96 kuyucuklu steril plaklara bolinmesi

Thoma lam1 yontemiyle hiicre sayisi belirlenen hiicre ana stogu seyreltilerek 1
mL’sinde 10° yani 10*100uL hiicre bulunan yeni bir stok hazirlandi ve 96 kuyucuklu
plaklara kuyucuk basina 10 hiicre olacak sekilde bolindi.

3.2.2. Hucrelerin tripan mavisi testi i¢in petrilere bolinmesi

Thoma lam1 yontemiyle hiicre sayisi belirlenen hiicre ana stogu seyreltilerek,
10°/mL hiicre bulunan yeni bir hiicre stogu hazirlandi ve iki tekrarli olacak sekilde
60mm x15mm’ lik 4 adet kiglk petriye 3’er mL olacak sekilde boliindi.
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3.3. ila¢ Dozlarinin Belirlenmesi ve Uygulanmasi

3.3.1. Etoposide ve PRIMA-1™" dozlarinin hazirlanmasi ve uygulanmasi

Etoposide, %1 FBS iceren besiyeri icerisinde c¢ozilerek 50 uM stok sollisyon
olarak, Prima-1™" ultrapure su igersinde 1000 uM stok soliisyon olarak hazirlandu.
Yapilan literatiir taramast sonucunda Etoposide i¢in 10-50 uM (Ko vd. 2015), Prima-
1™ igin 5-50 pM arasindaki dozlar kullanilarak sitotoksik etki arastirildi (Magrini vd.
2008). Etoposide dozlar1 E1, E2, E3 ve E4 i¢in sirasiyla 10 uM, 20 uM, 40 uM ve 50
uM; PRIMA-1™ dozlar1 P1, P2, P3, P4 ve P5 i¢in sirastyla 5 pM 10 pM, 20 uM, 40
UM ve 50 pM secildi. Secilen dozlar %1 FBS iceren besiyerlerinde seyreltilerek
olusturuldu.

Cizelge 3.1. Plaklardaki doz gruplari

— . _ il S . | Bos | ___ _ — —
— _ __al il _ _alill ___ | Bos | ___ _ — —

Time 0 Kontrol P1 P2 P3 P4 P5 _ El E2 E3 E4
Grubu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu

Time 0 Kontrol P1 P2 P3 P4 P5 _ El E2 E3 E4
Grubu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu

Time 0 Kontrol P1 P2 P3 P4 P5 _ El E2 E3 E4
Grubu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu

Time 0 Kontrol P1 P2 P3 P4 P5 _ El E2 E3 E4
Grubu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu

Time 0 Kontrol P1 P2 P3 P4 P5 _ El E2 E3 E4
Grubu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu Dozu

96 kuyucuklu plaklara (11x5 kuyucuk) bolinen hicrelerin, 24 saatlik
inkilbasyondan sonra, Uzerlerindeki %10 FBS iceren besiyerleri 200 pL’lik coklu
mikropipetler vasitasiyla uzaklastirildi. Cizelge 3.1°de gosterildigi gibi olusturulan
gruplardan time 0 ve kontrol grubundaki hiicrelere %1 FBS iceren besiyerinden 200’er
UL eklenip diger gruplara PRIMA-1™ ve Etoposide dozlar1 200’er pL uygulandi. 2
adet bos kuyucuga arkaplan okumasi almak igin 200 pL %1 FBS iceren besiyeri
eklendi.
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3.3.2. Etoposide ve PRIMA-1™" kombinasyonlarinin uygulanmasi

Birinci deney grubundan elde edilen veriler dogrultusunda Prima-1""in P1, P2,
P3 ve P4; Etoposide’nin E1 ve E2 dozlarinin kombinasyonlar1 segildi.

96 kuyucuklu plaklara (8x10 kuyucuk) bélinen hicrelerin, 24 saatlik
inkiibasyonundan sonra iizerlerindeki %10 FBS igeren besiyerleri uzaklastirildi. Cizelge
3.2°de gosterildigi sekilde olusturulan gruplardan time 0 ve kontrol gruplarma %1 FBS
iceren besiyerinden 200’er pL, kombinasyon gruplarina da once Etoposide dozlari
uygulandi. 24 saat sonra Etoposide dozlari uzaklastirilarak PRIMA-1™'  dozlan
uygulandi. Arkaplan okumasi almak i¢in adet bos kuyucuga 200 pL %1 FBS igeren
besiyeri eklendi.

Cizelge 3.2. Plaklardaki kombinasyon gruplari

TiMeS E?SSSI PL+E2 | P1+E3 | P2+E2 | P2+E3 | P3+E2 | P3+E3 | P4+E2 | P4+E3

Time 0 E?SSSI PL+E2 | P1+E3 | P2+E2 | P2+E3 | P3+E2 | P3+E3 | P4+E2 | P4+E3

Time 0 E?SSSI PL+E2 | P1+E3 | P2+E2 | P2+E3 | P3+E2 | P3+E3 | P4+E2 | P4+E3
. Kontrol

Timeo | =0 PI+E2 | P1+E3 | P2+E2 | P2+E3 | P3+E2 | P3+E3 | P4+E2 | P4+E3
. Kontrol

TimeO | ' OU'0 | PL+E2 | PL+E3 | P2+E2 | P2+E3 | P3+E2 | P+E3 | PAYE2 | PA+E3
. Kontrol

TimeO | ' OU'0 | PL+E2 | PL+E3 | P2+E2 | P2+E3 | P3+E2 | PG+E3 | PAYE2 | PA+E3
. Kontrol

TimeO | ' OU'0 | PL+E2 | PL+E3 | P2+E2 | P2+E3 | P3+E2 | P+E3 | PAYE2 | PA+E3

Time 0 léor:tgzl PI+E2 | PI+E3 | P2+E2 | P2+E3 | P3+E2 | P3+E3 | Pa+E2 | pa+e3 | BO% | Bos

3.4. WST-1 Hiicre Proliferasyon Testi Uygulanmasi

WST-1 testinde canli hucrelerdeki metabolik aktivite, htcrelerin WST-1i
pargalayarak ¢oziilebilir formazan tuzlari olusturmasi ile 6l¢llir. Olusan formazan renk
degisimini beraberinde getirir. Yani canli hiicreler renk degisimi meydana getirirken 6li
hiicreler renk degisimine neden olmazlar (Sekil 3.2). Olusan renk degisimi kolorimetrik
olarak olgulur.

