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POLIETER iYONOFORLARIN NOROBLASTOMDA POTANSIYEL ANTI-
KANSER ETKILERININ iINCELENMESI

Doktora Tezi

Gamze SANLAV

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI, SAGLIK BILIMLERi ENSTITUSU

Onkoloji Anabilim Dah

OZET

Noroblastom, sempatik sinir sisteminin néral krest progenitor hicrelerinden
kaynaklanan ve kii¢iik ¢ocuklar etkileyen gelisimsel bir neoplazmidir. Yiksek risk
hastalarda sagkalim oranlart yogun multimodal kemoterapiye ragmen oldukca
diisiiktiir. Bu nedenle mevcut kemoterapotik yaklagimlara yardimcei ya da alternatif
ajanlarin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir. Polieter iyonoforlar, dogal olarak olusan
bilesiklerin ¢ok biiyiik ve dnemli bir grubudur. Son yillarda bu tiir bilesiklere olan
ilginin arttig1 gozlenmektedir. Polieter iyonoforlarim oOkaryotik hiicredeki birincil
rollinlin, makrofajlarda iyonlarin transmembran degisimi nedeniyle proton
gradyaniin kaybi oldugunu, bunun da lizozomlarda pH'mn artmasina ve lizozomal
bozunmanin engellenmesine neden oldugun gosterilmistir. Otofajinin  timdr
baslangict ve gelisiminde onemli bir rol oynadigina inanilmaktadir. Timdr hiicreleri
koruyucu otofajiyi indiiklediginde, otofajinin inhibisyonu apoptozu aktive ederek
timor hiicrelerini tedaviye duyarli hale getirmenin bir yolunu saglayabilir.

Bu calisma, K41-A'nin néroblastom hiicre hatlarinda ve in vivo noroblastom
ksenograft modelinde potansiyel anti-kanserojenik etkilerini degerlendirmeyi
amaglamaktadir. K41-A'nin otofaji ve apoptoz tizerindeki etkisi otofaji (LC3-II,
p62/SQSTML1 ve Beclin-1) ve apoptoz (PARP-1, kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9) ile

iligkili protein ve mRNA seviyeleri ile degerlendirilmistir.



Yapilan tez calismasinda SH-SYS5Y ve KELLY noroblastom hiicre hatlarinda
K41-A’nin tek basina ve sisplatin ile birlikte anti-kanser etkinligi incelenmistir. Her
iki hiicre hattinda da K41-A tek basina ve sisplatin ile birlikte anti-proliferatif etki
gostermis olup sisplatinle birlikte uygulandiginda her iki ajanin tek baslarina
uygulandigi gruplara kiyasla anlamli derecede hiicre canliligin1 azaltmay1 basarmistir.
K41-A’nin anti-proliferatif etkisinden sorumlu mekanizmasini aydinlatmak amaciyla
hiicre 6lim yolaklar arastirilmistir. K41-A’nin néroblastom hiicre hatlarinda otofaji
inhibisyonu ile birlikte ayni zamanda apoptoz indiiksiyonuna neden oldugu
gozlenmistir. Sisplatin ve K41-A birlikte uygulandiginda ise hiicrelerde daha yiiksek
oranda apoptoz gerceklestigi gosterilmistir. Bununla birlikte, K41-A sisplatin
uygulamasina bagl olarak artan otofajiyi ndroblastom hiicrelerinde inhibe etmektedir.
Boylece sisplatinin indiikledigi koruyucu otofajiyi ortadan kaldirarak hiicrelerin
apoptoza yonelmesine yardimci olur. Bu tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen in
vivo nodroblastom ksenograft modeli sayesinde ise K41-A’nin ndroblastom tiimor
biiytimesini anlamli derecede yavaslattig1 ve bu anti-karsinojenik etkinin sisplatin ile
kombinasyon halinde bu etkinin daha da belirgin oldugu gosterilmistir. In vitro
sonuglar ile uyumlu olarak in vivo sonuglar da K41-A’nin apoptoz indiiksiyonu
yaparken hiicresel otofajiyi inhibe ettigi gorilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Noroblastom, K41-A, hiicre 6luma, apoptoz, otofaji
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ABSTRACT

Neuroblastoma is a developmental neoplasm arising from neural crest progenitor
cells of the sympathetic nervous system and affects young children. Survival rates in
high-risk patients are very low despite intensive multimodal chemotherapy. Therefore,
it is important to develop adjuvant or alternative agents to current chemotherapeutic
approaches. Polyether ionophores are a very large and important group of naturally
occurring compounds. In recent years, there has been an increasing interest in such
compounds. Research indicates that the main function of polyether ionophores in
eukaryotic cells is to prevent lysosomal degradation by increasing the pH of lysosomes
through the loss of the proton gradient caused by ion exchange across membranes in
macrophages. It is thought that autophagy is crucial for the beginning and growth of
tumors. Inhibiting autophagy might potentially make tumor cells more susceptible to
treatment by inducing apoptosis, which happens when tumor cells produce protective
autophagy.

This study aims to evaluate the potential anti-carcinogenic effects of K41-A in
neuroblastoma cell lines and in an in vivo neuroblastoma xenograft model. The effects
of K41-A on autophagy and apoptosis were evaluated by autophagy (LC3-II,
p62/SQSTM1 and Beclin-1) and apoptosis (PARP-1, caspase-3, caspase-8 and

caspase-9) related protein and mRNA levels.

Xi



In the thesis study, the anti-cancer activity of K41-A alone and in combination
with cisplatin in SH-SYS5Y and KELLY neuroblastoma cell lines was investigated. In
both cell lines, K41-A alone and in combination with cisplatin showed anti-
proliferative effect and when administered together with cisplatin, it significantly
decreased cell viability compared to the groups in which both agents were
administered alone. Cell death pathways were investigated to elucidate the mechanism
responsible for the anti-proliferative effect of K41-A. It was observed that K41-A
induced autophagy inhibition and apoptosis induction in neuroblastoma cell lines.
When cisplatin and K41-A were administered together, a higher rate of apoptosis was
shown to occur in the cells. However, K41-A inhibits cisplatin-induced autophagy in
neuroblastoma cells. Thus, it eliminates the protective autophagy induced by cisplatin
and helps the cells to apoptosis. The in vivo neuroblastoma xenograft model performed
within the scope of this thesis study showed that K41-A significantly slowed down
neuroblastoma tumor growth and this anti-carcinogenic effect was even more
pronounced in combination with cisplatin. Consistent with the in vitro results, in vivo

results also showed that K41-A inhibited cellular autophagy while inducing apoptosis.
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1. GIRIS VE AMAC
1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Noroblastom ¢ocukluk ¢caginin en sik karsilasilan ekstrakraniyal solid timori
olup Turkiye'de pediyatrik kanserlerin yaklasik %7.5'ini olusturmaktadir(1).
Noroblastom, 8.000 canlt dogumda 1'1 etkileyen nispeten nadir bir hastaliktir. Ancak
noroblastom c¢ocukluk cagi kanserlerine bagli dliimlerin %12-15"ini olusturur ve
cocukluk ¢aginin en yaygin ve 6liimciil ekstrakranial timoridiir (2-5) Noroblastom
yiiksek siklikla sporadik olusum gosterir. Noroblastom adrenal bezde veya sempatik
sinir sistemi boyunca herhangi bir seviyede gorlebilir (1). Noroblastom icin ortalama
tan1 yast 17-18 aydir ve hastalarin yaklasik %40'1 tan1 sirasinda 1 yasin altindadir,
hastalarin %5'inden az1 ise 10 yasin {izerindedir (6). Cogunlukla timor biyolojisine
bagli olan heterojen klinik seyre sahiptir. Noroblastom, erken baslangi¢ yasi, 1 yasin
Uzerindeki ¢ocuklarda tanida metastaz gorilme sikligi ve bebeklerde tiimoérlerin

spontan regresyon egilimi gibi benzersiz 6zellikler sergiler (7).

Bu genis yelpaze g6z 6niine alindiginda, tedavi stratejilerinin yonetilmesi i¢in
hastalar1 klinikopatolojik ozelliklerine gore smiflandirmak i¢in Uluslararasi
Noroblastom Risk Smiflandirmast (INRG) olusturulmustur (8). Hastalarin risk
grubuna gore siniflandirilmasindaki amag, uzun dénem komplikasyonlarini 6nlemek
i¢in diisiik riskli hastalarda tedaviyi azaltmak ve genel sagkalimi arttirmak i¢in yiiksek
riskli hastalar igin tedavileri arttirmak ve hedeflemektir (9) Uluslararasi Risk
siniflandirmasi yasa, evreye, histolojiye, MYCN gen amplifikasyon durumuna, timor
hiicresi ploidisine ve segmental kromozoma baglhidir. Tahmini hayatta kalma oram
>%98 olan asemptomatik diisiik riskli hastalarin tedavisi genellikle gozlem veya
cerrahidir. Tahmini hayatta kalma oran1 >%90 olan orta riskli hastalar, yanita gore
ayarlanmig orta dozlarda rezeksiyon ve rezeksiyonla birlikte kemoterapi
gerektirmektedir. Yiksek riskli hastalar ameliyattan 6nce birden fazla kombinasyon
kemoterapisine tabi tutulur ve ardindan miyeloablatif otolog hematopoietik kok hiicre
nakli ve lokal radyasyonla konsolidasyon ve son olarak idame fazi olarak farklilasma
terapisi ile immunoterapi ile tedavi edilmektedirler. Bu yogun tedavi uygulamalarina
ragmen yiiksek risk grubu hastalarda 5 yillik sagkalim oranlar1 %40-50 civarinda

seyretmektedir (9-11).



Polieter bilesikleri, dogal poliketidlerin genis bir sinifina ait olan giicli
antimikrobiyal ve antikanser ajanlardir. Bir dizi ¢alisma, monensin (Mon) ve nigerisin
(Nig) gibi polieter iyonoforlarin etki mekanizmasinin, lizozomlarda pH artisina ve
lizozomal degradasyonun blokajimna neden olan membran boyunca proton gradyan
kayb1 oldugunu ortaya koymustur (12,13). Lizozomun diizgiin isleyisinin, cesitli
hiicresel yollarda, 6zellikle otofajideve kapsamli diizenleyici katabolik siireclerde

saglikl1 hiicrenin yasam dongiisiinde ¢ok 6nemli oldugu bilinmektedir (14).

Tedaviyi takiben, daha yiiksek otofaji aktivitesi ile iliskili artan hiicre
sagkalimmin gézlemlenmesi, otofaji inhibitdrlerini mevcut antikanser tedavileriyle
birlestiren stratejilerin gelistirilmesine yol agmistir. Bu baglamda, klorokin (CQ) veya
tirevi hidroksiklorokin (HCQ), kanser hicrelerini anti-kanser tedavilerine duyarli hale
getirir. CQ ve HCQ, lizozomal aktiviteyi inhibe ederek otofaji vakuollerinin
(otofagolizozomlar) islenmesini ve olgunlagmasini bloke eder. Bazi veriler, otofaji
inhibisyonunun ve otofagozom birikiminin, HCQ tarafindan indiiklenen hizlandirilmis
hiicre 6liimiine katkida bulundugunu goéstermektedir (15). Potansiyel antikanser
molekiilleri olarak polieter iyonoforlarin Bedir ve arkadaglarinin gerceklestirdigi
calismalarda, bu ajanlarin hem otofajiyi hem de apoptozu over, kolon, akciger, prostat,
pankreas ve meme kanseri hiicre hatlarinda hedefleyebilecegini ortaya koymustur
(16,17). Bu ¢alismalarda izole edilen polieter metabolitlerin kanser hiicrelerine karst,
sagliklr hiicrelerle karsilastirildiginda daha yiiksek potansiyelle sitotoksisite gosterdigi
saptanmistir. Ayrica bu metabolitlerin, otofajiyi inhibe ederken ayni zamanda
apoptotik hiicre Oliimiinii indiikledigi bu caligmalarda in-vitro kosullarla ortaya

konmustur (16).

Noroblastom tedavisinde kullanilan antikanser ilaglar arasinda en yaygin olarak
kullanilanlardan biri klinik kemoterapide tanitilan ilk platin bazli molekiil olan cis-
diamindikloroplatinum(ll) (cisplatin, cDDP)'dir (18,19). Sisplatinin sitotoksik
aktivitesine iligkin klasik goriis, DNA ile etkilesimi sonucu bu etkiyi gosterdigini
vurgular. Sisplatin, DNA hasar tepkisini, hiicre dongiisii durmasini ve apoptozu
tetikleyen, DNA ile farkl tipte eklentiler (monoaddiiktler, zincir i¢i ¢apraz baglar,
DNA-protein ¢apraz baglari) olusturur(20). Sisplatinin yiksek hicresel aktivitesine ve
noroblastomda yiiksek risk grubu hastalarda uygulanan yogun kemoterapiye ragmen

tedavi yaniti ve sagkalim oranlar1 halen diisiiktiir(9). Bu oran sisplatinin diger



kemoterapttik ajanlarla birlikte kullanilmasi ile arttirilabilir ve bdylece saglikli
hiicrelerdeki toksik etkisi de diisiiriilebilir. Bu sekilde kemoterapdtiklerden birkaginin
birlikte kullanim1 daha etkin sonug ve daha diisiik saglikli doku toksisitesine neden

olabileceginden son yillarda birgok kanser tedavisinde basvurulan segeneklerden birisi

olarak dikkat cekmektedir (21,22).

2019 yilinda Khan ve ark. Tiirkiye’nin Dogu Akdeniz kiyisinin ev sahipligi
yaptig1 bir aktinobakteri susu olan Streptomyces cacaoi’yi izole ettiler ve
fermantasyon, fraksiyonlama ve saflastirma islemleri sonucunda polieter-tipi bir
metabolit olan K41-A’y1 izole etmeyi basardilar. K41-A ve insan endometriyal
karsinoma (HeLa), insan kemik metastazi prostat kanseri hiicre hatt1 (PC-3), insan
akciger adenokarsinom hiicre hatti (A549), insan kolorektal adenomarsinom hiicre
hattt (CaCo-2), insan akciger fibroblast hiicre hattt (MRC-5) ve Cercopithecus
acthiops bobrek hiicre hatt1 (Vero) lizerinde yaptiklari in vitro ¢alismalar sonucunda
K41-A’nin kanser hiicrelerine daha yiiksek potansiyelle sitotoksisite gosterdigi
saptanmigtir. Yine K41-A’nin otofajiyi inhibe ederken ayni zamanda apoptotik hiicre
oliimiinii indiikledigi in vitro sartlarda ortaya konmustur (16,17). S6z konusu polieter
iyonofor metabolit olan K41-A yukarida bahsedildigi iizere farkli kanser hiicre
hatlarinda anti-proliferatif etki agisindan potansiyel bir ajan olarak ortaya ¢ikmigtir
ancak, K41-A metabolitinin ¢ocuklarda en sik goriilen ekstrakraniyal solid timor olan

noroblastom tzerindeki potansiyel anti-kanser etkileri bugiine dek incelenmemistir.

Bu c¢alisma, iilkemizde bulunan bir aktinobakteri susundan izole edilmis olan,
bir polieter iyonofor metabolit K41-A’nin néroblastom tizerindeki etkilerini in-vitro
ve in-vivo kosullarda ortaya koymay1 amaglayan ilk ¢alisma olmay1 amaglamistir. Bu
sekilde noroblastom tedavisinde potansiyel antikanser bilesik olmasi agisindan bu
metabolitin potansiyel anti-proliferatif etkileri ilk defa bu ¢alisma ile ortaya

konmustur.
1.2. Arastirmanin Amaci

Bu calismanin amaci Streptomyces cacaoi’den izole edilen polieter iyonofor
metabolit olan K41-A’nin néroblastomda potansiyel anti-kanser etkilerini hem in-vitro
hem de in-vivo noroblastom ksenograft modeli ile ortaya koymak ve bu siirecte etkili

olan hiicre 6liim mekanizmalarini aydinlatmaktir.



1.3. Arastirmanin Soru ve Hipotezleri

e S.caacoi’den elde edilmis, polieter iyonofor bir metabolit olan K41-A,
noroblastomda in-vitro kosullarda ve in-vivo fare modelinde anti-tumor tedavi
yanitinda etkilidir.

e S.caacoi’den elde edilmis, polieter iyonofor bir metabolit olan K41-A, in-vitro
kosullarda ve in-vivo noroblastom fare modelinde sisplatin ile kombine
uygulamada tek basina sisplatin uygulamasina gore daha fazla anti-tumor
tedavi yaniti olusturur.

e S.caacoi’den elde edilmis, polieter iyonofor bir metabolit olan K41-A, in-vitro
kosullarda ve in-vivo noroblastom fare modelinde tek basina ve sisplatin ile
kombine uygulamada otofajik ve apoptotik hiicre 6liimiinii degistirerek anti-

tumor etki gosterir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Noroblastom
2.1.1.Noroblastom Etyolojisi

Noroblastom, sempatik sinir sisteminin noéral krest progenitdr hicrelerinden

kaynaklanan ve kiigiik ¢cocuklari etkileyen gelisimsel bir neoplazmidir (5,23).