[la¢ uygulamasimin hemen ardindan ilk siradaki kuyucuklardaki hiicre canliligi
saptand1 (sifirmnci zaman). Inkiibasyon siiresi 24, 48 ve 72 saatlik periyotlar olarak
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belirlendi. Inkiibasyon siireleri sonunda 1siksiz ortamda kuyucuklara WST-1
karistmindan 10 uM eklenerek 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
orneklerin absorbanslart ELISA mikroplak okuyucu (Thermo Scientific Multiscan Go
ELISA Plate Reader)’da 450 nm dalga boyunda okunarak kaydedildi.

3.5. Tripan Mavisiyle mL’deki Canh ve Olii Hiicre Sayilarinin Belirlenmesi

Yukarida belirtilen test sonuglarini desteklemek amaci ile hiicre canliligin
dogrudan mikroskobik olarak belirleyebilmeyi saglayan Tripan Mavisi Testi kullanildu.
Hiicrelerin canliligi, hiicre i¢ine tripan mavisi alinip alinmadigina bagh olarak gozlenen
renk ile degerlendirildi. Membran hasari olan hiicreler boyay1 aldiklari igin mavi renkte
gozlenirken canli hiicreler boyayr almadiklari igin seffaf renkte goriindii. Canli
hiicrelerin miktar1 Thoma Lami ydntemi ile hesaplandi. Canli hiicre yiizdesi i¢in; canl
hiicre sayis1 toplam hiicre sayisina oranlanarak 100 ile ¢arpildi.

Cizelge 3.3. Tripan mavisi testi i¢in petrilerin gruplandirilmasi

Kontrol P1 P1+E2 P1+E3

Kontrol P1 P1+E2 P1+E3

Tripan Mavisi Testi icin hiicreler 3x10° hiicre/petri olacak sekilde 8 adet petriye
bolinup 24 saat sonra besi yeri uzaklastirilarak, 6nce Etoposide’nin E2 (20 ul) ve E3
(40 pl) dozu daha sonra PRIMA-1™"in P1 (5 pl) dozu Cizege 3.3’deki gibi iki tekrarh
olacak sekilde petrilere uygulandi. 24 ve 72 saat sonunda besi yerleri toplanarak +4 °C,
1000 rpm’de 2 dk dondurtlerek ¢oktlriliup stipernatant uzaklastirildi. Petrilerin Gizerine
500 pl Tripsin-EDTA eklenerek hiicreler kaldirildi, tizerine 1mL besiyeri ilave edilerek
falkon tlpteki 6lU hiicre peletinin Gzerine eklendi. Karistm 1500 rpm’de 2 dk daha
santrifiij edilerek c¢okturildi. Sipernatant uzaklastirilip peletler 500 pl besiyerinde
¢ozildl. Ependorf tipe 200 pl numune alinarak i¢ine 200 pl tripan mavisi eklenip iyice
karismasi saglandi. Ornekler icindeki canli ve 6lii hiicre sayilari 151k mikroskobu altinda
40X buyutmede hemositometre kullanilarak belirlendi.

3.6. istatistiksel Analizler

Deneylerden elde edilen tim veriler ortalama * SEM degerleri halinde
kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testiyle
degerlendirildi. Kontrol grubu ile tiim deney gruplar1 arasindaki farklilik, GraphPad
Instat 3 istatistik programinda Tek YoOnlii Anova Testi ve ardindan Tukey Coklu
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Karsilastirma Testi kullanilarak degerlendirildi. p<0,05, p<0,01 ve p<0,001 istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Tiim grafikler, Sigma Plot 10.0 programinda, ortalama +
SEM degerleri kullanilarak c¢izildi.
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4. BULGULAR
4.1. PRIMA-1™"in A549 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisine iliskin Bulgular

Sitotoksisite denemeleri icin PRIMA-1m""in daha 6nceki ¢alismalarda kullanilan
5 farkli dozu se¢ildi. Calisma boyunca bu dozlar P1-P5 olarak isimlendirildi. P1 dozu
5uM, P2 dozu 10 pM, P3 dozu 20 pM, P4 dozu 40 pM ve P5 dozu 50 uM’1 ifade
etmektedir. Sitotoksisite deneyleri icin bu dozlar, 96 kuyucuklu steril plaklara 1x10*
hiicre/kuyucuk olacak sekilde bir giin 6nceden boliinen hiicrelere uygulandi ve 24, 48 ve
72. saatlerdeki sonuglar degerlendirildi. Her bir deney bes tekrarli olmak iizere
birbirinden bagimsiz olarak en az iki kez tekrarlandi. PRIMA-1™" A549 hiicre hatti
uzerinde her bir inkiibasyon suresi icin farkli dozlarda sitotoksik etkiler sergiledi.

24 saatlik inkiibasyon sonunda; PRIMA-1""in P1-P5 dozlar1 uygulanan
kuyucuklardan elde edilen ortalama absorbans degerleri (ODysp) Sekil 4.1°de verildi.
Ayni deney i¢in PRIMA-1""in hiicre canliligina etkisi degerlendirildi. Bunun icin
absorbans degerleri kontrol absorbans degerine oranlandi ve yilizde canlilik degerleri
hesaplandi (ODgmek /ODkontrol X 100). Buna gore; 24. saatteki ortalama yiizde canlilik
degerleri P1 i¢in %78.6+4,067; P2 igin %54,3+2,071; P3 i¢in %56,3+1,838; P4 icin
%70,7£7,915 ve P5 igin %065,7+10,112 olarak bulundu. Yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda 24. saatte kontrole oranla en fazla sitotoksik etki P2 ve P3
(p<0,001) dozlarinda goriildii (Sekil 4.2).

2,5 -

2.0 -

-

1 5 A T _|_ —
- Il
O o

1,0 4 == ==

0.5 -

0.0 _

K P1 P2 P3 P4 PS5

Sekil 4.1. PRIMA-1™"in 24. saatteki absorbans degerleri (*: p<0,05; **: p<0,01 ve
% p<0,001)
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Sekil 4.2. PRIMA-1™"in 24. saatteki hiicre canliligina etkisi (*: p<0,05; **: p<0,01 ve
sk 520,001)

P1-P5 dozlar1 uygulanan kuyucuklardan elde edilen 48. saatteki ortalama
absorbans degerleri Sekil 4.3°de verildi. PRIMA-1™"in 48. saatteki ortalama yiizde
canlilik degerleri P1 i¢in %98,8+1,504; P2 i¢in %66,9+4,525; P3 i¢in %86,9+1,494; P4
icin %58,6£2,841 ve PS5 icin %25,1+2,223 olarak bulundu. Yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda 48. saatte kontrole oranla en fazla sitotoksik etki P2, P4 ve P5
(p<0,001) dozlarinda goriildii (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. PRIMA-1"in 48. saatteki absorbans degerleri (*: p<0,05 ve ***: p<0,001)
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K P1 P2 P3 P4 P5

Sekil 4.4. PRIMA-1™"in 48. saatteki hiicre canliligma etkisi (*: p<0,05 ve ***:
p<0,001)
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72 saatlik inktbasyon sonunda; P1-P5 dozlar1 uygulanan kuyucuklardan elde
edilen ortalama absorbans degerleri Sekil 4.5°de verildi. PRIMA-1""in 72. saatteki
ortalama ylizde canlilik degerleri P1 i¢in %76,2+7,136; P2 icin %107,4+1,904; P3 i¢in
%82,1+£7,244; P4 i¢in %57,7+4,333 ve P5 i¢in %34,8+2,299 olarak bulundu. Yapilan
istatistiksel degerlendirme sonucunda 48. saatte kontrole oranla en fazla sitotoksik etki
P2, P4 ve P5 (p<0,001) dozlarinda goriildi (Sekil 4.6).

2,9 -

20 4 T

19 1
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oD
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1,0 4 T

05 1

0.0 . 1 . 1 T '
K P1 P2 P3 P4 PS5

Sekil 4.5. PRIMA-1™"in 72. saatteki absorbans degerleri (*: p<0,05; **: p<0,01 ve
*oxx: 0<0,001)
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Sekil 4.6. PRIMA-1™"in 72. saatteki hiicre canliligina etkisi (*: p<0,05; **: p<0,01 ve
ek 520,001)

4.2. Etoposide’nin A549 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisine Iliskin Bulgular

Sitotoksisite denemeleri i¢in Etoposide’nin daha onceki ¢aligmalarda kullanilan
4 farkli dozu se¢ildi. Calisma boyunca bu dozlar E1-E4 olarak isimlendirildi. E1 dozu
10uM, E2 dozu 20 pM, E3 dozu 40 puM ve E4 dozu 50 uM’1 ifade etmektedir.
Sitotoksisite deneyleri icin bu dozlar, 96 kuyucuklu steril plaklara 1x10* hiicre/kuyucuk
olacak sekilde bir giin 6nceden boliinen hiicrelere uygulandi ve 24, 48 ve 72. saatlerdeki
sonuglar degerlendirildi. Her bir deney bes tekrarli olmak {izere birbirinden bagimsiz
olarak en az iki kez tekrarlandi. Etoposide A549 hiicre hatt1 iizerinde her bir inkiibasyon
stiresi i¢in farkli dozlarda sitotoksik etkiler sergiledi.

E1-E4 dozlar1 uygulanan kuyucuklardan elde edilen 24. saatteki ortalama
absorbans degerleri Sekil 4.7°de verildi. Ayn1 deney igin yiizde canlilik degerleri
hesaplanarak, Etoposide’nin A549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi degerlendirildi.
Buna gore; 24. saatteki ortalama yiizde canlilik degerleri E1 igin %78,6+5,222; E2 i¢in
%71,2+4,346; E3 i¢in %67,9+3,752 ve E4 i¢in %99,6+5,177 olarak bulundu. Yapilan
istatistiksel degerlendirme sonucunda 24. saatte kontrole oranla en fazla sitotoksik etki
E2 (p<0,01) ve E3 (p<0,001) dozlarinda goriildii (Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. Etoposide’nin 24. saatteki absorbans degerleri (*: p<0,05 ve **: p<0,01)
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Sekil 4.8. Etoposide’nin 24. saatteki hilicre canliligina etkisi (**: p<0,01 ve ***:
p<0,001)
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48 saatlik inkibasyon sonunda; E1-E4 dozlar1 uygulanan kuyucuklardan elde
edilen ortalama absorbans degerleri Sekil 4.9°da verildi. Etoposide’nin 48. saatteki
ortalama yiizde canlilik degerleri E1 i¢in %74,2+6,656; E2 icin %71+7,022; E3 i¢in
%99,6+8,292 ve E4 icin %99,1+9,987 olarak bulundu. Etoposide’nin 48. saatteki
sitotoksik etkisine bakildiginda, kontrol grubu ile uygulanan dozlar arasinda anlaml
derecede bir fark goriilmedi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.9. Etoposide’nin 48. saatteki absorbans degerleri (*: p<0,05 ve **: p<0,01)
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Sekil 4.10. Etoposide’nin 48. saatteki hiicre canliligina etkisi

E1-E4 dozlar1 uygulanan kuyucuklardan elde edilen 72. saatteki ortalama
absorbans degerleri Sekil 4.11°de verildi. Ayn1 deney i¢in ylizde canlilik degerleri
hesaplanarak, Etoposide’nin A549 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi degerlendirildi.
Buna gore; 72. saatteki ortalama yiizde canlilik degerleri E1 igin %86,8+2,898; E2 i¢in
%79,3+4,039; E3 igin %74,5+2,994 ve E4 icin %64,7+2,181 olarak bulundu.
Etoposide’nin 72. saatteki sitotoksik etkisinde doza bagimli bir artis tespit edildi.
Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda kontrole oranla en fazla sitotoksik etki
E2 (p<0,01) dozu ile E3 ve E4 (p<0,001) dozlarinda goriildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.11. Etoposide’nin 72. saatteki absorbans degerleri (**: p<0,01 ve ***: p<0,001)
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Sekil 4.12. Etoposide’nin 72. saatteki hiicre canliligina etkisi (**: p<0,01 ve ***:

p<0,001)
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4.3. PRIMA-1™" ve Etoposide Kombinasyonunun A549 Hiicreleri Uzerindeki
Sitotoksik Etkisine liskin Bulgular

PRIMA-1™ ve Etoposide kombinasyonlarimin A549 hiicreleri tizerindeki
sitotoksisite denemeleri icin oOnceki deney sonuglarindan elde edilen veriler
dogrultusunda; PRIMA-1™icin P1 (5 uM) dozu, Etoposide icin E2 (20 uM) ve E3 (40
uM) dozu segildi. Secilen dozlarin kombinasyonlart P1+E2, P1+E3, P2+E2, P2+E3,
P3+E2, P3+E3, P4+E2 ve P4+E3 olarak isimlendirildi.