Noral krest hiicreleri yalnizca omurgalilarda bulunan bir hiicre popiilasyonudur.
Noral krest embriyonik ektodermden kdken alir ve kapandiktan sonra noral tiipten
gelisir (24). Noral krest hiicrelerinin ¢ok ¢esitli hiicre tiplerine farklilasmasi, gesitli
anatomik yapilarin ortaya ¢ikmasina katkida bulunur ve hiicrelerin polariteyi
kaybettigi ve azaltilmis adezyon kazandigi bir siire¢ olan epitelyalden mezenkimal
gecise (EMT) bagli olarak ortaya cikar. Bu da noral krest hiicrelerinin
delaminasyonununu ve ndral tlipten migrasyonunu saglar. Bu hiicreler tek tek veya
kolektif olarak belirli yolaklar boyunca go¢ eder ve embriyonun ¢ok sayida, genellikle
uzak kisimlarina ulagir ve burada sonunda melanositler, kraniofasiyal kikirdak
hicreleri ve kemikleri, diz kas htcreleri, periferik néronlar ve glial hiicreler de dahil
olmak tizere ¢ok c¢esitli hiicre tiplerine farklilasirlar (25). Epigenetik ve
transkripsiyonel programlardan olusan bir kompleks, noral krest hiicrelerinin
delaminasyonunu, goclinii ve go¢ sonrasi farklilasmasini diizenler. Bu programlar
histon modifikasyonunu, DNA metilasyonunu ve kemik morfogenetik proteinlerinin

(BMP) ve transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu icerir (26).

Noral krestin multipotent progenitdr hiicreleri yetiskin organizmada ¢ok ¢esitli
timorlere koken olabilmektedir. Noral krest progenitér hiicrelerinin farkh
lokalizasyonu ve spesifikasyonu nedeniyle, bunlardan kaynaklanan tlimorler heterojen
bir grup olusturur ve viicutta farkli yerlerden kaynaklanabilir. Bunlar arasinda
melanom ve nodroblastom gibi yaygin yetiskin ve pediatrik kanserlerin yani sira
paraganglioma, feokromositoma, schwannoma, esthesioneuroblastoma, malign
periferik sinir kilifi timorleri, graniiler hicre tmorleri, ndrofibrom, perinurioma,
norotekoma, sinir kilift miksomasi ve mediiller tiroid kanseri gibi daha az yaygin diger

timor tiirleri de bulunmaktadir (27). Snail, Twist, SOXE ve FoxD ailelerinin tyeleri



de dahil olmak iizere noral krest gelisimi igin kritik olan farkli transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonu birgok kanserde upregtle edilir (28,29). Hem noral krest
hiicreleri hem de tiimor hiicreleri sasirtict derecede benzer EMT siireclerinden geger
ve her iki hiicre tiirii de hiicre invazyonunu ve migrasyonunu kolaylastiran matriks
metaloproteinazlart (MMP'ler) ve ADAM metaloproteinazlar1 (a disintegrin and

metalloproteinase) ifade eder (30).

Noroblastom gelisimi ve progresyonunun biyolojik yonleri uzun siiredir
kapsaml1 bir sekilde incelenmis olsa da, patogenezinin erken agsamalar1 hakkinda ¢ok
az sey bilinmektedir ve bu tiimoriin kaynaklandigi hiicreler heniiz net bir sekilde
tanimlanmamugtir. Yakin zamana kadar, ndroblastomun gelismekte olan sempatik sinir
sistemi hicrelerinden, muhtemelen normalde sempatik ganglion hicrelerine ve
adrenal kromaffin hiicrelerine (katekolamin salgilayan adrenal korteks hiicreleri)
farklilasan sempatoadrenal progenitor hiicrelerden kaynaklandigina inaniliyordu (31).
Bir noral krest hicresinin katekolaminerjik/adrenal kromafin hicresine mi yoksa
sempatik bir noérona mu farklilasacagi kemik morfogenetik proteinlerine (BMP'ler)
baglidir (32). Sox10 (33,34) ve Mash1 (35) dahil olmak tzere bir dizi transkripsiyon
faktori BMP'ler tarafindan indiiklenir ve bu da goc¢ eden noéral krest hiicrelerinin

sempatoadrenal hiicrelere farklilagmasini diizenler.

MYC transkripsiyon faktorleri ailesinin tyeleri (¢c(MYC, MYCN ve L-MYC)
hiicre biiytimesi ve farklilagmasinda 6nemli bir rol oynar (36). MYCN ifadesi,
embriyonik gelisimin sonraki asamalarinda go¢ eden noral krest hiicrelerinde baslar
ve cMYC ifadesinin asagi regiilasyonu ile birlikte goriiliir. MY CN'nin ana islevi noral
krest hucrelerinin kendini yenileme ve proliferatif yeteneklerini korumaktir (37).
Olgun sempatik noronlarda MY CN'nin artmis ifadesi hiicre dongiisiiniin ilerlemesini
induikler ve apoptozu engeller (38,39). Insan noral krest kok hiicrelerinde MYCN'nin
susturulmasi, GO/G1 fazinda hiicre dongiisiiniin durmasina ve Cdknla, Cdkn2a ve
Cdkn2b ifadesinde onemli bir artisa yol agar ve aym zamanda G1/S gecisini
kolaylagtiran Cyclin D1 ifadesinde 6nemli bir azalma meydana gelir (40). MYC
ailesinin ayni iiyeleri ndroblastomun gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli, hatta kritik bir

rol oynamaktadir. Ozellikle, MYCN onkogeninin amplifikasyonu néroblastomlu



hastalarda kotii prognoz ile iliskilidir (41). MYCN dogru sekilde ifade edilmezse

timor olusumunu tetikleyebilir (42).

Anaplastik lenfoma kinaz (ALK) geni reseptor tirozin kinaz (RTK) stper
ailesine aittir. ALK, embriyogenez sirasinda gelismekte olan merkezi ve periferik sinir
sisteminde (43) ve sinyalizasyonunun hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi arasindaki
dengeyi diizenleyebildigi noral krestin gelismekte olan sempatoadrenal hattinda ifade
edilir (44). Yakin zamanda ALK ekspresyonunun néroblastik tiimorlerin daha az
farklilasmis durumuyla iligkili oldugu ve noroblastomda ALK asir1 ekspresyonu
insidansinin daha farklilasmig gangliondroblastom ve ganglionéromadan onemli

Ol¢iide daha yiiksek oldugu gosterilmistir (45,46).

Sox2 ve Nanog, kok hiicrelerin kendini yenileme yetenegini siirdiirmek icin
gerekli en 6nemli faktorlerdir. Pandian ve arkadaslari, bu proteinlerin her ikisinin de
ifade diizeylerinin noroblastomun kanser kok hiicrelerinde dnemli olgiide arttigini
gostermistir.  Kantitatif transkripsiyonel profilleme, noroblastomun kanser kok
hiicrelerinde kok durumuyla iligkili BMP'ler, Notch2, Slug ve Twistl dahil olmak

tizere 29 molekiiliin ekspresyonunda artis oldugunu gostermistir (47).
2.1.2.Noroblastom Epidemiyolojisi ve Klinik Sunumu

Cocukluk ¢aginin en sik karsilasilan ekstrakraniyal solid tiimdrii olup Tiirkiye'de
pediyatrik kanserlerin yaklasik %7.5'ini olusturmaktadir (1). Noroblastom, 8.000 canli
dogumda 1'1 etkileyen nispeten nadir bir hastaliktir. Ancak ndroblastom ¢ocukluk ¢ag:
kanserlerine bagli 6liimlerin %12-15"ini olusturur ve ¢ocukluk ¢aginin en yaygin ve

6lumcul ekstrakranial timoérudur (2-5)

Tum noroblastik tumorlerin yaklasik yiizde 97'sini olusturan noroblastomlar
heterojen olup vicuttaki yerlesim yerleri, histopatolojik durumlari ve biyolojik
ozellikleri agisindan farklilik gostermektedirler. Buyik ol¢lide timorin konumuna,
boyutuna, invazyon derecesine, katekolamin salgisinin etkilerine ve paraneoplastik
sendromlarla iligkili semptomlara bagli oldugundan, hastanin klinik goriiniimiinde
birgok faktdr rol oynar. Tiimorlerin yaklasik %65'1 karin bolgesinde ortaya ¢ikar ve

bunlarin yaris1 adrenal bezin medullasinda lokalize olur. Ancak boyunda (%5),



gogiiste (%20) veya pelviste (%5) ortaya ¢ikabilirler ve hastalarin %1'inde saptanabilir
bir primer yoktur (5,48) Noroblastomun ayirt edici 6zelligi, spontan regresyon
gosteren tlimorlerden (infantlarin ~%350'si), kemoradyoterapi, imminoterapi ve kok
hlcre transplantasyonu gibi multimodal tedavilere siklikla direngli olan genis ¢apta
yayilmis tiimorlere kadar degisebilen genis klinik davranig yelpazesi ile heterojen
klinik sunumudur (2,49,50). Bu heterojenlik, buna uygun olarak, ndroblastom
hastalarinin sagkalim oranlarma da yansir. Disiik ve orta riskli hastalarda 5 yillik
sagkalim oranlar1 %85 ila 90 iken tedaviye direncli olan yiiksek risk grubunda genel

sagkalim oranlar1 %40’ altindadir (51).

Noroblastomun klinik heterojenitesi ¢ok sayida biyolojik ve klinik faktorle
(timor evresi, hastanin yas1 ve tumér histolojisi, genetik ve kromozomal anormallikler
gibi) yakindan iligkili olsa da molekiler temeli buyik o6lgiide bilinmemektedir.
Ornegin, yaygin hastali1 olan bebeklerin biiyiik cogunlugunda kemoterapi ve cerrahi
sonrasinda olumlu sonuglar elde edilebilirken, ileri evre hastaligi olan 18 aydan biytk
hastalarin ¢ogu, yogun multimodal tedaviye ragmen progresif hastalik nedeniyle

Olmektedir (52).

Noroblastoma hastalarinin tedavi stratejilerinin yonetilmesi i¢in hastalari
klinikopatolojik 6zelliklerine gore siniflandirmak i¢in Uluslararasi Noroblastom Risk
Siniflandirmast  (INRG) olusturulmustur (8). Hastalarin risk grubuna gore
siiflandirilmasindaki amag, uzun dénem komplikasyonlarini onlemek icin diisiik
riskli hastalarda tedaviyi azaltmak ve genel sagkalimi arttirmak icin yiiksek riskli
hastalar i¢in tedavileri arttirmak ve hedeflemektir (9) Uluslararasi Risk siniflandirmast
yasa, evreye, histolojiye, MYCN gen amplifikasyon durumuna, timor hiicresi
ploidisine ve segmental kromozoma baglidir. International Neuroblastoma Pathology
Classification (INPC) simiflandirmasina gore risk gruplari disiik risk, orta risk ve
yiiksek risk olacak sekilde belirlenmekte ve bu risk gruplarina gore tedavi rejimleri
uygulanmaktadir. Ulkemizde de Tiirk Pediatrik Onkoloji Grubu'nun (TPOG)
tarafindan yiiriitiilen Noroblastom 2020 Protokol’iine gore risk siniflandirilmasi
yapilmakta ve tedavi stratejileri belirlenmektedir. TPOG-NB 2020 Protokoliinde
kullanlan Uluslararasi Noroblastom Risk Grup Evreleme Sistemi (INRGSS) Evreleme

sistemi Tablo 1 ve 2’de 6zetlenmistir.



Tablo 1. TPOG Noroblastom 2020 Protokolii ¢alismasinda kullanilan Uluslararasi
NoOroblastom Risk Grup Evreleme Sistemi (INRGSS) kriterleri (TPOG-2020

protokoliinden (www.tpog.org.tr) alinmustir.)

Uluslararasi

Noroblastom  Risk

Grup Evreleme Sistemi, INRGSS

IDRFs* listesiyle tanimlanan vital yapilarda tutulum

L1 gostermeyen lokalize ve bir viicut kompartmaninda
sinirli timor

L2 Bir veya daha fazla IDRFs varligi ile birlikte
lokorejyonel timor

M Uzak metastatik hastalik (Evre MS disinda)

MS Yas <18 ay; Cilt, Karaciger ve/veya Kemik iligi ile

sinirli metastatik hastalik

Tablo 2. TPOG Noroblastom 2020 Protokolii ¢alismasinda kullanilan risk gruplamasi

kriterleri (TPOG-2020 protokoliinden (www.tpog.org.tr) alinmistir.)

INGR | Yas (ay) Histolojik kategori Tumor MYCN 11q Ploidi Risk
Evre farklilasma Grubu
derecesi Amplifikasyon | Aberasyonu

L1/L2 | Herhangi Ganglionérom Herhangi Negatif Herhangi Herhangi COK
Matiir, DUSUK
Gangliondroblastom RISK

intermikst
L1 Herhangi | Gangliondroblastom Herhangi Negatif Herhangi Herhangi COK
- Néroblastom DUSUK
RISK




MS <18ay Gangliondroblastom Herhangi Negatif Yok Herhangi COK
- Néroblastom DUSUK
RISK
L2 <18ay Gangliondroblastom Herhangi Negatif Yok Herhangi DUSUK
(matiir ve intermikst RISK
dusinda) -
Nd&roblastom
L2 >18ay Gangliondroblastom Diferansiye Negatif Yok Herhangi DUSUK
nodiiler - RISK
Néroblastom
M <18ay Gangliondroblastom Herhangi Negatif Yok Hiperdiploid DUSUK
- Néroblastom RISK
L2 <18ay Gangliondroblastom Herhangi Negatif Var Herhangi ORTA
- Néroblastom RISK
L2 >18ay Gangliondroblastom | Andiferansiye, Negatif Yok Herhangi ORTA
- Noroblastom Az diferansiye RISK
L2 >18ay Gangliondroblastom Diferansiye Negatif Var Herhangi ORTA
- Noroblastom RISK
M <18ay Gangliondroblastom Herhangi Negatif Yok Diploid ORTA
- Noroblastom RISK
MS <18ay Gangliondroblastom Herhangi Negatif Var Herhangi ORTA
- Noroblastom RISK
L1 Herhangi | Gangliondroblastom Herhangi Pozitif Herhangi Herhangi YUKSEK
— Noroblastom RISK
(Matiir GN diginda)
L2 Herhangi | Gangliondroblastom Herhangi Pozitif Herhangi Herhangi YUKSEK
- Néroblastom RISK
M <18ay Gangliondroblastom Herhangi Pozitif Herhangi Herhangi YUKSEK
- Néroblastom RISK
M >18ay Gangliondroblastom Herhangi Negatif Herhangi Herhangi YUKSEK
- Noroblastom RISK
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MS <18ay Gangliondroblastom Herhangi Pozitif Herhangi Herhangi YUKSEK
- Néroblastom RISK

2.1.3.Noroblastomun Tedavisi ve Prognozu

Noroblastomun heterojen klinik gdstermesi nedeniyle, tedavi 0Ongorilen
davraniga yani risk grubuna gore secilmektedir. Genel olarak diisiik riskli
ndroblastomda, cerrahi ile biyolojik faktorler ne olursa olsun yasam oranlari oldukga
lyidir. Cerrahi, disiik riskli hastaligi olan ¢ogu hasta igin tercih edilir. Bebeklik
déneminin 6tesinde diisiik riskli tiimdrleri olan hastalarin cogunda cerrahi endikedir
(53,54). Ameliyatla tedavi edilen hastalar genellikle adjuvan kemoterapiye ihtiyac¢
duymazlar. Her ne kadar diisiik riskli hastaligi olan hastalar i¢in ameliyat tercih edilen
secenek olsa da kiigiik tlimorleri olan ¢cok daha geng hastalardan olusan bir alt grup
(6rn. INRGSS evre L1 hastalig) tipik olarak yalnizca gozlemle tedavi edilir. Evre 1
hastalig1 olan ¢ocuklarda yalnizca ameliyatla iki ila bes yillik olaysiz sagkalim (EFS)
oranlar1 yiizde 93'ten fazladir; Niiksler daha ileri cerrahi veya kemoterapi ile basarili
bir sekilde yonetilebildigi i¢in bes yillik genel sagkalim (OS) oranlar1 yaklasik %90
civarindadir (53,54).