96 kuyucuklu steril plaklara 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde bir giin
onceden boliinen hiicrelere oncelikle Etoposide dozlart uygulanip, hiicreler 24 saat
inkiibe edildikten sonra Etoposide dozlari uzaklastirilarak PRIMA-1™" dozlar
uygulandi. 24, 48 ve 72. Saatlerdeki sonuglar degerlendirildi. Her bir deney sekiz
tekrarli olmak iizere birbirinden bagimsiz olarak en az iki kez tekrarlandi. PRIMA-1™"
ve Etoposide kombinasyonlart A549 hiicre hatt1 {izerinde zamana bagli olarak anlamli
derecede sitotoksik etkiler gosterdi.

24 saatlik inkiibasyon sonunda PRIMA-1™" ve Etoposide kombinasyonlarmin
hiicre canliligina etkisi degerlendirildi. Buna gore; 24. saatteki ortalama yiizde canlilik
degerleri P1+E2 i¢in 82,64+3,567; PI1+E3 i¢in 77,125+2,719; P2+E2 i¢in 80,4+3,154;
P2+E3 igin 79,4+3,348; P3+E2 igin 79,6+3,982; P3+E3 i¢in 78,7+3,182; P4+E2 icin
77,6+£2,719 ve P4+E3 igin 84,142,439 olarak bulundu. Yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda kontrole oranla tim PRIMA-1™" ve Etoposide dozlarmin
kombinasyonlarinda anlamli derecede sitotoksik etki goriildii (Sekil 4.13)

48 saatlik inkilbasyon sonunda PRIMA-1™" ve Etoposide kombinasyonlarinm
hiicre canliligina etkisi degerlendirildiginde 48. saatteki ortalama ylizde canlilik
degerleri P1+E2 i¢in 86,1+£3,551; PI+E3 icin 82,9+4,088; P2+E2 i¢in 91,6+3,429;
P2+E3 icin 84,4+3,972; P3+E2 icin 91,6+2,735; P3+E3 icin 78,4+3,995; P4+E2 igin
90,5£3,050 ve P4+E3 icin 88,542,424 olarak bulundu. Yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda kontrole oranla en fazla sitotoksik etki P3+E3 (p<0,001) ile
P1+E2 ve P2+E3 (p<0,05) kombinasyonlarinda goruldu (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13. PRIMA-1™" ve Etoposide kombinasyonlarmin 24. saatteki hiicre canliligma
etkisi (*: p<0,05; **: p<0,01 ve ***: p<0,001)
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Sekil 4.14. PRIMA-1™ ve Etoposide kombinasyonlarinin 48. saatteki hiicre canliligima
etkisi (*: p<0,05 ve ***: p<0,001)
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72 saatlik inkilbasyon sonunda PRIMA-1™" ve Etoposide kombinasyonlarinm
hiicre canliligina etkisi degerlendirildi. Buna gore; 72. saatteki ortalama yiizde canlilik
degerleri P1+E2 i¢in 76,5+4,692; PI1+E3 igin 80,4+3,422; P2+E2 igin 82,8+2,901;
P2+E3 icin 80,9+3,915; P3+E2 icin 82,1+2,833; P3+E3 icin 76,9+3,223; P4+E2 icin
74,7£3,376 ve P4+E3 icin 82,9+£3,601 olarak bulundu. Yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda kontrole oranla tiim kombinasyonlarda anlamli derecede
sitotoksik etki gorulmekle beraber en fazla etki P1+E2, P3+E3 ve P4+E2 (p<0,001)
kombinasyonlarinda goriildii (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. PRIMA-1™ ve Etoposide kombinasyonlarinin 72. saatteki hiicre canliligina
etkisi (*: p<0,05; **: p<0,01 ve ***: p<0,001)

4.4. PRIMA-1™"in NCI-H1975 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisine Iliskin
Bulgular

NCI-H1975 hiicrelerinde sitotoksisite denemeleri icin A549 hiicrelerinde yapilan
uygulamalarin ve istatistiksel islemlerin aynisi tekrarlandi. Uygulanan PRIMA-1™"
dozlarinin 24, 48 ve 72. saatlerdeki sonugclar1 degerlendirildi. PRIMA-1™" NCI-H1975
hiicre hatt1 lizerinde her bir inkiibasyon siiresi i¢in benzer ve ¢ok glicli sitotoksik etkiler
sergiledigi gortildi.

PRIMA-1™"in 24. saatteki ortalama yiizde canhlik degerleri P1 icin
%89,6+2,563; P2 icin %71,4+3,172; P3 icin %58,7+2,195; P4 icin %51,2+2,831 ve P5
icin %47+3,425 olarak bulundu. Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda 24.
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saatte P1 dozunda kontrole oranla anlaml1 bir sitotoksik etki goriilmezken (p>0,05); P2
dozunda gucli (p<0,01), P3, P4 ve P5 dozlarinda ¢ok giclu sitotoksik etki (p<0,001)
goraldi (Sekil 4.16).

PRIMA-1™"in 48. saatteki ortalama vyiizde canlilik degerleri P1 igin
%80,4+2,118; P2 igin %52,1+5,288; P3 icin %45,2+9,041; P4 icin %29,0£12,32 ve P5
Icin %25,4+5,731 olarak bulundu. Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda 24.
saatte P1 dozunda kontrole oranla anlamli bir sitotoksik etki goriilmezken (p>0,05); P2,
P3, P4 ve P5 dozlarinda ¢ok gii¢lii sitotoksik etki (p<0,001) goriildii (Sekil 4.17).

PRIMA-1™"in 72. saatteki ortalama vyiizde canlilik degerleri P1 igin
%68,8+6,737; P2 icin %53,9+2,219; P3 icin %48,0+2,578; P4 icin %27,3+4,218 ve P5
icin %18,8+3,229 olarak bulundu. Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda 24.
saatte tUm dozlarda hiicre proliferasyonunda doza bagli olarak azalma ve kontrole
oranla ¢ok giiglii (p<0,001) sitotoksik etki goriildii (Sekil 4.18).
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Sekil 4.16. PRIMA-1™"in 24. saatteki hiicre canliligina etkisi (**: p<0,01 ve ***:
p<0,001)
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Sekil 4.17. PRIMA-1""in 48. saatteki hiicre canliligina etkisi (***: p<0,001)
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Sekil 4.18. PRIMA-1""in 72. saatteki hiicre canliligina etkisi (***: p<0,001)
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4.5. Etoposide’nin NCI-H1975 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisine liskin
Bulgular

NCI-H1975 hucrelerinde Etoposide ile sitotoksisite denemeleri icin A549
hiicrelerinde yapilan uygulamalarin ve istatistiksel islemlerin aynis1 tekrarlandi.
Uygulanan Etoposide dozlarinin NCI-H1975 hcrelerinde 24, 48 ve 72. saatlerdeki
yizde canlilik degerleri hesaplanarak hucreler (zerindeki sitotoksik etkileri
degerlendirildi. Buna gore; 24. saatteki ortalama yilizde canlilik degerleri E1 igin
%91,3+2,059; E2 igin %56,7+4,248; E3 icin %55,8+4,499 ve E4 icin %45,1+2,373
olarak bulundu. Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda 24. saatte kontrole oranla
en disiik E1 dozunda herhangi anlamli etki (p>0,05) goriilmezken diger tiim dozlarda
dozla orantil1 olarak ¢ok gucli sitotoksik etki (p<0,001) goriildi (Sekil 4.18).

48. saatteki ortalama yiizde canlilik degerleri E1 igin %84,8+3,461; E2 i¢in
%52,6+2,479; E3 igin %48,3£3,066 ve E4 igin %75,1+1,235 olarak bulundu. Yapilan
istatistiksel degerlendirme sonucunda tiim dozlarda anlamli derecede sitotoksik etki
gorulirken en yuksek etki (p<0,001) E2 ve E3 dozlarinda goriildii (Sekil 4.19).

72. saatteki ortalama yiizde canlilik degerleri E1 icin %69,7+3,819; E2 icin
%351,8+7,270; E3 i¢in %22,8+4,807 ve E4 ic¢in %21,04+5,541 olarak bulundu. Yapilan
istatistiksel degerlendirme sonucunda tiim dozlarda kontrole oranla doza bagli olarak
artan ¢ok gucli sitotoksik etki (p<0,001) gorildi (Sekil 4.20).
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Sekil 4.19. Etoposide’nin 24. saatteki hiicre canliligina etkisi (***: p<0,001)
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Sekil 4.20. Etoposide’nin 48. saatteki hiicre canliligina etkisi (*: p<0,05; **: p<0,01;
*E%: p<0,001)
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Sekil 4.21. Etoposide’nin 72. saatteki hiicre canliligina etkisi (***: p<0,001)
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4.6. PRIMA-1™" ve Etoposide Kombinasyonunun NCI-H1975 Hiicreleri
Uzerindeki Sitotoksik Etkisine fliskin Bulgular

PRIMA-1™" ve Etoposide kombinasyonlarmm NCI-H1975 hiicreleri iizerindeki
sitotoksisite denemeleri igin, A549 hiicreleri iizerindeki kombinasyon ¢alismalarinin ve
istatistiksel islemlerin aynisi tekrarlandi.

24 saatlik inkiibasyon sonunda PRIMA-1™" ve Etoposide kombinasyonlarinin
hiicre canliligina etkisi degerlendirildi. Buna gore; 24. saatteki ortalama yiizde canlilik
degerleri P1+E2 i¢in 87,6+3,387; P1+E3 icin 84,6+3,686; P2+E2 icin 70,8+3,344;
P2+E3 igin 68,4+4,296; P3+E2 i¢in 59,7+4,864; P3+E3 icin 57,8+5,009; P4+E2 i¢in
50,845,568 ve P4+E3 icin 51,4+4,381 olarak bulundu. Yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda P1+E2 ve P1+E3 kombinasyonlarinda herhangi bir etki
gbzlenmezken diger tim PRIMA-1™ ve Etoposide dozlarmin kombinasyonlarinda ¢ok
guclu sitotoksik etki (p<0,001) goriildi (Sekil 4.21).

48 saatlik inkiibasyon sonunda PRIMA-1™ ve Etoposide kombinasyonlarmin
hiicre canliligina etkisi degerlendirildi. Buna gore; 48. saatteki ortalama yiizde canlilik
degerleri P1+E2 i¢in 73,1+4,801; P1+E3 icin 71,245,256; P2+E2 icin 53,5+3,505;
P2+E3 igin 54,2+4,241; P3+E2 igin 44,2+3,101; P3+E3 igin 43,8+3,561; P4+E2 icin
31,244,210 ve P4+E3 igin 32,8+4,426 olarak bulundu. Yapilan istatistiksel
degerlendirme  sonucunda  tim  PRIMA-1™ ve  Etoposide  dozlarmin
kombinasyonlarinda hiicre proliferasyonunda doz oranlariyla artan bir azalma ve ok
guclu sitotoksik etkiler (p<0,001) goriildii (Sekil 4.22).

72 saatlik inkiibasyon sonunda PRIMA-1™" ve Etoposide kombinasyonlarinm
hiicre canliligina etkisi degerlendirildi. Buna gore; 72. saatteki ortalama yiizde canlilik
degerleri P1+E2 igin 41,9+7,200; P1+E3 igin 37,6+5,000; P2+E2 icin 53,2+5,655;
P2+E3 igin 54,7+4,550; P3+E2 icin 32,4+5,285; P3+E3 i¢in 32,7+4,305 P4+E2 i¢in
26,4+3,198 ve P4+E3 icin 28,3+4,563 olarak bulundu. Yapilan istatistiksel
degerlendirme  sonucunda  tim  PRIMA-1™ ve  Etoposide dozlarnn
kombinasyonlarinda ¢ok giiglii sitotoksik etki (p<0,001) goriildii (Sekil 4.23).
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Sekil 4.22. PRIMA-1™" ve Etoposide kombinasyonlarmim 24. saatteki hiicre canliligma
etkisi (***: p<0,001)

120
100
80 -1 e e —
=
=
|
= 60 e -
<T
o A
= b i
40 A e 5
20 -
0 T T T T T T T T T
"6 o4 3 o4 3 o o o o
= i i i (1T Ll (1Y) L [T¥}
= + + + + + + + +
= -— -— o o o o =t =t
= o o o o o o o o

Sekil 4.23. PRIMA-1™ ve Etoposide kombinasyonlarinin 48. saatteki hiicre canliligina
etkisi (***: p<0,001)