Diisiik riskli L1/L2 hastalar1 i¢in tedavinin temel dayanagi, miimkiinse tam
cerrahi rezeksiyon olmustur. Ancak son zamanlarda, COG pilot calismasinda
bildirildigi lizere, tan1y1 dogrulamak i¢in biyopsi yapilmasa bile tek basina gézlemin,
semptomlar1 olmayan ve hacmi 16 ml'den az adrenal tiimorii olan 6 ayliktan kiigiik

bebeklerde uygun bir yaklasim oldugu gosterilmistir (55).

Kemoterapi erken tedavi rejimlerinin bir bileseniydi ancak hasta sonuglarina
zarar vermeden ardisik klinik denemeler sonucunda yavas yavas kaldirildi (53,54). Bu,
cerrahi rezeksiyon ve ardindan gozlem veya kemoterapi uygulanan INSS evre 2A ve
2B hastalig1 olan 915 bebek ve cocuk icin randomize olmayan bir COG klinik
calismasiyla (P9641) gosterilmistir Kemoterapi, semptomatik hastaligi olan veya bu
hastalik riski tasiyan, tani sirasinda yiizde 50'den az tiimor rezeksiyonu olan veya

yalnizca ameliyattan sonra rezeke edilemeyen ilerleyici hastaligi olan hastalar igin
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endikedir. Bes yillik OS ve EFS, yalnizca ameliyatla tedavi edilen hastalarda, ameliyat

ve kemoterapiyle tedavi edilenlerle karsilastirildiginda benzerdir (56).

Kiiclik, asemptomatik adrenal Kkitleleri olan yenidoganlar, hepatomegalisi
olmayan evre MS (4S) hastalig1 olan bebekler ve <5 cm lokalize hastalig1 olan bir

yasindan kiigiik bebekler igin sadece gozlem ile tedavi onerilir (57).

Orta riskli néroblastomu olan ¢ocuklar i¢in, tek basina cerrahi yerine cerrahi
rezeksiyonla birlikte veya cerrahi rezeksiyon olmadan orta derecede yogun
multimodal neoadjuvan kemoterapi (6rnegin, siklofosfamid, doksorubisin, bir platin
ajan1 ve etoposid ile) onerilmektedir (58-60) Tedavinin amaci, en azindan kismi bir
yanit (yumusak doku kitlelerinde en az yiizde 50 azalma) ve metastatik hastaligin
¢oziilmesini saglamak i¢in yeterli bir kemoterapi siiresi (miiteakip cerrahi ile veya

cerrahi olmadan) elde etmektir (61).

Tedaviye kombine modalite yaklagiminin gerekgesi, Cocuk Kanser Grubu'nun
(COG) orta evre hastalig1 olan ¢ocuklara bes kiir kemoterapi, ardindan cerrahi, bir kiir
daha kemoterapi, gross rezidiiel hastalik igin radyasyon tedavisi ve dort kiir daha
kemoterapi uyguladigi bir rapordan gelmektedir (58). Olumlu biyolojiye sahip hastalar
icin dort y1llik EFS yiizde 100 iken, en az bir olumsuz biyolojik 6zelligi olan bebekler
icin EFS ylizde 90'dir.

Hastaligin ilerlemesi ve mortalite agisindan en yiiksek risk altinda olan hastalar
genellikle 18 ayliktan biiyiik olan ve yastan bagimsiz olarak MYCN amplifikasyonu
gibi olumsuz belirteglere sahip yayilmis hastalii veya lokalize hastaligi olan
hastalardir. Yiiksek riskli hastalik, son yirmi yilda 5 yillik sagkalimda %29'dan %50'ye
varan iyilesmeye ragmen, genel olarak kotii uzun vadeli sonuglara sahiptir (62,63). Bu
nedenle, tedavi yogunlugunun siirekli olarak artirilmasina odaklanilmis, bunun
sonucunda hastalar ve aileler i¢in uzun siireli ve yogun bir seyir izlenmis ve hastanede
yatig siiresi onemli Olgiide artmistir. Yiiksek riskli hastalar arasinda tan1 aninda 18
aydan biiyiikk olan M evresi ve MYCN amplifikasyonu olan herhangi bir yas ve
evredeki hastalar yer almaktadir. Olumsuz histolojiye sahip ve yas1 18 aydan biiyiik
olan L2 hastalar1 da siklikla yiiksek risk grubuna dahil edilir, ancak bu alt grupta

miyeloablatif tedavinin yarari kesin olarak gosterilmemistir (63). Tedavi, tumor
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yukinU azaltarak cerrahi rezeksiyona daha uygun hale getirmek icin tipik olarak bir
platin ilaci, antrasiklinler ve alkilleyici ajanlar i¢eren ¢oklu indiiksiyon kemoterapisi
dongiisii ile baglar. Daha sonra primer tiimorii ¢ikarmak ic¢in cerrahi yapilir. Bunu
otolog kok hiicre transplantasyonu ile bir veya iki kiir miyeloablatif tedavi ve ardindan
primer tiimdr yatagina radyasyon izler. Idame tedavisi izotretinoin ile farklilastirma
tedavisi ve anti-GD2 monoklonal antikor ve sitokinlerle immiinoterapiden olusur.

Tedavi siiresi yaklasik 18 ay veya gecikmeler varsa daha uzundur (8).

Noroblastomda ALK inhibitorleri, Aurora kinaz inhibitorleri, Raf kinaz
inhibitorleri, VEGF inhibitorleri, TRK inhibitorleri ve ornitin dekarboksilaz (ODC)
inhibitorleri gibi hedefe yonelik kii¢iik molekiillii inhibitorler de gelistirilmekte olup,
bazilar1 niikkseden hastalikta aktivite gostermekte ve bu da oral yasam uzatma secenegi

saglayabilmektedir (8).
2.2. Kanserde Oliim Mekanizmalar:

2.2.1.Hucre Olimi

Hiicre oliimii (0zellikle hiicre intihari), hasarli hiicreleri ortadan kaldirarak
fizyolojik homeostazin korunmasinda temel bir rol oynar ve ayni zamanda zarar verici
uyaranlara karsi anormal bir patolojik tepki de olabilir (64). Basit bir ifadeyle, hiicre
oliimii iki sekilde gergeklesebilir. Bir yol, genlerin kontrolii altinda aktif hiicre 6liimii
stirecini tanimlayan fizyolojik bir hiicre 6liimii sekli olan apoptozdur (programlanmais
hiicre Olimii veya ‘“hiicre intihar1”; giinlimiizde tip 1 hiicre 6limi olarak
siiflandirilmaktadir). Bu sekilde 6len hiicreler, 6rnegin gelisim veya doku homeostazi
sirasinda, sitoplazmik biiziilme, niikleer yogunlasma ve membran ve organel
biitiinligiiniin korunmasini igeren morfolojik 6zellikler sergiler (65). Diger 6nemli
hiicre 6liimii tipi, stres olaylarina yanit olarak ortaya ¢ikan kontrolsiiz bir hiicre 6liimii
sekli olan nekrozdur (tip III hiicre 6liimii). Bu hiicreler, hiicre yaralanmasi, metabolik
bozukluklar, patojenik istila veya fizyolojik doku hasar1 gibi stres faktorlerinin bir
sonucu olarak siser ve patlar. Buna ek olarak, diger iki hiicre 6liimii tiirii de siklikla
ayirt edilir: Otofaji ile iliskili hiicre 6liimii (tip II), hiicre igeriginin otofaji tarafindan

kendi kendine sindirilmesiyle tetiklenen baska bir programli hiicre 6liimii tiirii ve
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entozis (tip 1V hicre 6limi) (66). Dordii de belirli uyaranlara yanit olarak devreye

giren farkli ve bazen ortiisen sinyal yollari araciligiyla gergeklestirilebilir (67).

Canl| Hicre

[ Apoptotik
cisimler
Membran

=TT yirtilmasi o
p ~ R Atipik Hucre Olumu
Ot?(agozom’, e g = Parapitoz
o .‘ [ e (/ > - Piropitoz
' W\ St 2 ) Ny > Mitotik Hucre Olumu
Membran / \\ SN o . .
kabarciklanmasi & \ J . ” o &
Nukleer = . .,
fragmantasy[n l Hicre §|$mesrl l
Apoptoz Otofaji Nekroz Entozis

(Tip 1 Hucre Olumu) (Tip Il Hucre Olumu) (Tip 11l Hucre Olumu) (Tip IV Hucre Olumu)

Sekil 1. Morfolojik olarak ayirt edilebilen hiicre 6liimii tiplerinin basitlestirilmis

gosterimi.

(A) Iki klasik ana tip, apoptoz (tip I) ve nekroz (tip III). Son arastirmalar ayrica
iki tip arasinda ayrim yapmaktadir: (B) otofajik hiicre 6liimii (tip II) ve (C) entozis (tip
IV). (D) Diger (molekiiler) tipler “atipik hiicre 6liimii” terimi altinda gruplandirilmistir

(66).

Kanserler diizensiz hiicre oliimii ve enflamatuar yanitlarla karakterize
edildiginden, mevcut tedavi stratejilerinin ¢ogu, malign olmayan hiicrelere zarar
vermeden kanser hucrelerinde secgici olarak hiicre 6lumunid indiklemeyi
amaclamaktadir (68). Spontan hiicre 6liimii ile karsilagtirildiginda, diizenlenmis hiicre
o6lumu (RCD), genetik veya farmakolojik midahalelerle modiile edilebilen spesifik
sinyal iletim yollar1 tarafindan kontrol edilir (69). RCD siire¢lerinin farkli 6liimciil alt
rutinleri, kanserin ilerlemesini ve tedaviye yaniti1 farkl sekilde etkiler (68,70). Bununla
birlikte, kanser hiicreleri RCD yolaklarini alt iist eden mutasyonlar edinerek antikanser
tedavilere direngli hale gelebilir ve hiicre 6liim mekanizmasinin atlatilmasi kanserin

ayirt edici 6zelliklerinden biridir (71-73).
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2.2.2. Apoptotik Hiicre Oluimdi

Kerr ve arkadaglar1 (1972) “apoptoz” terimini, bir katastrofik olay1 (6rnegin donma
veya yanma) nedeniyle degil, fizyolojik bir intihar siireci sonucunda 6len hiicreleri
ifade etmek icin kullanmay1 &nermistir. Ikincisi morfolojik olarak farkli bir siire¢ olan
nekrozdur (65). Ayrica apoptoz ve nekrozu kanser baglaminda ele almislar ve hiicre
Olimiiniin uzun zamandir kétii huylu neoplazmlarin bir 6zelligi olarak bilindigine
dikkat ¢ekmislerdir. Baglangigta ¢ok az arastirmaci onlarin ¢caligmalarini dikkate aldi,
ancak 1980'lerin sonunda isler degisti. Hiicre oliimiine yonelik mevcut biyiik ilgi,
molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasindan, apoptozun metazoanlar i¢in yagsamin
temel bir parcast oldugunun kabul edilmesinden ve hiicrelerin apoptoza ugrama
seklinin solucanlardan memelilere kadar korunmus olmasindan kaynaklanmaktadir.
Buna ek olarak, hiicrelerin kendilerini 6ldiirememesi insanlarda kanser gelisimiyle
dogrudan baglantilidir ve tedaviye kars1 direnci artirabilir (74).

Apoptoz, hiicre biiziilmesi, membran kabarciklanmasi ve kromatinin
yogunlagsmast (piknoz) ile karakterize edilir (65). Kaspaz proteazlarinin
aktivasyonunun eslik ettigi hiicre 6limii olarak da tanmimlanabilmektedir (75).
Apoptotik hiicre olimd  iki ana sinyal yolagi tarafindan tetiklenmektedir:
mitokondriyal (intrinsik) yolak ve 6lim reseptorii aracili (ekstrinsik) yolak. Ikincisi
klasik bir ligand-reseptor etkilesimini igerir.

Apoptoz, bir sistein protein sinifina ait olan kaspaz proteinleri (sistein aspartil
spesifik proteazlar) tarafindan hedef proteinlerin parcalanmasiyla gergeklesir (76).
Kaspaz proteaz aktivitesi, ylizlerce ¢esitli proteini parcaladiklari i¢in basarili apoptoz
icin gereklidir (77). Dort baslatic1 kaspaz proteini (kaspaz-2, -8, -9, 10) ve ¢ yuriticu
kaspaz proteini (kaspaz-3, -6, -7) vardir (76). Yurutlcl kaspazlar hedef proteinleri
parcalayarak hiicrenin 6liimiine yol agar. Yolaklar yiliksek oranda diizenlenmistir,
boylece apoptoz yalnizca sinyal verildiginde gergeklesir. Ozellikle intrinsik yolak,
proapoptotik efektor proteinleri, proapoptotik BH3-only proteinleri ve antiapoptotik
BCL-2 proteinlerini iceren B-hucreli lenfoma-2 (BCL-2) protein ailesi tarafindan
duzenlenir (77). Antiapoptotik BCL-2 proteinleri, proapoptotik BCL-2 proteinleri olan
BCL-2-iligkili X proteini (BAX) ve BCL-2 homolog antagonist Katilinin (BAK)
inhibisyonu yoluyla apoptozu engeller (76). BH3-only proteinleri antiapoptotik BCL-

2 proteinlerini inhibe eder.
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Intrinsik apoptoz mekanizmasi mitokondri ve mitokondriyal proteinleri kullanir
(Sekil 2). Hasarli DNA'ya sahip veya onkogenleri yukari iizenlenmis hiicreler bu yolu
uyarabilir (79). Biiytime faktorii azligi, yiiksek Ca2+ seviyeleri, DNA hasar1 ve
mikrotiibiil hedefeleyen ajanlar bu yolagi uyarirlar (78). Genel olarak intrinsik
apoptotik yolak, BCL-2 protein ailesi tarafindan diizenlenir (76). Cesitli apoptotik
uyaranlar, BH3-only proteinlerinin yukari regiilasyonuyla sonuglanir ve bunlar daha
sonra BAX ve BAK'1 aktive ederler (80). BAX, bir tiimor baskilayici gen olan p53
(81) tarafindan regule edilir. BAX ve BAK aktive olduktan sonra oligomerleserek
mitokondriyal digs membran permeabilizasyonuna (MOMP) yol agar. MOMP, intrinsik
apoptozun tanimlayici olayidir ve geri doniisli olmayan nokta olarak kabul edilir (77).
Permeabilizasyon, sitokrom c, ikinci mitokondri tirevli kaspaz aktivatorii (SMAC) ve
Omi gibi membranlar arasi proteinlerin salinmasina izin verir. Sitokrom c'nin
salinmasi iizerine sitokrom c, apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (APAF-1), dATP
ve prokaspaz-9'dan apoptozom olusur (78). Apoptozom icinde, prokaspaz-9 kaspaz-
9'a donustiiriilir (76) ve bu da yurituct kaspaz-3 ve -7'yi aktive eder (67). Cellat
kaspazlar hizla hiicre 6liimiine yol acan proteinleri pargalamaya baslar. Kaspaz 3
aktivasyonunun sik kullanilan bir belirteci, apoptoz gegiren hiicrelerde yaygin olarak

gozlenen poli(ADP-riboz) polimerazin (PARP) parcalanmis formudur (82).
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intrinsik Apoptotik Yolak

Apoptotik Stres
(DNA hasar, kontrolsiiz
proliferasyon, Bliyume
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BAX/BAK an Anti-apopto'_(ik .
Oligomerizasyonu e,u( v BCL-2 proteinleri
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—— BCL-xL
MCL-1

BH3 only
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permeabilizasyonu

000 G C
Kaspa

Sitokrom C ” /
v
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Apoptozom Kasnazo O . e
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Apaf 1\

(;bar’-'.\, Apoptotik Proteaz \_—/
——  Aktive Edici Faktdr-1

Sekil 2. Intrinsik apoptotik yolak. BH3-only proteinleri apoptotik strese yanit olarak

— Apoptoz

yukar1 dogru diizenlenir.

BAX (BCL-2-iliskili X proteini) ve BAK"1 (BCL-2 homolog antagonist Kkatili) aktive
ederek oligomerize olurlar ve mitokondriyal membran permeabilizasyonuna neden
olurlar. Sitokrom ¢, SMAC (ikinci mitokondri kaynakli kaspaz aktivatorii) ve Omi
salinir ve prokaspaz-9, dATP, sitokrom c ve APAF-1'den apoptozom kompleksi
olusur. Kaspazlar daha sonra aktive olur ve apoptozla sonuglanan hiicresel proteinleri
parcalamaya baslar. Oklar aktivasyonu, T ¢ubuklari ise inhibisyonu temsil etmektedir
(83).

Ekstrinsik yolak apoptozu indiiklemek icin hiicre dis1 sinyaller kullanir (Sekil 3).
Oliim ligandlar1 olarak adlandirilan hiicre 6limiinii baslatan proteinler, timér nekroz
faktorii (TNF) ailesi 6liim reseptorlerine baglanir (76). Oliim ligandlari arasinda Fas
ligand (Fas-L), TNF ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL) ve tiimor nekroz
faktorii (TNF) bulunmaktadir (84). Oliim reseptdriine bir adaptdr protein baglanir
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(76,85); adaptor proteinler arasinda Fas-iligkili 6liim alan1 (FADD) ve TNF reseptor-
iligkili 6lim alan1 (TRADD) bulunur (84). Baslatici prokaspaz-8 ve -10, adaptor
proteine baglanarak oliim indiikleyici sinyal kompleksini (DISC) olusturur (76,85).
Prokaspazlar, adaptor proteine baglanan bir 6liim efektor alanina (DED) sahiptir (84).
Prokaspaz-8 ve -10 DISC tarafindan aktive edilir. Yiriitiicii kaspazlar-3, -6 ve -7 daha
sonra aktive olarak hucre o6limuine yol agan proteinlerin ve hicre iskeletinin
bolinmesini baslatir. DISC, kaspaz-8'e homolog olan ancak kaspaz aktivitesinden
yoksun olan inhibitér c-FLICE benzeri inhibitér protein (c-FLIP) tarafindan

duzenlenir (76).

Slim Ligandlan Ekstrinsik Apoptotik Yolak
(TNF-q, FASL, TRAIL)
BB Olim Reseptorleri
(TNFR1, FAS, DRS)
Adaptor Proteinler
- ADD, TRADD)
10
DISC
(6lum indikleyici
sinyal kompleksi)
intrinsik
P SO ED —_— apopltc})(tik
yola

l—4

BH3 ile etkilesen bolge olim agonisti
ikinci mitokondri tiirevli kaspaz aktivatorii

FUP | FLICE benzeri inhibitér protein Apoptoz

\?I X kromozom bagimli IAP
Sekil 3. Ekstrinsik yol, bir 6liim ligandinin bir 6liim reseptdriine baglanmasiyla baslar.

Bir adaptdr protein reseptore baglanir. Adaptor protein ve prokaspaz-8 ve -10'dan
DISC (6lim indiikleyici sinyal kompleksi) olusur. Kaspaz-8 aktive olur, bu da kaspaz-
3, -6 ve -7'yi ve BID'yi (BH3 etkilesimli-domain 6lim agonisti) aktive eder. BID,
intrinsik yolu aktive eden BAX ve BAK'1 aktive etmeye devam eder. Kaspaz-3, -6 ve
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-7 hiicre 6liimiiyle sonuglanan yiiriitiici kaspazlardir. Oklar aktivasyonu, T ¢ubuklari
ise inhibisyonu temsil etmektedir (83).

Kanserin ayirt edici ozellikleri, hiicre tipinden bagimsiz olarak tim kanser
hiicrelerinde mevcuttur; bunlar arasinda kontrolsiiz biiylime, anjiyogenez ve
apoptozdan kagimmma yer almaktadir (76,79). Kanserin 6nlenmesi apoptozun ana
islevlerinden biridir (77). Tipik olarak, kanser hucresinde inhibe edilen apoptotik
yolak intrinsik yoldur, ancak kanser hiicresi apoptozu c¢ok gesitli sekillerde inhibe
edebilir. Apoptozun inhibisyonu, kanser hiicrelerinin uzun siire hayatta kalmasini
saglar ve tiimdr ilerlemesi sirasinda invazyonu ve hiicre ¢ogalmasini arttirmak ve
anjiyogenezi baslatmak i¢in gerekli olan belirli mutasyonlarin olusmasi ve birikmesi
icin daha fazla zaman kazandirir (78).

Kanser hiicrelerinin apoptozdan ka¢masinin bir¢ok yolu vardir: kaspaz islevi
bozulabilir veya apoptoz baslatici sinyaller baskilanabilir. Antiapoptotik BCL-2
proteinlerinin yukar1 regiilasyonu ve BAX ve/veya BAK kaybi en ¢ok gorilen
apoptozdan kagis yontemleridir. BCL-2 bir onkogen olarak kabul edilmez, ancak
icindeki mutasyonlar tiimor gelisimini destekler. BCL-2 proteininin asir1 ekspresyonu,
tiirtine bakilmaksizin tiim kanserlerin yarisindan fazlasinda mevcuttur (77). Bu durum,
bazi antikanser ilaglart da igeren herhangi bir intrinsik apoptotik uyarana direngli
timor hiicreleriyle sonuglanir (78). Kanser hiicrelerinin antikanser ilaglarin
indiikledigi apoptoza kars1 diren¢ kazanmasini saglayan bir diger mekanizma da PARP
ekspresyonunun hiperaktive edilmesidir. Kanser hiicrelerinin PARP'lar1 hiperaktive
ederken siklikla cis-diammineplatinum(ll) dichloride (cisplatin, CDDP) direnci
gelistirdigi ve dolayisiyla PARP inhibitorlerinin sitotoksik etkilerine duyarli hale
geldigi gosterilmistir.

2.2.3.Nekrotik Hiicre Olumi

Hiicresel nekroz veya nekrotik hiicre 6liimii, ortak bir paydasi olan ¢ok ¢esitli
hiicre 6liim siireclerini kapsar: plazma membran biitiinliigiiniin kayb1 ve ardindan
sitoplazmik sizint1 (86). Nekroz, 6rnegin yiiksek sicaklikta, donma-¢0zilmeyi takiben
veya mekanik strese bagli olarak hiicre biitiinliigiinii bozacak kadar biiyiik bir hasarin
sonucu olarak meydana gelebilir. Bu gibi durumlarda, hiicre 6limu pasif bir sireg

olarak ilerler ve herhangi bir 6zel sinyal yolaginin aktiflesmesini gerektirmez. Plazma
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zarmin yirtilmast ile karakterize edilen nekrotik morfoloji ayn1 zamanda apoptotik
veya otofajik hicre 6lum siireglerinin ileri asamalarinda, 6len hiicreler fagositoz
yoluyla ortamdan temizlenemediginde de goriilebilie. Bu stire¢ sekonder nekroz olarak
adlandirilir ve herhangi bir hiicresel sinyallesmeden bagimsizdir. Bununla birlikte,
nekrotik hiicre 6l1Umu her zaman rastgele veya pasif bir sire¢ olmak zorunda degildir

ve yonlendirilmis bir sinyal akisinin sonucu olarak da gergeklesebilir (67).

RIP'ye bagli nekroz gibi, hiicrelerde birka¢ baska nekroz sinyali formu meydana
gelebilir. Ornegin iskemi/reperfiizyon hasar1 (I/R), bir doku gecici olarak kan
akisindan mahrum kaldiginda ve daha sonra eski haline dondiigiinde hiicre 6liimiine
neden olur. Yiksek diizeyde kalsiyum akisi ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumu bu tiir hiicre 6liimiiyle iliskilendirilmistir (87). Bunlar kismen, mitokondriyal
i¢ zarmm kiigiik ¢oziinen maddelere karsi gecirgen hale geldigi mitokondriyal

gegcirgenlik gecisine neden olarak hiicre 6liimiinii tetikler (88).
2.2.4. Otofaji

2016 yilinda Yoshinori Ohsumi, otofaji ve bunun insan saglig1 ve hastaliklari
lizerindeki etkisi konusundaki ¢alismalar1 nedeniyle Nobel Fizyoloji ve Tip Odiilii'ne
layik goriilmiistiir (89). Otofaji, normal ve stresli kosullar altinda hiicre homeostazini
ve hayatta kalmay1 slirdiirmeye yardimci olan, evrimsel olarak korunmus bir bozunma
siirecidir. Bu hiicre i¢i katabolik yolda, lizozomlara tasimman hasarli sitoplazmik
bilesenler lizozomal asit hidrolaz enzimleri tarafindan parcalanir; ortaya ¢ikan amino
asitler, yag asitleri, sekerler ve niikleotitler gibi bilesenler sitozole salinir ve daha sonra

hiicresel metabolizma igin kullanilir (90,91).

Ug temel otofaji tiirii tantmlanmistir: mikro-otofaji, Saperon aracili otofaji
(CMA) ve makro-otofaji. Her biri morfolojik olarak farkli olsa da (i¢li de kargonun
parcalanma ve geri doniisiim i¢in lizozoma gonderilmesiyle sonuglanir (Sekil 4) (92).
Mikro-otofaji yolu, hasarli ve gereksiz sitozolik bilesenlerin dogrudan lizozomal
membran tarafindan yakalanmasini ve ortadan kaldirilmasini igerir (93,94). Bu yol
ayn1 zamanda organel boyutunun ve membran kompozisyonunun korunmasinda da rol
oynar (94). CMA, kargoyu ayirmak i¢in membrandz yapilar1 kullanmamasi, bunun

yerine belirli bir peptit motifi iceren kargo proteinlerini isaretlemek igin saperonlari
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araci olarak kullanmasi bakimindan mikro-otofajiden ayrilir (95). CMA'da, spesifik
bir KFERQ motifine sahip fazla ve hasarli proteinler, 1s1 soku proteini 70 (HSC-70) ve
yardime1 saperonlari tarafindan lizozomal membranin yakinina tasinir ve daha sonra
lizozomla iligkili membran proteini 2A (LAMP2A) ad1 verilen bir lizozomal membran
proteini ile etkilesime girerek lizozomlara tagimnir (94). Mikro-otofaji ve CMA'nin
aksine, makro-otofaji kargonun lizozomdan uzakta tutulmasini i¢erir. Bu durumda, ¢ift
membranli vezikiillerin (otofagozomlar) de novo sentezi, kargoyu ayirmak ve daha

sonra lizozoma tasimak i¢in kullanilir (96).

Makro-otofaji Otolizozom
A Proteinlerin
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Sekil 4. Memeli hiicrelerinde Ug tip otofaji.

Makro-otofaji, kargoyu ayirmak ve lizozoma tagimak igin sitozolik ¢ift zarli
vezikillerin yani otofagozomlarin de novo olusumuna dayanir. Saperon aracili otofaji,
tek tek katlanmamis ya da yanlis katlanmig proteinleri lizozomal membran boyunca
tasir. Mikro-otofaji, kargonun dogrudan lizozomal membranin invajinasyonu yoluyla
alimini1 igerir. Her ii¢ otofaji tiiri de kargonun pargalanmasina ve parcalanma

urtinlerinin geri doniistiiriilerek hiicre tarafindan yeniden kullanilmak tizere sitozole
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geri verilmesine yol agar. HSC-70: 1s1 soku proteini 70, LAMP2A: lizozomla iliskili
membran proteini 2A(97).

Ug tip otofaji arasinda makro-otofaji en ¢ok arastirmaci tarafindan calisilanidir.
Makro-otofaji yapisal olarak diisiik bir seviyede gergeklesir ve sitoplazmik materyali
biyosentetik siireglerde veya enerji lretiminde kullanilabilecek metabolitlere
doniistiirerek hiicrenin hayatta kalmasini saglamak i¢in besin veya enerji a¢lig1 gibi
stres kosullar1 altinda daha fazla indiiklenebilir (96). Normal biiyiime kosullar altinda
makro-otofaji, Ozellikle hasarli veya gereksiz organelleri pargalayarak hiicresel
bakima yardimct olur (92). Bu nedenle, makro-otofaji oncelikle sitoprotektif bir
mekanizmadir; ancak, asir1 kendi kendini bozma zararl olabilir. Buna gore, otofajik
islev bozuklugu akciger, karaciger ve kalp hastaliklar1, nérodejenerasyon, miyopatiler,
kanser, yaglanma ve diyabet gibi metabolik hastaliklar dahil olmak {izere cesitli insan

patolojileriyle iligkilidir (98).

Bugiine kadar 30'dan fazla otofaji ile iliskili gen ve protein (otofaji ile iliskili
genler i¢in ATG ve proteinleri i¢in Atg) tanimlanmistir (99,100). Otofaji stireci birkac

adimdan olusur:
1. [k adim, fagofor membran olusumunun indiiklenmesini igerir.

2. Cekirdeklenme; sitoplazmik bilesenlerin fincan seklinde bir yapi

olusturan fagofor membran tarafindan yutulmasi.

3. Uzama/genisleme; fagofor membran sitoplazmik bilesenleri
cevreleyebilmek i¢in genisler. Ortaya ¢ikan yapi, iki tabakali membrana sahip bir yap1

olan otofagozom olarak adlandirilir.

4. Fizyon ve degradasyon; otofagozomlar lizozomlarla birleserek
otolizozomlar1 (genellikle otofagolizozomlar olarak adlandirilir) olusturur ve ardindan
kargolar1 lizozomal hidrolaz tarafindan yok edilir. Ortaya ¢ikan bilesenler hiicresel

enerji kaynagi olarak kullanilmak tizere sitozole salinir (100,101).

Otofajik akis, aglik, hipoksi, biiylime faktorleri eksikligi, ATP/AMP orani, hiicre

ici Reaktif oksijen tiirleri (ROS) oranlari, patojenler veya kimyasal ilaglar gibi i¢sel ve
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digsal stresler tarafindan tetiklenebilir (102). Memelilerde, fagofor o©ncelikle
Fosfatidilinositol 3-fosfat (PI3P) i¢in zenginlestirilmis bir lipid ¢ift katmanli membran
olan omegasom ad1 verilen Endoplazmik retikulum (ER) membraninin bir alt alaninda

olusur (103).

ULK1/2, 200 kDa'lik FAK ailesi etkilesimli protein (FIP200), Atgl3 ve
AtglOl'den olusan Unc-51 benzeri kinaz (ULK) kompleksi, fagofor olusumunun
baslatilmasindan sorumludur (100). ilk adim, memeli rapamisin hedefi (mTOR) ve
AMP ile aktive olan Protein Kinaz (AMPK) yolaklar1 tarafindan diizenlenir. Normal
kosullar altinda ve yeterli amino asit ve biiylime faktorlerinin varliginda,
Fosfatidilinositol 3-kinaz kompleksi 1 (PI3KC1) mTORC1 alt birimini aktive ederek
mTOR kompleksinin aktivitesine yol acar ve bdylece ULK kompleksinin iki alt birimi
olan ULK1 ve Atgl3'in fosforilasyonu yoluyla otofaji baslatilmasini onler. Aglik
kosullarinda, mTORC1 baslatma kompleksinden ayrilarak ULK kompleksinin
aktivasyonuna neden olur (100). Aslinda ULK1, Atgl3, Atgl01 ve FIP200" fosforlar
ve aktive eder. Aktivasyondan sonra ULK kompleksi genisleyen fagofor membranina
lokalize olur. Baglatma kompleksi ayrica mTORCI1't baskilayan AMPK'nin
aktivasyonu ile de indiiklenir. AMPK ise glikoz kisitlamasi ve ATP/AMP oraninin
azalmasiyla aktive olur (104,105).

Cekirdeklenme asamasinda, ULK1 proteini fosforile olur ve bir smif II
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3KC3) kompleksini aktive eder. Bu kompleks, Bcl-2 ile
etkilesen miyozin benzeri sarmal (Beclinl), Vacuolar protein siralama 34 (Vps34),
Vpsl15 ve Atgl4L'den olusur (106). Beclinl proteini, ¢ekirdeklenme adiminda yer alan
faktorler igin bir substrattir (107). PI3KC3 kompleksi ayrica fagoforlarda fagofor
cekirdeklenmesi igin gerekli olan yerel PI3P dretir. PI3P, WD-tekrar alani
fosfoinozitid etkilesimli 2'nin (WIPI2) aktiflesmesini tesvik eder ve bu da fagofor
uzamast igin Atgl2-Atg5-Atgl6L kompleksini aktiflestirir (103). Baslatma ve
¢ekirdeklenmede yer alan proteinler, plazma membrani, ER, mitokondri (106,108)
veya Golgi aparatindan (104,108) olusturulabilen ve genisletilebilen fagofor

membraninin (103) olusumuna katilir.