55



BULGULAR F. T. KAHRAMAN

120 -

100

80 +

% CANLILIK
3

*
%
*

8
_E
_E

*
[+
*

Kontrol
P1 + E2-
P1+E3
P2 + E2-
P2+ E3
P3 + E2-
P3+E3
P4 + E2
P4 +E3

Sekil 4.24. PRIMA-1™ ve Etoposide kombinasyonlarinin 72. saatteki hiicre canliligina
etkisi (***: p<0,001)

Ayrica; PRIMA-1™ ve Etoposide kombinasyonlarmin hiicre canliligina etkisi
WST-1 test sonuglarina ek olarak hiicre canlilifini dogrudan mikroskobik olarak
belirleyebilmeyi saglayan Tripan Mavisi Testi ile de desteklendi ve benzer sonuclar elde
edildi. Ancak, Tripan mavisi ile yapilan deney sayisi istatistiksel degerlendirme ig¢in
yeterli degildir.
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5. TARTISMA

P53, hiicrede bir hasar meydana geldiginde hiicre dongiisti durmasini saglayarak
ve apoptozu tetikleyerek hiicreleri genetik saldirilara karst korur. P53 yolunun
inaktivasyonu, genellikle TP53'teki somatik missense mutasyonlar veya proteinin asiri
degredasyonu nedeniyle insan kanserlerinin biiyiik ¢ogunlugunda bulunur. Bu da p53
kaybinin timor biiylimesinde bir 6n kosul oldugunu gosterir. TP53'teki mutasyonlar,
vahsi tip p53 (wt-p53) aktivitesinin kaybina, genom instabilitesinde artisa ve apoptoza
direng gibi onkojenik fonksiyonlarin kazanilmasina yol acar. Buna gore, p53'iin yeniden
aktiflestirilmesi oldukca {imit verici bir farmakolojik yaklasim olarak ortaya
c¢ikmaktadir. P53 reaktive eden ¢esitli kiiciik molekiiller tanimlanmistir. Bunlardan en
cok arastirilan bilesik PRIMA-1met 'dir. Su anda, yiiksek dereceli serdz yumurtalik
kanserinde bir faz Il klinik denemede test edilmektedir. Yapilan ¢alismalarda PRIMA-
1™"in DNA’ya zarar veren antineoplastik ilaclarla giiclii bir sinerji gosterdigi
gozlemlenmistir. Kemoterapdtik ajanlarin yalnizca malign hiicreler {izerinde degil
hayati organlar iizerindeki normal olan diger hiicreler ilizerinde de toksik etkisi
mevcuttur. Bu durum kemoterapotik ajanlarin, yan etkisi ¢ok daha az olan hedefe
yonelik antikanserojen ajanlarla kombine kullanilmasinin 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir.

Apoptozisin indiksiyonu, TP53 geninin timoér baskilayict aktivitesinin
merkezindedir. p53'e bagimli apoptoz, kanser tedavisinin etkinligi i¢in dnemlidir ancak
insan kanserlerinde siklikla ortaya ¢ikan p53 mutasyonlar1 (NSCLC’de yaklasik %50)
p53’e bagimhi apoptozu ciddi sekilde tehlikeye atabilir ve aslinda insan timor
hiicrelerinde  yapilan birbirinden farkli c¢aligmalar, p53’iin inaktivasyonunun
kemoterapiye verilen apoptotik yaniti bozdugunu gostermistir (Levine 1997; Soussi ve
Lozano 2005; Hall ve McCluggage, 2006).

Mutant-p53 tasiyan tiimorler,  genellikle kemoterapiye direnglidir. Kuglk
hiicreli dis1 akciger kanseri (NSCLC) hucrelerinin genellikle bircok sitotoksik ilagla
tedaviyi takiben apoptoza direng gosterdigi bildirilmektedir. Yapilan ¢alismalarda yeni
bir molekiil olan PRIMA-1*"in mutasyona ugramus p53’iin transkripsiyonel
aktivitesini geri getirerek insan tiimor hiicrelerini 6ldiirdiigii goriilmektedir (Magrini vd.
2008).

Literatiir taramalari; PRIMA-1""in akciger, over, meme, prostat gibi cesitli
kanser turlerinde kemoterapotik ajanlar ile sinerji veya giiglii sinerji olusturdugunu
gostermektedir (Bykov vd. 2005; Magrini vd. 2008; Ali vd. 2011; Mohell vd. 2015,
2016; Fransson vd. 2016; Synnott vd. 2017).

Magrini vd. (2008) tarafindan yapilan bir arastirmada; farkli p53 proteinleri
tastyan {i¢ NSCLC hiicre hattinda PRIMA-1""in metillenmemis tiirevi olan PRIMA-
1’e yanit olarak apoptosisin indiiksiyonu arastirilmis; PRIMA-1 tek basina apoptozu
tetiklememis bununla birlikte hiicre canliligin1 6nemli 6l¢iide azalttigi gézlemlenmistir.
Ancak buna ragmen adriamisin (doksorubisin) ile kombinasyon halinde, PRIMA-1
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tedavisinin apoptozu indiikledigi goriilmiistiir. Sonuc¢ olarak bu veriler, NSCLC
hiicrelerinde, PRIMA-1'in apoptosis disindaki yolaklar yoluyla hiicre 6liimiine neden
olabilecegini ancak apoptotik bir yanit1 tetiklemek icin adriamisin ile sinerji
olusturabilecegini gostermektedir.

Intravendz yoldan kullanilan bir antineoplastik ajan olan Etoposide tek basina
veya diger sitotoksik ajanlarla kombine sekilde kullanilabilir. Mohell vd. (2016)
tarafindan yiiriitiilen bir arastirma; Etoposide ile kombinasyon halinde PRIMA-1™
tedavi, akciger kanserine 6zgili ve/veya sigarayla iligkili TP53 mutasyonlar1 tasiyan
Kiiclik Hiicreli Akciger Kanseri (SCLC) hiicrelerinde sinerji veya giiclii sinerji ile
sonu¢lanmistir. Bu da PRIMA-1™ ile standart kemoterapinin kombinasyon halinde
uygulanmasinin  TP53-mutant SCLC’nin 6nemli 6l¢iide iyilestirilmis tedavisini
saglayabilecegini gostermektedir.

Bu tez kapsaminda daha Once arastirmasi yapilmamis olan Etoposide ile
kombinasyon halinde PRIMA-1™" tedavisinin NSCLC hiicrelerindeki sitotoksik
etkisinin arastirilmas1 yapildi. Oncelikle PRIMA-1™"in vahsi tip-p53 iceren A549
hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkinligine bakildiginda, en diisik SuM dozu etkisini
zamanla gosterirken, diger tiim dozlarda genel olarak hiicre proliferasyonuna giiclii bir
toksik etki goraldi (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. PRIMA-1™"in istatistiksel olarak elde edilen hiicre canlihgina etkisindeki
anlamli degerleri (*; p<0,05, **; p<0,01 ve ***; p<0,001)

5uM (P1) | 10 uM (P2) | 20 uM (P3) | 40 uM (P4) | 50 uM (P5)
24 saat - folakel Fek - -
48 saat - falaie * *xKk Hkk
72 saat *x - * Fkk Hhk

Etoposide dozlarimin vahsi tip-53 iceren A549 hucreleri zerindeki sitotoksik
etkinligine bakildiginda o6zellikle 20 uM ve 40 uM dozlarinin 24 ve 72 saatlik
inkiibasyon sonrasi hiicre proliferasyonuna gii¢lii bir toksik etkisi goriiliirken ilging bir
sekilde 48 saatlik inkiibasyon sonrasi kontrol grubuna oranla hi¢bir dozda herhangi bir
etki gozlenmedi (Cizelge 5.2).
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Cizelge 5.2. Etoposide’nin istatistiksel olarak elde edilen hiicre canliligina etkisindeki
anlamli degerleri (*; p<0,05, **; p<0,01 ve ***; p<0,001)

10 UM (E1) 20 M (E2) 40 pM (E3) 50 pM (E4)
24 saat - ** Hx -
48 saat - - - -
72 saat - ** xxx *xx

Bu veriler dogrultusunda PRIMA-1™ ile Etoposide’nin en etkili dozlarinm
kombinasyonlari olusturuldu. PRIMA-1""in en az etkili olan en diisiik dozu da bu
uygulamaya dahil edildi. 40 uM ve 50 uM dozlar1 birbirine ¢ok yakin etkiye sahip
oldugu i¢in arasindan daha diisiik olan 40 uM dozu se¢ildi ve kombinasyonlari
olusturularak bu kombine tedavinin vahsi tip-53 iceren A549 hicreleri Uzerindeki
sitotoksik etkinligine bakildi. Ozellikle 24 ve 72 saatlik inkiibasyonlar sonunda tim
kombine doz uygulamalarinin kontrol grubuna oranla hiicre proliferasyonuna giiclii
ve/veya c¢ok giiclii toksik etki ettigi gézlemlendi (Cizelge 5.3).

Cizelge 5.3. Kombine dozlarin istatistiksel olarak elde edilen hiicre canliligina
etkisindeki anlamli degerleri (*; p<0,05, **; p<0,01 ve ***; p<0,001)

P1+E2 | P1+E3 | P2+E2 | P2+E3 | P3+E2 | P3+E3 | P4+E2 | P4+E3
24 saat * *hk *x *kk *kk *kk Sk *
48 saat * - - * - *Kk* _ _
72 saat *kk *% * *% * *kk *k*k *

Ayrica; Etoposide’nin 10 uM dozunun vahsi tip-53 iceren A549 hucreleri
tizerindeki 48 saat inkiibasyonu sonucunda olusan sitotoksik etkinligine bakildiginda bu
dozun kontrol grubuna oranla hiicre proliferasyonuna anlamli bir etkisi goriilmemistir.
Yine aym zamanda PRIMA-1""in 5 uM dozunun vahsi tip-53 iceren A549 hiicreleri
tizerindeki 48 saat inkiibasyonu sonucunda olusan sitotoksik etkinligine bakildiginda bu
dozun kontrol grubuna oranla hiicre proliferasyonuna anlamli bir etkisi gériilmemistir.
Ancak her ikisinin kombine uygulamasmin 48 saat inkiibasyonu sonucunda olusan
sitotoksik etkinligine bakildiginda A549 hiicreleri iizerinde kontrol grubuna oranla
anlamli bir sitotoksik etki gézlemlenmistir. Bu da bu iki dozun kombine uygulamadaki
sinerjik etkisi olabilecegini bize gostermistir.
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Yine ayni sekilde Etoposide’nin 40 pM dozunun A549 hiicreleri tizerindeki 48
saat inkiibasyonu sonucunda olusan sitotoksik etkinligine bakildiginda bu dozun kontrol
grubuna oranla hiicre proliferasyonuna anlamli bir etkisi goriilmemistir. PRIMA-1m"in
20 uM dozunun vahsi A549 hiicreleri iizerindeki 48 saat inkiibasyonu sonucunda olusan
sitotoksik etkinligine bakildiginda bu dozun kontrol grubuna oranla hiicre
proliferasyonuna az da olsa anlamli bir etkisi goriilmiistiir. Her iki dozun kombine
uygulamasinin 48 saat inkiibasyonu sonucuna hiicre canliligina etkisine bakildiginda ise
kontrol grubuna oranla istatistiksel anlamda c¢ok daha glcli bir sitotoksik etki
gozlemlenmistir. Bununla beraber tiim kombine uygulamalardaki sitotoksik etkiler
PRIMA-1™"in Etoposide ile sinerjistik etki gosteriyor olabilecegini de
distindiirmektedir.

PRIMA-1™" Etoposide ve kombinasyonlarimin mutant-p53 iceren NCI-H1975
A549 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkinligine bakildiginda ise; genel olarak PRIMA-
1™"in tim dozlarinda, Etoposide’nin 6zellikle 20 uM ve 40 pM dozlarinda ve bunlarin
tim kombinasyonlarinda doza ve zamana bagl olarak ¢ok giiclii bir sitotoksik etki
(p<0,001) goriilmiistiir. NCI-H1975 hiicreleri izerindeki bu sitotoksik etkinin, vahsi tip-
p53 iceren A549 hicreler Gzerindeki siotoksik etkiden istatistiksel olarak ¢ok daha
yiiksek olmasi ise PRIMA-1™"in TP53 mutasyonuna bagl olarak calistigi fikrini
desteklemistir.