Uzama adiminda, fagofor membraninin genislemesi ve kapanmasinda rol

oynayan iki ubikitin benzeri konjugasyon sistemi tanimlanmustir (94,109): Ilk
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sistemde, Atgl2 aktive edilir ve Atg5'e konjuge edilir. Atg7 (E1 ligaz) Atgl2
aktivasyonunda rol oynar ve Atg10 (E2 ligaz) Atgl2-Atg5 konjugasyonuna yardimci
olur (110). Atgl2-Atg5 daha sonra Atgl6L1 ile iliskilendirilir ve boylece Lipidatlar
mikrotiibiil iligkili protein 1 hafif zincir 3 (LC3) lipidasyonu i¢in bir konum saglayan
otofaji uzama kompleksi olusur (94). WIPI2'nin Atgl6L'ye baglanmasi, Atgl2-Atg5-
Atgl6L kompleksinin otofagozom membraninda yer almasini saglar (110). Ikinci
sistemde, Atg4B tarafindan boliinme yoluyla LC3 (ATGS olarak da bilinir) LC3-I'ye
dontstiiriiliir ve bu da LC3-II tiretmek icin sitoplazmada Fosfatidiletanolamin (PE) ile
konjuge edilir. Daha sonra LC3-II otofagozom membraninda birikerek yiikiin
taninmasina neden olur (94,107). Lc3-11 ayn1 zamanda bir otofagozom isaretleyicisi
olarak gorev yapar ve otofagozom olgunlagsmasi igin gereklidir (107,109,110).
Olgunlagsma ve kapanmadan sonra, otofagozom lizozom ile birlesir ve bu da sonugcta
otofagozom kargosunun bozulmasina yol acar. Fiizyon adiminda Ras-iligkili baglanma
proteinleri (Rabs), Cozinur N-etilmaleimide duyarli faktér baglanma proteinleri
(SNARE'ler) ve baglanma kompleksleri gibi ¢esitli proteinler yer alir (110) (Sekil 5).
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Sekil 5. Otofaji siireci birkag ardigik adimdan olugur.
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(1) Baslatma. (2) Fagofor ¢ekirdeklenmesi. (3) Fagofor uzamasi. (4) Otofagozomun

lizozom ile fiizyonu ve kargonun otolizozomda pargalanmasi (111).
2.2.4.1 Otofajinin Kanserdeki Roll

Otofajinin tiimoér baslangict ve gelisiminde oOnemli bir rol oynadigina
inanilmaktadir ~ (112,113).  Otofaji  dalgalanmasinin ~ temel  seviyeleri
karsilagtirildiginda, kanser hiicrelerindeki proteoliz veya otofajik bozulma miktarinin
normal muadillerinden daha az oldugu gortlmiustiir (114,115). Bu diferansiyel ifade,
tiimorigenez ile azalmis otofaji seviyeleri arasinda dogrudan bir baglanti oldugunu
diisiindiirmektedir. Ilging bir sekilde, bircok onkogen ve timdr baskilayici gen otofajik
yollar1 etkiler ve otofajik siirecin diizensizlesmesi malign transformasyona katkida
bulunur. Ornegin, otofajiyi aktive etmek igin yapisal giris sinyalleri saglayan p53,
fosfataz ve tensin homolog (PTEN), oliimle iliskili protein kinaz (DAPK), tiiberoz
skleroz 1 (TSC1) ve TSC2 gibi bir¢ok tiimor baskilayict protein ¢oklu kanserlerde

mutasyona ugramaktadir (116).

Tersine, Akt, mTOR, Bcl-2 ve FLICE benzeri inhibitér protein (FLIP) gibi
onkogenler otofajik sirecleri inhibe ederek yiksek otofaji sinyalinin timor
baskilanmasina katkida bulunabilecegini gosterir (117,118). Cogu kanserde, PI3K-Akt
ekseni ya yukart ya da asagi yonlii diizenleyicilerde mutasyona ugrar. Boylece,
mTOR'un asag1 yonlii aktivasyonu hiicre biiylimesinin uyarilmasini ve otofajinin

inhibisyonunu destekler (119).

Tiimo6r metastazi, birincil bolgedeki tiimdr hiicrelerinin uzak organ bolgelerine
gbc ettigi ve buralarda kolonize oldugu karmasik, ¢ok asamali bir siirectir (120).
Primer tiimorlerde, inflamatuar hiicreler hipoksi ve metabolik stres sonucu olusan
nekroza yanit olarak timor bolgelerine sizar (121,122). Hipoksi ve metabolik stres
tarafindan tesvik edilen koruyucu otofaji, metastazin baslamasi i¢in gerekli olan
birincil bolgelerdeki enflamasyonu engeller. ilging bir sekilde, otofaji nekrozu ve
ardindan makrofaj infiltrasyonunu azaltarak primer tiimor biiylimesini azaltir ve
otofajinin genetik olarak engellenmesi hiicre Oliimiine, doku hasarina ve kronik

inflamasyona neden olabilir (123).
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Otofajinin antimetastatik 6zelliklerinin yani sira, timdr hiicrelerinin metastatik
potansiyelini artiran ters bir etkisi de olabilir. Oliim ligandinin indiikledigi apoptozun,
Ozellikle de TNF-iligkili apoptoz indiikleyici ligandin (TRAIL), T-hlcreleri ve NK
hlcreleri tarafindan metastazin baskilanmasinin diizenlenmesinde kritik bir rol
oynadigi iyi bilinmektedir (124). Ancak son zamanlarda TRAIL'e direngli kanser
hiicrelerinde koruyucu otofajinin diizenlendigi ve bunun da metastaz sirasinda tiimor

hiicrelerinin canliligini1 ve hayatta kalmasini artirdigi gosterilmistir (125,126).

Kanser hiicreleri genellikle kusurlu otofajik kapasiteler gosterdiginden,
otofajinin indiiksiyonu bir timor baskilayict mekanizma olarak goriilmektedir.
Otofajik 6limiin, “tip II programli hiicre 6liimiiniin” indiiklenmesi, apoptoza direngli
kanser hucreleri icin yararl bir terapotik yaklasim olabilir ve kanser hiicresi 6limiinii
tesvik etmede apoptoz ile birlikte tamamlayici bir yaklasim saglayabilir. Ote yandan,
otofajinin tedavi aracili timor hiicresi 6limiine karsi direng sagladigi gosterilmistir.
Tumor hucreleri koruyucu otofajiyi indiiklediginde, otofajinin inhibisyonu apoptozu
aktive ederek tiimor hiicrelerini tedaviye duyarli hale getirmenin bir yolunu
saglayabilir. Antikanser ilaclarin neden oldugu otofaji, hiicre tipine ve genetik gegmise
bagli olarak ortaya cikabilir. Tedavinin tiiriine bagli olarak, ayn1 hiicrede farkl sinyal
yollart aktive olabilir ve ¢esitli otofaji tiirleri iiretebilir. Otofajinin “koruyucu” mu
yoksa “toksik” mi olacagini1 anlamak, daha fazla gelisme i¢in kilit bir alandir ve belirli
kanser baglamlarinda otofajiyi engellemenin veya tesvik etmenin uygun olup

olmadigini tanimlayacaktir (127-129).
2.3. Polieter iyonoforlar

Polieter iyonoforlar, dogal olarak olusan bilesiklerin ¢ok biiyiik ve 6nemli bir
grubudur. Son yillarda bu tiir bilesiklere olan ilginin arttig1 gozlenmektedir. Bilinen
120'den fazla dogal olarak olusan iyonofor vardir (130). Iyonoforlarin baslica ticari
kullanim1 koksidiyozu kontrol etmektir. Ayrica ruminantlarda biiylimeyi tesvik edici
olarak da kullanilirlar. Bu bilesikler 6zellikle ruminal bakteri popiilasyonunu hedef

alarak tiretim verimliligini arttirir (131).

Dogal polieter iyonofor antibiyotikler, gii¢lii antibiyotikler olan ve dogal olarak

olusan daha genis iyonofor ailesine ait olan sasirtict kimyasal yapilardir. ilk kez 1967
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yilinda kullanilan “iyonofor” teriminin, bir molekiiliin bir metal iyonunu baglama ve
hiicre zarlarindan taginmasini kolaylastirma yetenegini ifade ettigi bilinmektedir. Bu
kimyasal-fizyolojik 6zellik, polieter iyonoforlari katyon tasima mekanizmalarinin
incelenmesinde yararl bir arag haline getirmis ve biyolojik aktiviteleri igin bir gerekge
olarak hizmet etmistir (132-134). “Polieter” terimi, birkag¢ eter fonksiyonel grubuna
sahip olan bu antibiyotik sinifinin kimyasal yapisini yansitmaktadir (135). Polieter
iyonoforlar, merdiven polieterlerin farkli ailelerini iceren ve ¢ok cesitli yiiksek
biyolojik aktiviteler sergileyen, ¢oklu C-O-C motiflerinin diizenli olarak meydana
geldigi skualen tiirevleri olan bir organik madde siifidir (136,137). Bununla birlikte,
Nakanishi hipotezine gore, bir¢ok deniz polieter metaboliti ¢oklu doymamis yag
asitlerinden biyosentezlenebilir (137,138). Bu polieter bilesikleri smifi tek hiicreli
deniz algleri, kirmiz1 deniz yosunlari, deniz siingerleri ve koelenteratlar tarafindan
tiretilir veya yumusakgalar gibi bazi deniz organizmalar tarafindan depolanir (139—
142).

2.3.1. Polieter Iyonoforlarin Kimyasal Yapist ve Etki Mekanizmast

Oncelikle polieter antibiyotiklerin yapisi, dogrudan karbon-karbon (CC) bagi
veya Spiro baglantilar1 gibi alifatik kimyasal baglarla baglanmig ¢oklu tetrahidropiran
ve tetrahidrofuran halkalarindan olusur. Bir terminal karboksilik asit grubu, birkag
hidroksil grubu, alt alkil gruplar1 ve gesitli fonksiyonel oksijen gruplari da tam
kimyasal yapinin olusumuna katkida bulunur (Sekil 6). Bu gruplar metal iyonlari ile
kompleks olusturmada 6nemli rol oynar (143). Polieter antibiyotikler, omurgalarinda
bulunan karbon atomlarinin sayisina gore gesitli gruplarda siniflandirilir (143). Bunlar
arasinda en sik karsilagilan bilesikler, tiim polieter siifi antibiyotiklerin yaklagik
%6011 olusturan 30 karbonlu iskeletlerdir. Genis bir mikrobiyal enzim ailesi olan
poliketid sentazlar (PKS'ler) 3, poliketid omurga uzantis1 i¢in yapr taslart olarak asetil-
CoA ve propil-CoA'y1 birlestirerek polieter antibiyotiklerin biyosentezini katalize eder
(144).
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Salinomisin

Sekil 6. Bazi 6nemli polieter antibiyotiklerin dogrusal kimyasal yapilari (145).

Geleneksel olarak, tiim iyonoforlarin farkli mekanizmalarla biyolojik
membranlar boyunca katyon/proton tasinmasindan birincil olarak sorumlu oldugu
kabul edilmektedir. Her bir bilesik tarafindan izlenen bu farkli mekanizmalarin
arastirilmasi ve daha 1yi bilinmesi, genis biyolojik aktivite spektrumlarinin daha 1yi
anlasilmasima yol ag¢maktadir. Membran boyunca, yiliksek hiicre dis1 Na+
konsantrasyonu ve yiiksek hiicre i¢ci K+ konsantrasyonu gibi katyonlarin
konsantrasyon gradyani ve bunun tersi, hiicrelerin normal fizyolojik davranisi icin
zorunludur (146). Oncelikle, iyonoforlar lipid cift tabaka veya plazma membrani
boyunca katyon/proton tagiyarak bu Na+ /K+ konsantrasyon gradyaninin bozulmasina
yol acar. Iyonoforlar bunu hiicrenin g¢evresindeki pH'a bagh olarak U¢ farkl
mekanizma (elektrondtral, elektrojenik ve biyomimetik) ile gergeklestirir (Sekil 7)
(135,147,148).
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Sekil 7. Membran boyunca iyon tasima mekanizmasi (148).
2.3.2. Polieter Iyonoforlar ve Otofaji

Baglangicta, iyonoforlarin membran reseptorlerinin Golgi aparatindan plazma
membranina dogru tasinmasini engelleyerek Golgi bolgesinde vezikiil olusumuna ve
sonug¢ olarak Golgi aparatinin genislemesine yol agabilecegi bildirilmistir (149).
Bununla birlikte, daha sonraki c¢alismalar, iyonoforlarin 6karyotik hiicredeki birincil
roliiniin, makrofajlarda iyonlarin transmembran degisimi nedeniyle proton
gradyaniin kaybi oldugunu, bunun da lizozomlarda pH'mn artmasina ve lizozomal
bozunmanin engellenmesine neden oldugunu ortaya koymustur (150). Polieter
antibiyotikler arasinda, monensin ve nigerisin otofaji iizerindeki etkileri agisindan
incelenen en yaygin antibiyotiklerdir. Baglangicta, monensinin hiicre i¢inde otofajik
vakuoller biriktirdigi rapor edilmistir. Bu hiicrelerde, elektron mikroskobu ile bu
vakuollerin ortalama biiylikliigliniin 4-5 kii¢iik vakuolden olugan normal vakuole
kiyasla iki kat oldugu da gozlemlenmistir (13). Daha ileri ¢aligmalar, monensinin
otofaji yolunun terminal fiizyon asamasini, yani otofagozom ve lizozom fiizyonunu

inhibe ederek otofajik vakuollerin birikmesine yol actigini1 ve HelLa hiicre hattinda
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apoptozu tetikledigini dogrulamistir (151). Benzer sekilde, baska bir g¢alismada,
polieter antibiyotikler monensin ve nigerisinin her ikisinin de MN9D néronal
hlcrelerinde otofagozom ve lizozom flizyonu Gzerindeki inhibitor etkilerini gostererek
sitoplazmada otofajik vakuollerin birikmesine neden oldugu ortaya konmustur. Buna
paralel olarak, Western blot analizi, bu polieter antibiyotiklerin tedavisi Gizerine kaspaz
3'lin par¢alanmasi ile birlikte hem otofaji akis belirtegleri LC3-11 hem de p62'nin
biriktigini gostermistir (152). Bununla birlikte, monensinin rapamisin (mTOR
inhibitord) veya erlotinib (epidermal biyime faktorl reseptorl inhibitori) gibi
antikanser ilaglarla eszamanli tedavisinin, akciger kanseri hiicre hattt NCI-H1299'da
sinerjik antikanser aktivitesinin artmasiyla sonuglandigi gosterilmistir. Otofajinin
hayatta kalma yanlisi rolii nedeniyle, kanser tedavisi sirasinda, 6zellikle otofajik yolun
negatif dizenleyicisi olan mTOR'u inhibe eden rapamisin tedavisi durumunda,
hiicrelerin otofaji yoluyla 6liimden kagmayr basardigi iyi bilinmektedir. Bununla
birlikte, monensin gibi otofaji inhibitdrii ile es zamanlh tedavi durumunda, Bax gibi
pro-apoptotik proteinlerin ve boliinmiis kaspaz 3 ve poli (ADP-riboz) polimeraz
(PARP) gibi apoptoz ydraticilerinin yuksek konsantrasyonuna yol acarken, bcl-2 ve
bcl-xL gibi anti-apoptotik proteinlerin konsantrasyonu azalir. Buna paralel olarak,
LC3-II ve p62 otofaji belirteglerinin her ikisi de kombinasyon tedavisinde artmistir,
bu da apoptotik aktivitenin otofajinin inhibisyonu ile tetiklendigini diisiindiirmektedir
(153). Bir bagka c¢alisma, monensin, nigerisin, salinomisin, narasin ve lasalosid gibi
polieter antibiyotiklerin malign glioma hiicrelerinde tiimdr nekroz faktorii ile iliskili
apoptoz ile indiiklenen ligand (TRAIL) direncinin istesinden geldigini ortaya
koymustur. Bu polieter antibiyotikler, ER stresini,, CHOP aracili DRS
upregulasyonunu ve proteazomal degradasyonla c-FLIP downregilasyonunu
tetikleyerek bu hiicrelerin TRAIL aracili apoptoza kars1 duyarliligini geri kazandirmis
ve Ozellikle direngli kanser hiicre hatlarinin tedavisinde kombinasyon terapisinde etkili

molekiiller haline getirmistir (154).
2.3.3. Polieter Iyonoforlar ve Kanser

Kapsamli olarak arastirilan antibiyotik aktivitelerine ek olarak, son ¢aligmalar

bazi iyonoforlarin 6nemli antikanser 6zellikler gosterdigini de ortaya koymustur. Bu
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baglamda ozellikle ilging olan {i¢ ¢ok islevli bilesik lasalosid asit, monensin ve

salinomisin gibi gorinmektedir (155).