Bu baglamda yaptigmmiz calisma PRIMA-1""in diger kanser tiirlerinde

antineoplastik ajanlarla yapilan kombine ¢alismalarin1 desteklemis ve NSCLC’de
Etoposide ile kombine tedavinin alterantif bir tedavi secenegi olabilecegini gostermistir.
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6. SONUCLAR

1. A549 hiicre hattinda Prima-1™" dozlarinin, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
siireleri sonunda, hiicre canliligina etkisi yapilan istatistiksel analizler sonucunda
degerlendirildi. 24 saatlik inkiibasyon siresi sonuda; kontrole oranla en fazla sitotoksik
etki 10 uM ve 20 uM dozlarinda goriildi (p<0,001). 48 saatlik inkibasyon siresi
sonunda kontrole oranla en fazla sitotoksik etki 10 uM, 40 uM ve 50 uM dozlarinda
goriildii (p<0,001). 72. saatte kontrole oranla en fazla sitotoksik etki 40 uM ve 50 pM
dozlarinda goriildii (p<0,001).

2. A549 hiicre hattinda Etoposide dozlarinin 24, 48, 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda hiicre canliligna etkisi, yapilan istatistiksel analizler sonucunda
degerlendirildi. 24 saatlik inkubasyon siresi sonunda kontrole oranla en fazla sitotoksik
etki 20 pM (p<0,01) ve 40 pM (p<0,001) dozlarinda gorildii. 48 saatlik inklbasyon
stiresi sonundaki Etoposide dozlarinin sitotoksik etkisine bakildiginda, kontrol grubu ile
uygulanan dozlar arasinda anlamli derecede bir fark goriilmedi. 72 saatlik inkiibasyon
siiresi sonunda Etoposide’nin sitotoksik etkisinde doza bagimli bir artis tespit edildi.
Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda kontrole oranla en fazla sitotoksik etki 20
uM (p<0,01) dozu ile 40 uM ve 50 uM (p<0,001) dozlarinda goriildl.

3. PRIMA-1™"in ve Etoposide’nin etkili dozlart belirlenip bunlarin
kombinasyonlarinin A549 hiicre hattinda sitotoksite analizleri degerlendirildi. 24
saatlik inklbasyon suresi sonunda kontrole oranla tim kombinasyonlarda anlamli
derecede sitotoksik etki gozlemlenip en yiksek etki P1+E3 (5uM+40uM), P2+E3
(10pM+40uM), P3+E2 (20uM+20uM), P3+E3 (20uM+40uM), P4+E2 (40uM+20uM)
kombinasyonlarinda goriildii (p<0,001). 48 saatlik inkiibasyon stiresi sonunda kontrole
oranla en fazla sitotoksik etki P3+E3 (20uM+40uM) kombinasyonunda gdraldi
(p<0,001). 72 saatlik inkiibasyon stresi sonunda kontrole oranla tim kombinasyonlarda
anlamli derecede sitotoksik etki gozlemlenip en yiiksek etki P1+E2 (S5uM+20uM),
P3+E3 (20 uM+40 pM) ve P4+E2 (40uM +20uM) kombinasyonlarinda goriildii
(p<0,001).

4, NCI-H1975 hiicre hattinda Prima-1™" dozlarinmn, 24, 48 ve 72 saatlik
inkibasyon siresi sonunda hiicre canliligina etkisi, yapilan istatistiksel analizler
sonucunda degerlendirildi: PRIMA-1™" NCI-H1975 hiicre hatti iizerinde her bir
inkibasyon suresi igin benzer sitotoksik etkiler sergiledi. En diisiik P1 (5 uM) dozu 24.
ve 48. saatte anlaml bir etki gostermezken (p>0,05) 72. saatte kontrol grubuna oranla
guclu bir sitotoksik etki (p<0,001) gosterdi. P2 (10 uM) dozu 24. Satte kontrole oranla
guclu bir sitotoksik etki (p<0,01) gosterirken 48. ve 72. Saatte ¢ok daha guclu bir
sitotoksik etki (p<0,001) gosterdi. Diger P3 (20 uM), P4 (40 uM) ve P5 (50 uM)
dozlarinda ise tiim inkibasyon sirelerinde, hiicre proliferasyonunda zamana ve doza
bagimli olarak azalma ve ¢ok giiglii sitotoksik etkiler (p<0,001) géruldu.
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5. NCI-H1975 hiicre hattinda FEtoposide dozlarinin, 24, 48, 72 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda, hiicre canliligina etkisi yapilan istatistiksel analizler
sonucunda degerlendirildi: genel anlamda doza ve zamana bagli olarak hiicre
proliferasyonunda azalma goriiliirken en yiiksek sitotoksik etki E2 ve E3 dozlarinda

griildii (p<0,001).

6. PRIMA-1™"in ve Etoposide kombinasyonlarnm NCI-H1975 hiicre hattinda
sitotoksite analizleri degerlendirildi: PRIMA-1™ ve Etoposide kombinasyonlart NCI-
H1975 hiicre hatt1 iizerinde genel anlamda benzer sekilde zamana bagl olarak ¢ok gucl
derecede sitotoksik etkiler gosterdi (p<0,001).

Bu tez ¢alismasindan ¢ikarilan sonuglari dzetleyecek olursak, PRIMA-1™" ve
Etoposide ajanlar1 ile bunlarin kombinasyonlarinin Kiiclik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri
hiicre hatlarinda sitotoksite analizleri yapilarak, hiicre canliligina etkileri degerlendirildi.
Bunun neticesinde: PRIMA-1™" Etoposide ve kombinasyonlar1 A549 hiicre hatti
tizerinde her bir inkiibasyon siiresi i¢in farkli oranlarda sitotoksik etkiler sergilerken
NCI-H1975 hiicre hattinda ¢ok daha giiclii ve benzer etkiler sergiledigi goriildii.

Sonug olarak PRIMA-1""in ve Etoposide ile kombine uygulamasinin; vahsi tip-
p53 igceren A549 hiicre hattina oranla mutant-p53 igeren NCI-H1975 hiicre hattinda ¢ok
daha giicli derecede sitotoksik etki gdstermesi, PRIMA-1""in TP53 mutasyonu
varliginda daha etkili oldugu fikrini desteklemistir. Bu dogrultuda PRIMA-1™' ile
standart kemoterapinin kombinasyon halinde uygulanmasinin 6zellikle mutant-p53
iceren NSCLC’nin Onemli dlgiide 1iyilestirilmis tedavisini saglayabilecegini
g6stermektedir. Bu durum PRIMA-1"in devam eden ¢alismalarina katki saglamakla
beraber bu konuda yapilacak yeni ¢aligmalar i¢in de yol gosterici olacaktir.
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