Lasalosid asitin antikanser 6zellikleri, meme, kolon ve akciger adenokarsinom
hiicre hatlar1 da dahil olmak iizere bir dizi kanser hiicre hatti iizerinde yapilan
arastirmalarda kanitlanmustir (156). Daha da Onemlisi, lasalosid asit timor disi
hiicreler iizerinde yaygin olarak kullanilan kemoterapotik ilag sisplatinden daha aktif
ve aym1 zamanda daha disiik sitotoksik ozellikler sergilemistir (156). Daha ileri
caligmalar lasalosid asidin insan prostat kanserine kars1 olumlu etkilerini dogrulamistir
(157). Monensin ise prostat kanseri hiicrelerine karsi ~5000 iyi bilinen ilag ve ilag
benzeri bilesigin tarandig1 bir ¢alismada, nanomolar konsantrasyonlarda, bu kanser
hiicrelerinin hiicre biiylimesini segici olarak inhibe etme yetenegini ortaya koyan
sadece dort ajandan biri olarak tanimlanmistir (158). Diger bazi aragtirmacilar ayrica
monensinin lenfoma ve kemorezistan bir pankreas kanseri varyanti1 da dahil olmak
tizere diger birgok kanser hiicresi tiriiniin gogalmasini engelledigini gostermistir (159—
161). Ayrica, bu antibiyotik kanser hiicrelerine kars1 diger bilesiklerle birlikte sinerjik
etkisiyle de bilinmektedir. Bir ¢alismada, immiinotoksin SWAI11 risin A zincirinin
sitotoksik aktivitesinin, protein sentezinin inhibisyonunu iki kat arttirirken, klonojenik
timor hiicrelerine karst monensin tarafindan 100 kat arttirildigr gosterilmistir
(162,163). Ayrica, anti-proliferatif aktivitesi HeLa hiicre hattinin bir tiirevi olan KB
parent ve KB/MDR (¢oklu ila¢ direncine sahip KB) hiicrelerine kars1 tek basina ve
doksorubisin ile kombinasyon halinde doksorubisinin disa atilimmi azalttig
gozlenmistir. Monensin varliginda, KB/MDR hiicrelerinde doksorubisinin hiicre i¢i
konsantrasyonunun ii¢ kat artmasi nedeniyle doksorubisinin IC50 degerinin 5 kat
azaldig1 bildirilmistir (164). Salinomisinin antikanser aktivitesi ise ilk olarak 2009
yilinda, bu maddenin meme kanseri kok hiicrelerinin (CSC'ler) secici hedeflenmesinde
taranan ~16.000 bilesik arasindan en giiclii ajan olarak tanimlanmasiyla rapor
edilmistir (165). Bu sonuglar, salinomisinin l6semik hicrelerde spesifik olarak
apoptozu tetikledigi ve normal hiicrelere karsi herhangi bir yan etkisi olmadiginin
gosterildigi bagka bir ¢alisma ile desteklenmistir (166). Ayrica, bu antibiyotik, ATP
baglayici kaset (ABC) tasiyicisinin yiiksek ekspresyonuna sahip ¢oklu ilaca direngli
(MDR) 16semik CSC'lerde apoptozu indiiklemistir (167). Ayrica, bu bilesigin A-549
ve LNM35 gibi insan akciger kanseri hiicre hatlarinda kaspaz 3/7 ile iliskili apoptozu
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indiikledigi, metastaz ve invazyonu inhibe ettigi rapor edilmistir (168). Insan kolon
kanseri hiicre hatlariyla yapilan bir ¢alismada ise salinomisin, kolon kanseri tedavisi
icin yaygin olarak kullanilan sitostatik ila¢ oksaliplatine kiyasla dikkate deger bir
sitotoksik aktivite gostermistir (169). Kemorezistan prostat kanseri hiicre hatlarinda
(LNCaP, PC-3 ve DU-145), bu antibiyotik mitokondriyal depolarizasyon, sitokrom ¢
salimimi1 ve ardindan kaspaz 3'iin aktivasyonu ile apoptozla sonuglanan reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) birikmesine neden olmustur (170,171). Ayrica, salinomisinin
sisplatin, Taksol (Paklitaksel) ve 5-florourasile direngli CSC'lere karsi etkinligi
bildirilmistir (171). Bu antibiyotigin insan pankreas kanseri hiicrelerine karsi
gemsitabin ile kombinasyon halinde sinerjik etkisi de rapor edilmistir (172). Uygun
dozlarda kullanildiginda, salinomisinin kanser hastalar1 tarafindan iyi tolere edildigini
belirtmek gerekir (173). Salinomisinin meme kanserine karsi etkinliginin yan1 sira,
ilaca duyarli ve ilaca direngli diger kanser tiirlerini yok etmede de etkili oldugu

bulunmustur (174).
2.4, K41-A

K41-A, Streptomyces tirlerinden izole edilen, Gram-pozitif bakterilere karsi
antibakteriyel aktivite, anti-koksidal aktivite ve in vivo kiimes hayvanlari igin
gecikmis toksisite bildirilen polisiklik bir polieter molekiliidir (175). Khan ve
arkadaslar1 ile Gezer ve arkadaslari, Mersin Kiy1 Seridi'nden (Tirkiye) elde edilen bir
sediman 6rneginden Streptomyces cacoi'den K41-A izole etmislerdir (16,17). Khan ve
arkadaslari, K41-1'in insan servikal karsinom (HeLa), insan prostat kanseri (PC-3),
insan akciger adenokarsinomu (A549) ve insan kolorektal adenokarsinom (CaCo-2)
hiicreleri kullanilarak gosterilen antikanser 6zelliklere sahip oldugunu bildirmislerdir
(16). izole edilen bu bilesigin kanser hiicre hatlarinda otofaji iizerindeki etkisi de
incelenmistir. Yazarlar, izole edilen polieter antibiyotiklerin otofajiyi inhibe

edebilecegini one slirmiislerdir (16).

Bu calisma, K41-A'min noroblastom hiicre hatlarinda ve in vivo ndroblastom
ksenograft modelinde potansiyel anti-kanserojenik etkilerini degerlendirmeyi
amaglamaktadir. K41-A'nin otofaji ve apoptoz iizerindeki etkisi otofaji (LC3-II,
p62/SQSTML1 ve Beclin-1) ve apoptoz (PARP-1, kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9) ile

iligkili protein ve mRNA seviyeleri ile degerlendirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmamn Tipi
Deneysel nitelige sahip bir arastirmadir.
3.2. Arastirmanin Yeri, Zamam ve Planmi

Ocak 2019- Eylil 2023 yillar1 igerisinde Dokuz Eylul Universitesi, Onkoloji
Enstitlsii Temel Onkoloji Anabilim Dali Laboratuvarlari’nda gergeklestirilmistir.
Mart 2022-Mayis 2024

Eylil 2021- Mart 2022 Etik kurul kabull (29.09.2021)

Tez Onerisinin hazirlanmasi (23.02.2022)
Tez 6nerisi sunumu ve kabulu
(02.03.2022)

Mart 2022- Agustos 2022 TUSEB proje bagvurusunun sunulmast
(04.04.2022)

On deneylere baslanilmasi

TUSEB proje bagvurusunun kabulii
(16.08.2022)

Agustos 2022- Aralik 2022 BAP projesinin sunulmasi (22.08.2022)
BAP projesi kabului (14.11.2022)
Malzemelerin temin edilmesi
Deneylere baglanilmasi

Aralik 2022- Haziran 2024 Hiicre canlilik deneylerinin
tamamlanmasi

Akim sitometri analizlerinin
gerceklestirilmesi

In-vivo deneylerin tamamlanmasi
Immunohistokimyasal analizlerin
tamamlanmasi

Q-PCR analizlerinin gerceklestirilmesi
Makale kabul siireclerinin tamamlanmasi
(09.10.2023)

Haziran 2024-Eylul 2024 Istatiksel analizler

Tez yazimu siireclerinin tamamlanmasi
Tezin makaleye doniistiiriilmesi
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3.3. Caliyma Materyali

Calisma kapsaminda SH-SY5Y ve KELLY insan noroblastom hiicre hatlar

kullanilmistir.  Hiicre hatlarimiz hali hazirda Temel Onkoloji AD stoklarinda

bulunmaktadir. Deneysel caligmalar bu hiicre hatlar1 {izerinde gergeklestirilmistir.

3.4. Arastirmanin Degiskeni

Bagimsiz Degisken: K41-A, sisplatin, K41-A+sisplatin

Bagimli Degisken: hiicre canliligi, hiicre apoptoz orani, hiicre nekroz orani,

hiicre otofaji orani, in vivo apoptotik ve otofajik protein ekspresyonlari, in vivo timdr

boyutu, tiimor biiylime hizi, in vivo apoptotik ve otofajik protein ekspresyonlari

KELLY hicrelerinin cogaltilmasi

e Y

SH-SY5Y ve KELLY hiicre hatlarinin
kiltlire edilmesi

\. J

KELLY hiicre hatti ile xenograft
noroblastom modelinin
olusturulmasi

(Hicrelere ajanlarin uygulanmasi ve|
canhlik testi ile LD50/1C50
dozlarinin belirlenmesi

\. J

Timor olusturulan farelere
ajanlarin tedavi semasina uygun
uygulanmasi

Farelerin sakrifikasyonu

otofajik protein ekspresyonlarinin
immiibohistokimyasal analizi

[ Tumér dokularinda apoptotik ve )

(Hucrelerde ajan uygulamasina bagi
apoptotik ve nekrotik hiicre

oranlarinin akim sitometrisi ile

. belirlenmesi )

Hicrelerde ajan uygulamasina bagli
otofaji oranlarinin akim sitometrisi
ile belirlenmesi

\. J

(Hiicrelerde ajan uygulamasina bagl)
apoptotik ve otofajik proteinlerine
ait mRNA seviyelerinin Q-PCR ile
belirlenmesi

istatistiksel analiz ve tez yazimi
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Tablo 3. Calismada Kullanilan Sarf Malzemeler

Malzeme Adi Markasi/Kod Kullanim Amaci

KELLY RRID:CVCL_2092 Calismada kullanilan
insan noroblastom hiicre
hatt1

SH-SY5Y ATCC CRL-2266 Calismada kullanilan

insan ndroblastom hiicre
hatti

Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM)

Cegrogen, E0500-160

Hicrelerin blydtilmesi
icin bazal ortam

RPMI-1640

Cegrogen, E0500-360

Hicrelerin blydtilmesi
icin bazal ortam

Fetal Bovin Serum (FBS)

Capricorn, FBS-HI-12B

Hicrelerin blydtilmesi
icin serum

L-glutamin

Capricorn, GLN-B

Hicrelerin blydtilmesi
icin essensiyal olmayan
aminoasit

Penisillin-streptomisin

Capricorn, PS-B

Hicreleri enfeksiyondan
korumak icin antibiyotik

Tripsin-EDTA

Cegrogen, N0100-720

Hiicreleri pasajlarken
kaldirmak i¢in kullanilan
enzim

Fosfat salin tamponu
(PBS)

Cegrogen, H0500-550

Hiicreleri yikama ve ortam
kalintilarin1 uzaklastirma
tamponu

Dimetil sulfoksit

Applichem, A3672

Hicreleri dondurma igin

(DMSO) kullanilmaktadir

WST-1 Sciencecell, 8038 Hiicre canliliginin
6lcimiinde
kullanilmaktadir

Hiicre kiiltiir flasklari
(25, 75,175 sz)

Biofil, TCFO11050 —
012250 — 012600)

Hiicreleri yetistirmede
kullanilan steril kaplar

96’11 kuyucuklu plaka
(wellplate)

Corning, CLS3340

Hiicre canlilik
deneylerinde hicrelerin
ekildigi plakalar

Serolojik pipet 2-5-10-25
ml

Biofil, GSP010002 —
010005 - 010010 -
010025

Hucre kilturiinde besi
ortami eklemek ve
uzaklastirmak i¢in
kullanilir

Test tupu (15ml-50ml)

Biofil, CFT011150 -
11500

Hicreleri santriflij etmekte
kullanilan konik tabanli
tlpler

Mikrosantrifuj tipu
1.5ml

Isolab, 078.03.021

RNA izolasyonu, PCR
deneylerinde santrifdj icin
kullanilan tiipler
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Kryotlp Isolab, 091.11.102 Hiicre dondurmak igin
kullanilan 6zel kaplar
Cisplatin Kocak Farma/ Hiicre canlilik
50mg/100ml infuzyon deneylerinde kemoterapi
cozeltisi ilac1 olarak kullanilmigtir
Trypan blue CDH, 899795 Hiicre sayiminda
kullanilmistir
Thoma lam1 Isolab, 1.075.03.002.001 | Hiicre sayiminda
kullanilmistir

AnnexinV/PI kit

Elabscience, E-CK-
A211-100A

Akim sitometrisi
deneylerinde boyama igin
kullanilmistir

Otofaji Kiti Abcam, ab139484 Akim sitometrisi
deneylerinde boyama igin
kullanilmistir

5ml flow tupu Corning, 352235 Akim sitometri

deneylerinde
kullanilmistir

RNA izolasyon Kiti

Norgen Biotek, 17200

Hicre érneklerinden RNA
izolasyonunda
kullanilmistir.

cDNA sentez Kiti

Bio-Rad Laboratories
iScript cDNA Synthesis
Kit, 1708891

mRNA’dan cDNA sentezi
i¢in kullanilmistir

Primerler

Oligomer Biyoteknoloji

PCR deneylerinde
kullanilmistir

DNaz/RNaz free water

Invitrogen, 10977015

Primerlerin ve DNA ve
RNA’larin ¢oziilmesi i¢in

kullanilmistir

SYBR green Bio-Rad Laboratories QPCR’da gen ekspresyon
iTag SYBR® Green deneyleri icin
Supermix kullanilmistir.

iTaq Universal SYBR®
Green Supermix, 172-
510

Pipet uclar1

VQIR, 613605 — 613606

Tiim deney asamalarinda

- 613607 kullanilmistir
Cleaved Kaspaz 3 Elabscience, E-AB- Immiinohistokimyasal
antikoru 30004 deneylerde kullanilmigtir.
Cleaved Kaspaz 8 Immiinohistokimyasal
antikoru deneylerde kullanilmigtir.
Cleaved Kaspaz 9 Proteintech,10380-1-AP | Immiinohistokimyasal
antikoru deneylerde kullanilmigtir.
Cleaved PARP-1 Proteintech, 13371-1-AP | Immiinohistokimyasal
antikoru deneylerde kullanilmigtir.
LC3A/B antikoru Bostonchem, BOS-8878- | Immiinohistokimyasal

R

deneylerde kullanilmistir.
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Beclin-1 antikoru Bostonchem, BOS-1353- | Immiinohistokimyasal
R deneylerde kullanilmistir.
p62 antikoru
Imiitinohistokimya Epredia, TP-060-HL Immiinohistokimyasal
sekonder Kiti deneylerde kullanilmisgtir.
Hematoksilen Bio-optica, 05-060021L | Immiinohistokimyasal
deneylerde kullanilmigtir.
Lam/Lamel Epredia J2800AMNZ Immiinohistokimyasal
deneylerde kullanilmigtir.

Hiicrelerin Yetistirilmesi:

Insan kékenli N-MYC pozitif KELLY (RRID:CVCL_2092) ve N-MYC negatif
SH-SY5Y (ATCC CRL-2266) néroblastom hiicre hatlari Dokuz Eyliil Universitesi
Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji AD laboratuvarindan temin edilmistir. SH-SY5Y
hicreleri DMEM hiicre kiiltiir ortamlari i¢ine %10 fetal bovin serum, %1 L-glutamin
ve %1 Penisilin-streptomisin eklenmis ¢ogaltma ortaminda 2 giinde bir ortam
degistirilerek steril 37°C %10 CO hucre kultird inkibatorunde (Thermo, ABD)
cogaltilmistir (176). KELLY hcreleri RPMI-1640 hiicre kiiltiir ortamlari igine %10
fetal bovin serum, %1 L-glutamin ve %1 Penisilin-streptomisin eklenmis ¢ogaltma
ortaminda 2 giinde bir ortam degistirilerek steril 37°C %10 CO> hicre kilturi
inkiibatoriinde (Thermo, ABD) ¢cogaltilmistir. Hiicrelerin flask igerisindeki yogunlugu
yaklasik %80’e ulastiginda hiicreler Tripsin-EDTA soliisyonu yardimiyla flask
yiizeyinden kaldirilarak 1:5 oraninda yeni flasklara ekilerek pasajlanmustir (177).

Kullanilmayan hiicreler normal besi ortamina %10 DMSO eklenerek hazirlanan
dondurma ortamiyla 1ml icerisinde 10 milyon hiicre olacak sekilde 1 cryovial igerisine
alinarak kademeli olarak -80°C’de dondurulmaya birakilmislar ve sonraki deneysel

prosediirler i¢in saklanmislardir (176,177).
Hiicre Sayimu:

Hicreler Gizerindeki ortam uzaklastirilip, hiicreler 1X PBS ile yikandiktan sonra
hiicrelerin yiizeyini kaplayacak sekilde Tripsin-EDTA soliisyonu flaska eklenmistir.
Tripsin-EDTA eklenen flasklar 37°C ve %5 CO: ayarlanmis hiicre kiiltiirii
inkubatdriinde (Thermo Fisher Scientific, ABD) 5 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda flasklar mikroskop altinda kontrol edilmistir.
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Hiicrelerin tamamu flask yilizeyinden kaldirildiktan sonra flaska konan Tripsin-EDTA
solusyonunun 2 kati kadar hiicre kiiltiiri ortam eklenerek Tripsin-EDTA solusyonu
inhibe edilmistir. Hiicre soliisyonu 15ml’lik falkon tip igerisine alinarak sogutmali
santrifuj cihazinda (Sigma, Almanya) 400g’de 5dk santrifuj edilmistir. Pellet
tizerindeki supernatan atilmistir. Hiicre pelleti tekrardan yaklasik Sml ortam ile
pipetleme yapilarak hiicre kiiltiir ortami i¢erisinde siispanse edilmistir. Slispanse huicre
soliisyonundan 10pl aliquot alinip 1.5ml’lik test tiibiine konulmustur. Ornek alman
hlcre solisyonu tzerine 10 pl Tripan Mauvisi solisyonu eklenip homojen bir sekilde
karistirtlmistir. Hazirlanan karisimdan 10 pl alinip Thoma lamina konulmustur.
Mikroskop altinda hiicre sayimmi yapilarak 1ml’deki hiicre sayisi hesaplanmistir
(Sayilan hiicre*2*10* = Iml’deki hiicre sayis1). Buna gére deneylerde kullanilmak

Uzere hiicre soliisyonundan ne kadar hacimde 6rnek alinacagi hesaplanmistir (178).
Hiicre Canlilik Deneyleri:

Hiicreler yaklagik 2 x 10° diizeyine eristiginde Tripsin-EDTA solusyonu ile flask
yiizeyinden kaldirilarak 96 kuyucuklu plakalara 6 kuyucuk/grup ve kuyucuk basina
0.01x10°® hiicre olacak sekilde ekilmistir. Plakalar hiicrelerin kuyucuklar iginde
tutunmasi i¢in 24 saat inkiibe edildikten sonra hiicrelerin kalkmamasina dikkat
edilerek st fazlar pipet yardimiyla uzaklastirilmis ve artan konsantrasyonlarda
sisplatin (12,5, 25, 50 ve 100 uM) ve polieter bilesik K41-A (25, 50 ve 100 uM)
uygulanmis ve 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi bittiginde hiicre
canlilig1, bir tetrazolyum tuzu olan WST-1 [2-(4lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl)-2H-tetrazolium] reaktifi kullanilarak bir kolorimetrik deney ile
belirlenmistir (179). Dogrusal olmayan bir regresyon uygulanarak relatif LD50/IC50

degerleri belirlenmistir.

WST-1 ile Hiicre Canliliginin Olgiimii: Polieter bilesik K41-A, sisplatin ve K41-
A+sisplatin uygulamalarina maruz birakilmis hiicrelerin bulundugu 96 kuyucuklu
plakalarin bos bir kuyucuguna sadece hiicre kiltir ortami koyularak blank 6lgiim
olarak kullanildi. WST-1 kiti (ScienCell Research Laboratories, ABD) igerisinde
bulunan Elektro Birlestirme Reaktifi (ScienCell Research Laboratories, ABD)
cozduruldu ve her bir WST-1 (ScienCell Research Laboratories, ABD) viali 2 ml
Elektro Birlestirme Reaktifi ile sulandirilip vortekslendi. 100 pl/kuyucuk hiicre i¢in

38



her kuyucuga 10 ul/kuyucuk WST-1 hiicre proliferasyon reaktif solisyonu eklendi.
Plaka hafif¢e sallanarak reaktifin homojen bir sekilde dagilmasi saglandi. Plakalar
37°C %5 CO2°lik hicre kultird inkibatorinde 2 saat inklbe edildi. Plaka
calkalayicida 1 dk calkalandiktan sonra ELISA plaka okuyucuda (Thermo Fisher
Scientific, ABD) 450 nm dalga boyunda absorbans 6l¢limii yapildi. Referans dalga
boyu olarak 630 nm kullanildi ve her kuyucuk i¢in 450 nm 6lgliimiinden 630 nm arka
plan absorbansini ¢ikarildi. Kontrol grubunun absorbans ortalamalari %100 canlilik
olarak kabul edildi ve gruplarin absorbanslar: ile karsilastirilarak gruplara ait hiicre
canlilik yilizdeleri belirlendi (179).

Canlilik testi sonrasi ajanlarin LD50/IC50 degerleri GraphPad Prism 9
(GraphPad, Chicago, ABD) yazilimi ile canlilik/konsantrasyon grafikleri araciligiyla
belirlendi. Bu agamadan sonra ajanlara ait LD50/IC50 dozlar1 kullanilacak sekilde
gruplar asagidaki sekilde belirlenmistir.

1) Kontrol grubu: Herhangi bir ajan uygulanmayan hicreler (htcreler

FBS i¢cermeyen hiicre kiiltiir ortam1 ile muamele edilecektir)

2) Polieter iyonofor (K41-A) grubu: Yalnizca LD50/IC50 dozu belirlenen
K41-A uygulanan hcreler Sisplatin (CDDP) grubu: Yalnizca LD50/IC50 dozu
belirlenen CDDP uygulanan hiicreler

3) Sisplatin (CDDP) grubu: Yalnizca LD50/IC50 dozu belirlenen CDDP

uygulanan htcreler

4) Polieter iyonofor (K41-A) + Sisplatin (CDDP) grubu: LD50/1C50 dozu
belirlenen K41-A + LD50/1C50 dozu belirlenen CDDP uygulanan hucreler

Annexin V-FITC/Propidium Lodiir (Pl) ile Hiicre Olim Tiplerinin Akim

Sitometrik Analizi:

Bu analiz ile hiicre hatlarinda ajan uygulamasindan sonra canlilik ve apoptotik,

nekrotik hiicre 6liimiiniin oranin1 belirlemek amaglanmustir.

KELLY ve SH-SY5Y hiicre hatlar1 0.3 x 10° konsantrasyonunda 6 kuyucuklu

plakalara ekilmistir ve plakalarin yiizeyine %80 yogunlukta tutunana kadar hiicre
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kiiltiir inkiibatoriinde saklanmistir. Deney gund hicreler (zerindeki ortam
uzaklastirilmistir ve kontrol grubuna FBS igermeyen hiicre kiiltiir ortami, K41-A
grubuna FBS i¢ermeyen hiicre kiiltiir ortam1 igerisinde LD50/IC50 olarak belirlenen
konsantrasyonda K41-A, CDDP grubuna FBS igermeyen hiicre kiiltiir ortami
icerisinde LD50/IC50 olarak belirlenen konsantrasyonda sisplatin ve K41-A+CDDP
grubuna ise FBS icermeyen hiicre kiiltiir ortam1 igerisinde her iki ajanin da LD50/IC50
konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Ila¢ uygulamasindan sonra hiicreler 24 saat boyunca
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicreler iki kez taze fosfat
tamponlu salin (PBS) ile yikanmus, tripsinize edilmis ve iireticinin protokoliine gore
bir FITC-Annexin-V/Pl apoptoz saptama kiti (ELABSCIENCE, ABD) ile
boyanmistir. Protokole gore, kaldirilan hiicreler 300 xg'de 5 dakika santrifiijlenmis ve
slipernatant uzaklastirildi. Hiicreler PBS ile bir defa yikandiktan sonra nazikce PBS ile
siispanse edildi ve hiicre sayimi yapildi. Her 6rnek 1~5x10° hiicre olacak sekilde hiicre
siispansiyonu tiiplere boliindii ve 300 xg'de 5 dakika santrifiijlendi, slipernatant atildi.
Hiicreleri yeniden siispanse etmek icin 500 pL 1xAnnexin V Baglama Tamponu
eklendi. Her tipe 5 puL Annexin V-FITC ve 5 pL PI eklendi. Hucreleri hafifce
vortekslendi ve oda sicakliginda karanlikta 15~20 dakika inkiibe edildi. Hucreleri
uygun cihaz ayarlariyla hemen analiz edildi. FITC-Annexin-V ve PI birlesmesi, bir
Beckman Coulter Flow sitometri cihazi (Beckman Coulter Gallios, ABD) ile 10.000
hiicre okutmasi yapilacak sekilde hiicrelerde olgiilmiis ve cihaza ait yazilim (Kaluza
Analysis, ABD) ile analiz edilmistir (180).

Akim Sitometri ile Otofaji Tayini:

Bu analiz ile hiicre hatlarinda ajan uygulamasindan sonra otofajik hiicre
Olimiiniin oranin1 belirlemek amaglanmaktadir. Akim sitometrik otofaji analizi
otofajik vakuolleri 6lcer ve otofajik vakuolleri secici olarak etiketleyen bir boya
kullanarak canli hiicrelerdeki otofajik akiyr izlemeyi amaclar. Otofaji test
protokoliinde kullanilan boya hem lizozomlarin minimal boyanmasit hem de pre-
otofagozomlara, otofagozomlara ve otolizozomlara (otofagolizozomlar) dahil
edildiginde parlak floresan i¢in boyalar taranarak optimize edilmistir. Boya,
fosfolipidozu indiikleyen ilaglara benzer bir sekilde hiicrelere hizla ayrilan katyonik

amfifilik bir izleyici (CAT) boyadir.
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KELLY ve SH-SYS5Y hiicre hatlar1 0.3 x 10° konsantrasyonunda 6 kuyucuklu
plakalara ekilmistir ve plakalarin yiizeyine %80 yogunlukta tutunana kadar hiicre
kiltir inkiibatoriinde saklanmistir. Deney giinii  hiicreler {izerindeki ortam
uzaklastirilmistir ve kontrol grubuna FBS icermeyen hiicre kiltiir ortami, K41-A
grubuna FBS i¢cermeyen hiicre kiiltiir ortami igerisinde LD50/IC50 olarak belirlenen
konsantrasyonda K41-A, CDDP grubuna FBS igermeyen hiicre kiiltiir ortami
icerisinde LD50/1C50 olarak belirlenen konsantrasyonda sisplatin ve K41-A+CDDP
grubuna ise FBS icermeyen hiicre kiiltiir ortami igerisinde her iki ajanin da LD50/IC50
konsantrasyonlari uygulanmustir. Pozitif kontrol olarak hticreler kit icerisinde mevcut
bulunan rapamisin (0.5 pM) ile muamele edilmistir. Ilag uygulamasindan sonra
hiicreler 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Tedavi siiresi dolduktan sonra bir
otofaji tayin Kkiti (Abcam, Cat No: ab139484) kullanilmistir ve {ireticinin talimatlarina
gore ornekler hazirlanmisgtir. Tedavinin sonunda, hiicreler tripsin-EDTA solisyonu ile
flask yiizeyinden kaldirildi. Kaldirilan hiicreler 300 xg'de 5 dakika santrifiijlendi ve
siipernatant uzaklastirildi. Hiicreler peleti hiicre kiiltiirli ortaminda nazikc¢e yeniden
siispanse ederek siispanse edildi ve hiicre sayrmi yapildi. Ornekler mL basma 1 x 10°
ila 1 x 10° hiicre icerecek sekilde ayr1 tiiplere alind1 ve yeniden santrifiijlendi. Her bir
canli hiicre 6rnegi %5 FBS igeren 250 pL indikatorsiiz hiicre kiiltiirii ortaminda
yeniden siispanse edildi. Her bir 6rnege 250 pL seyreltilmis Yesil boya cozeltisi
eklendi ve iyice karistirildi. 30 dakika boyunca 37°C'de karanlikta inkiibe edildi. Bu
adimda tekrar tekrar hafifce yukari ve asagi pipetleyerek mono-dispers bir hiicre
siispansiyonu elde edilmesine ©nem gosterildi. Islemden sonra hiicreler
santrifiijleyerek toplandi ve 1X Test Tamponu ile yikandi. Hiicre peletleri 500 pL taze
1X Test Tamponu iginde yeniden siispanse edildi. Ornekler bir Beckman Coulter akim
sitometri cihazi (Beckman Coulter Gallios, ABD) ile yesil (FL1) veya turuncu (FL2)
kanalinda 15.000 hiicre okutmasi yapilacak sekilde analiz edildi edildi ve cihaza ait
yazilim (Kaluza Analysis, ABD) ile kantitatif analizler yapildi. Pozitif kontrol grubu
otofaji orant %100 olarak kabul edilip diger gruplardaki otofaji orani pozitif kontrol
grubuna gore hesaplanmistir (181).

RNA ekstraksiyonu ve kantitatif PCR
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Bu analiz ile hiicre hatlarinda 6liim seviyesindeki degisimlerin hangi gen

ekspresyonlari aracilikli olabilecegi tespit edilmeye calisilmistir.

RNA izolasyonu icin, KELLY ve SH-SYS5Y hiicre hatlari 0.3 x 10°
konsantrasyonunda 6 kuyucuklu plakalara ekilmistir ve plakalarin yiizeyine %80
yogunlukta tutunana kadar hiicre kiiltlir inkiibatoriinde saklanmistir. Deney giinii
hiicreler iizerindeki ortam uzaklastirilmigtir ve kontrol grubuna FBS icermeyen hiicre
kiltir ortami, K41-A grubuna FBS icermeyen hiicre kiiltiir ortami igerisinde
LD50/1C50 olarak belirlenen konsantrasyonda K41-A, CDDP grubuna FBS icermeyen
hiicre kiiltiir ortami igerisinde LD50/IC50 olarak belirlenen konsantrasyonda sisplatin
ve K41-A+CDDP grubuna ise FBS i¢ermeyen hiicre kiiltiir ortami igerisinde her iki
ajanin da LD50/IC50 konsantrasyonlar1 uygulanmustir. Inkiibasyon siiresinin sonunda
bir RNA izolasyon kiti (Norgen Biotek, Kanada) kullanilarak tireticinin talimatlarina
gore hiicrelerden RNA izolasyonu yapilmistir. Hucreler Uzerindeki ortam
uzaklagtirildi. Hiicreler, 1 X soguk fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikandi ve 350 pL
kit icersinde bulunan RL tamponu ile 5 dk muamele edilmistir. Bu siire boyunca
araliklarla kiiltiir kabina hafif¢e vurarak hiicrelerin lizisis saglanmistir (Lizis asamasi).
Hiicre lizat1 bir mikrosantrifiyj tiipiine aktarilmis ve lizata 200 pL %96-100 etanol
eklenmistir. Karisim vortekslendi ve kit icerisindeki spin kolona aktarildi. 14.000 x
g'de 1 dakika santrifujlendi (Baglanma asamasi). Toplama tiipii atild1 ve kolon yeni bir
toplama tiipiine aktarildi. Kolona 400 pL Yikama Sollisyonu A uygulandi ve 1 dakika
santrifiijlendi. Toplama tiipii atild1 ve kolon yeni bir toplama tiipiine aktarildi. Yikama
adimi 3 defa tekrarlandi (Y1ikama agsamasi). Kolon kitle birlikte verilen yeni bir 1,5 mL
Eliisyon tiipiine yerlestirildi. Kolona 50 uL Eliisyon Soliisyonu A eklendi. 200 x g'de
2 dakika ardindan 14.000 x g'de 1 dakika santrifiijlendi (Eliisyon asamasi). RNA
konsantrasyonu, Nanodrop (Blue-Ray Biotech, Tayvan) kullanilarak 6lciildii. Izole

edilen RNA’lar hemen cDNA’ya cevrilmistir.
mRNA lardan cDNA Sentezi:

Izole edilen RNA’lardan PCR analizleri yapilmasi igin cDNA sentezi
yapilmistir. Bu islem i¢in bir cDNA sentez kiti (iScript cDNA Synthesis Kit, Bio-Rad
Laboratories, BAE) kullanilmistir ve {ireticinin talimatlarina gore reaksiyon

kurulmustur. Kitin igeriginde reverse transkriptaz enzimi, reaksiyon tamponu ve distile
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su bulunmaktadir. Steril 0.2 ml’lik PCR stripleri igerisine tim reaksiyon karigimini
asagidaki protokol kullanilarak bir termal dongiileyicide (Nyxtechnik, ABD) inkiibe

edilmistir:

5x iScript Reaksiyon Tamponu 4 uL

iScipt Reverse Transcriptaz Enzimi 1 pL

Nikleaz icermeyen su : Ornege gore degisen hacim
RNA (100 fg — 1 g total RNA) : Ornege gore degisen hacim
Toplam Hacim : 20 pL

Reaksiyon kosulu olarak asagidaki protokol uygulanmistir;

Priming adimi : 25°C bdk

Reverse transkripsiyon adimi : 46°C 20 dk

Reverse transkripsiyon inhibisyon :95°C 1dk
adimi

Bekletme 1 4°C

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):

PCR reaksiyonlart iTaq Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad
Laboratories, BAE) kullanilarak gerceklestirildi. Primer diazyn1 Primer3 websitesi
kullanilarak (182) yapilmis ve primerler Oligomer Biyoteknoloji (Tiirkiye) tarafindan
sentezlenmistir. Primerler iizerlerinde yazilan miktarlarda niikleaz icermeyen su ile
seyreltilerek 100 uM olacak sekilde hazirlandi. Daha sonra bu stok karisimdan 500

nM olacak sekilde seyreltilip q-PCR reaksiyonuna eklenmek iizere buz iistiine alindi.

Tablo 4. Q-PCR Reaksiyonlarinda Kullanilan Primerler
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Gen Ad1 | Forward Primer Reverse Primer

Kaspaz 3 | 5>"GGAAGCGAATCAATGGACTCTGG3’ | 5 GCATCGACATCTGTACCAGACC

37

Kaspaz 8 | 5 AGAAGAGGGTCATCCTGGGAGA 3° | 5> TCAGGACTTCCTTCAAGGCTGC

37

Kaspaz 9 | 5 GTTTGAGGACCTTCGACCAGCT 3° | 5> CAACGTACCAGGAGCCACTCTT

33

PARP1 5’ CCAAGCCAGTTCAGGACCTCAT 3* | 5°

GGATCTGCCTTTTGCTCAGCTTC

37

LC3A 5 GCTACAAGGGTGAGAAGCAGCT 3’ | 5°

CTGGTTCACCAGCAGGAAGAAG

37

p62 5’ TGTGTAGCGTCTGCGAGGGAAA 3> | 5 AGTGTCCGTGTTTCACCTTCCG

37

Beclin-1 | 5 CTGGACACTCAGCTCAACGTCA 3’ | 5 CTCTAGTGCCAGCTCCTTTAGC

37

GAPDH | 5 GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG 3> | 5 ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA

37

PCR reaksiyonu icin; iTaq Universal SYBR® Green Supermix ve diger
reaksiyon bilesenlerini oda sicakligina ulastirilarak ¢ozdiiriildii. lyice karistirilda,
homojen bir hal almasi igin 30 sn santrifijjlendi, ardindan isiktan koruyarak buz
tizerinde saklandi ve tiim reaksiyon karigimi buz iizerinde hazirlandi. 96 kuyucuklu
PCR plakasi icine asagidaki hacimlerde DNA sablonu hari¢ tiim diger bilesenler
eklenerek qPCR reaksiyonlar1 i¢in yeterli karisim hazirlandi ve reaksiyon karigimini
tyice karistirildi ve her bir qPCR plakasiin kuyucuklarina esit miktarda dagilmasi
saglandi. Son olarak reaksiyon karisimi iceren PCR kuyucuklarma DNA ornekleri

eklendi, kuyucuklar plakalar ile uyumlu seffaf filmle kapatildi ve reaksiyon
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bilesenlerinin homojenligini saglamak i¢in 40 saniye vortekslendi. Hava kabarciklarini
gidermek i¢in plaka dondiirtildii ve reaksiyon karisimi kabin dibinde topland: (183).

Reaksiyon karisima:

iTag Universal SYBR® Green supermix (2X) :5ul
Forward ve Reverse Primerler 22 ul
Nikleaz icermeyen su 21l
cDNA 2ul

PCR reaksiyonlar1 Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad Laboratories, BAE) cihazinda gergeklestirilmis ve sonuglar cihaz tarafindan

hesaplanmis ve grafikler cihazin kendi yazilimi tarafindan olusturulmustur (184).

Q-PCR protokolii:

Denattrasyon : 95°C 20 sn
Amplifikasyon: 95°C 15 sn
60°C 60sn

Melting: 65°C’den 95°C’ye (0,5°C/sn araliklarla)
Bekletme: 95°C 30 sn

40 siklus

Sogutma

Gen ekspresyon degisimleri Livak metodu (185) kullanilarak 22T degerleri
hesaplanarak bulunmustur. Buna gore kosullardaki gen ekspresyon degisimleri negatif
kontrol ile kiyaslanarak relatif gen ekspresyon degisimleri hesaplanmistir. GAPDH

kontrol geni olarak kullanilmstir.

In-vivo ksenograft néroblastom tiimér modeli gelisimi ve farelerin ajanlar ile

tedavisi

Insan kékenli KELLY néoroblastom hiicre hatti kullanilarak nude farelerde ksenograft
noroblastom modeli olusturulup, polieter iyonofor bir metabolit olan K41-A’nin anti-
tiimor etkisi olup olmadiginin gdsterilmesi amaciyla oncelikle KELLY hiicreleri
cogaltilarak nude farelere subkutan uygulama yolu ile verilmistir ve ndroblastom

ksenograft model olusumu saglanmstir.
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KELLY hiicrelerinin kiiltiire edilerek cogaltilmasi

KELLY noroblastom hiicre hattt DEU Onkoloji Enstitlisii Temel Onkoloji AD
tarafindan saglanmistir. KELLY hiicreleri RPMI-1640 hiicre kiiltiir ortam1 igine fetal
bovin serum %10 ve %1 L-glutamin ve %1 Penisilin-streptomisin eklenmis ¢ogaltma
ortamlar1 kullanilarak 2 giinde bir ortam degistirilerek steril 37°C %10 CO> inkulbator
sartlarinda cogaltildi. Hiicreler konfluent oldugunda pasajlanarak yeni kiiltiir

plaklarina ekilerek ¢ogaltilmasi saglandi.

In-vivo ksenograft néroblastom modeli olusturulmasi ve takibi

Kiiltiire edilerek ¢ogaltilan KELLY hiicreleri subkutan olarak farelere uygulandi ve

ksenograft timor gelisimi saglandi.

Calismada Kullanilan Hayvanlar ve Ozellikleri

Calismada etik kurul izni alinmis 5-7 haftalik ortalama agirliklar1 25 gr olan, Dokuz
Eyliil Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuarindan temin edilen erkek nude fareler
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuarinda
(DEUTFDHAL), Hepa-Filtreli kabinet iginde barindirildi; yem, su ve kafes
otoklavlandi. Hayvanlarin serbest¢e yem ve suya ulagsmalari saglandi. Fareler ¢alisma
boyunca oda sicakliginda (20 + 2 °C) ve 12’ser saatlik aydinlik/karanlik ortaminda
tutuldu. Calismaya baglamadan once fareler bir hafta siireyle bu ortamda izlenip

ortama uyum gdostermeleri saglandi.

In-vivo KELLY subkutan (s.c.) ksenograftlar

KELLY hiicreleri 5x108 hiicre/0,1 mL olacak sekilde subkutan olarak nude farenin sirt
bolgesinde tek tarafina enjekte edilerek timor gelisimi saglanmistir. Her bir grupta 8
hayvan olmak iizere 4 grup olusturulmustur. Noroblastom hiicere enjeksiyonundan
sonra fareler her guin kontrol edilmis ve tiimor boyutlart Slglilmiistiir. Timor gapt 7-10

gun iginde 0,6-0,8 cm’ye ulasan fareler her grupta n=8 olacak sekilde randomize edildi
(186).

1. Kontrol grubu (DMSO %0.01): Ug hafta boyunca, giin asir1 intraperitoneal
%0.01 DMSO/SF ile tedavi edilen grup (n=8).
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2. Polieter iyonofor (K41-A) grubu: Ug hafta boyunca, giin asir1 giinde 10 mg/kg
intraperitoneal K41-A (187) ile tedavi edilen grup (n=8).

3. Sisplatin (CDDP) grubu: Ug hafta boyunca haftada bir 5 mg/kg intrapertoneal
sisplatin (188)ile tedavi edilen grup (n=8).

4. Polieter iyonofor (K41-A) + Sisplatin (CDDP) grubu: Ug hafta boyunca giin
asirt 10 mg/kg intraperitoneal K41-A ve haftada bir 5 mg/kg intrapertoneal sisplatin

ile tedavi edilen grup (n=8).

Fareler tedavi bitiminden sonra 7 gln icinde sakrifiye edildi. Timd&r boyutunun
manuel olarak 6l¢iilmesi, manuel kumpas kullanilarak yapilmistir. Timor uzunluklar
(L) ve genislikleri (w) giin asir1 Sl¢iilmiis ve su formiil kullanilarak timoér hacmi
ekstrapole edilmistir: (Lxw?)/2. Ayrica, farelerin kilolar1 giin asir1 dlgiilerek takip

edilmistir.
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Tablo 5. In vivo deneylere ait zaman ve gruplar tablosu

1. 0-15.gin KELLY neuroblastoma 2. 16-36. glin tedavinin
hiicrelerin verilip timor uygulandigr siireg
gelisiminin gézlenmesi

Gin | Grup 1 (n=8) Grup 2 (n=8) Grup 3 (n=8) Grup 4 (n=8)
Kontrol Polieter Iyonofor | Sisplatin (5 Sisplatin (5
(DMSO (K41-A) (10 mg/kg) mg/kg) + Polieter
%0.01) mg/kg) Iyonofor (K41-A)

(10 mg/kg)

1. KELLY KELLY KELLY KELLY
noroblastom noroblastom néroblastom noroblastom
hiicrelerin hiicrelerin hiicrelerin hiicrelerin
enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu enjeksiyonu

2-6. | Kilo kontrol

1. TUmor TUmor TUmor Tumor
olusumunun olusumunun olusumunun olusumunun
baslamasi baslamasi baslamasi baslamasi

13- | Kilo kontrol + TUmor boyutunun élgtilmesi

14,

15. | TUmor Timor olusumu | Tiimor olusumu Timor olusumu
olusumu (Ttimor gap1 0,6- | (Tiimor ¢ap1 0,6- | (Tiimor cap1 0,6-
(Ttimor capt 0,8 cm’ye 0,8 cm’ye ulasan) | 0,8 cm’ye ulagan)
0,6-0,8 cm’ye | ulagan)
ulagan)

16. | DMSO K41-A Sisplatin K41-A + Sisplatin

17.

18. | DMSO K41-A K41-A

19.

20. | DMSO K41-A K41-A

21.

22. | DMSO K41-A K41-A

23. Sisplatin

24. | DMSO K41-A K41-A + Sisplatin

25.

26. | DMSO K41-A K41-A
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27.
28. | DMSO K41-A K41-A
29.
30. | DMSO K41-A Sisplatin K41-A + Sisplatin
3L
37. SAKRIFIKASYON

Farelerin sakrifikasyonu

Ksenograft model olusumu ve sonrasinda farelerin tedavileri tanmamlandiginda, K41-
A, Sisplatin ve K41-A-Sisplatin kombine uygulamalarinin tiimér dokularinda
apoptotik ve otofajik hiicre 6liimiine olan etkisinin, iligkili proteinlerin ekspresyonlari
Uzerinden immiinohistokimyasal olarak degerlendirilereck ortaya konmasi
amaglanmistir. Bu amagla, tedavisi tamamlanan fareler uygun sekilde sakrifiye
edilerek tiimoér dokular1 elde edilmistir. Sakrifikasyon asamasinda tiim organlar
metastatik olusum agisindan kontrol edilmistir ve hayvanlardan tiimor dokusunun yani
sira karaciger, bobrek, dalak, akciger ve beyin organlar1 da Hematoksilen-Eozin boyasi
ile degerlendirilmek {izere histolojik analizler i¢in alinmistir. Farelerin
sakrifikasyonlari, biyogiivenlik kabinet-2 (BSL-2) igerisinde gerceklestirilmistir.
Hayvanlarin tiimdérleri ¢ikarilarak ve %10 formaldehit soliisyonu ile fikse edilerek
immiinohistokimya i¢in kullanilmak {izere saklanmistir. Daha sonra hayvanlar
anestezi altinda antiseptik madde ile insizyon bolgesi temizlendikten sonra abdominal
bolgeden kesi atilarak batin acilmis ve tiim viicut taramasi yapilarak metastatik bir
olusum olup olmadig1r kontrol edilmistir ve organlar alinarak incelenmek {izere

%10’luk formaldehit i¢eren saklama kaplarina konulmustur.
Immiinohistokimyasal analizler

S.C. enjeksiyon ile olusturulan tiimorlerde uygulanan ajanlarin  hiicre 6lim
yolaklarinda kritik rol oyanyan se¢ilmis proteinlere olan etkisini degerlendirmek igin,

hayvanlara ajan uygulamlar1 sonras: sakrifikasyon ile elde edilen dokular parafine
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gomiilerek bloklanmis ve alinan tiimdr kesitlerinde immiinohistokimyasal boyamalar1

yapilmuistir.

Apoptoz iliskili Proteinler olarak: aktif-kaspaz 3 (189), aktif-kaspaz 8, aktif-kaspaz 9
(190), c-PARP (cleaved PARP) (191) ve Otofaji iliskili Proteinler olarak: LC3, p62,
Beclin-1 protein ekspresyonlart tiimor dokularinda immiinohistokimyasal olarak

boyanarak incelenecektir (192)
Doku Takibi prosedur:

Sakrifikasyon sonrasi ¢ikarilan dokular fiksasyon ig¢in %10’luk formadehit
¢ozeltisinde en az 48 saat bekletildi. Doku takibi cihazinda (Intelsint TP300, italya)
asagidaki kosullarda takibi yapilmistir;

Fiksatifi uzaklastirmak icin 1 gece cesme suyunda bekletildi. Dehidrasyon igin
%70’ten artan serilerde alkolden gegcirilerek su uzaklastirildi (20 ser dakika).
Seffaflandirmak i¢in Xylol soliisyonunda yarim saatlik iki seriden gecirildi. Parafine
hazirlama asamasinda yumusak parafinde iki seri 1’er saat bekletildi. Tim
asamalardan sonra, son olarak parafin bloklama cihazinda (Leica RM2245, Almanya)
yapilmistir. Donarak sertlesen parafin bloklar kaliplarindan ¢ikartildiktan sonra
mikrotoma (Leica RM2245, Almanya) yerlestirildi, 20 pm’lik kesitlerle doku
icetmeyen parafin parcalar1 uzaklastinlmistir ve dokuya ulastiktan sonra 5 pm’lik
kesitler alinarak firca yardimiyla su banyosuna aktarildi. Parafin ve dokuda bulunan
kivrimlarin agilmasi igin onemlidir. Ardindan dokular su banyosundan bir lama
alinarak ¢ikarildi ve kurumalari saglandi. Bu asamadan sonra boyama islemlerini

gerceklestirmeye hazir hale gelmis oldu.
Hematoksilen — Eozin boyama proseduri:

KELLY no6roblastom hiicre hatt1 in-vivo olarak, basta kemik olmak {izere diger
organlarda metastaz yapma 06zelligi gosterdiginden (193), sakrifikasyon asamasina
tiim organlar metastatik olusum agisindan kontrol edilmis ve hayvanlardan timor
dokusunun yani sira karaciger, bobrek, dalak, akciger ve beyin organlari da
Hematoksilen-Eozin boyasi ile degerlendirilmek {izere histolojik analizler icin

alinmastir.
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Once kesitler almir ve deparafinizasyon igin gece boyunca 60°C’lik etiivde bekletilir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda 20’ser dakika ilki 60°C’de digerleri 25°C olacak sekilde
ti¢ farkli ksilene tabi tutulur. Dehidratasyon basamagi icin alkol serilerinden (%99,
%396, %80, %70°1ik) gegirilir. Kesitler distile su ile yikandiktan sonra kontrol edilerek
boyay1 alana kadar hematoksilen ile muamele edilir. Boyamanin ardindan, fazla
boyanin dokudan uzaklagtirilmasi i¢in 5-6 dakika akan su altinda tutulur, sonrarsinda
40-60 saniye cozin boyasi ile boyanir. Boyamadan sonra artan alkol serisinden
(sirasiyla %70, %80, %96 ve %99) gecirilen kesitler 30’ar dakika ti¢ farkli ksilende

tutularak seffaflagtirilir ve ksilenden ¢ikarilan lamlar entellan ile kapatilir (194).
Immiinohistokimyasal boyama prosediirii:

Alnan kesitler deparafinizasyon islemi i¢in gece boyunca 60°C’lik etiivde birakilir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda 20’ser dakika ilki 60°C’de digerleri 25°C olacak sekilde
tic farkll ksilene tabi tutulur. Daha sonra dehidratasyon islemi i¢in alkol serilerinden
(%99, %96, %80, %70°1ik) gecirilir. Kesitler distile su ile ¢calkalandiktan sonra antijen
cagirma islemi i¢in 5 dakika sitrat sollisyonunda kaynatilir ve sonrasinda lamlar
sogumaya birakilir. Soguyan lamlar distile suda calkalanir. Sonrasinda %3’liik
hidrojen peroksit ile 10 dakika muamele edilir. Yine distile su ile yikama yapilir ve
inhibitor (serum) ile inhibisyon yapilir. Ardindan primer antikorlar uygulanarak +4
C’de bir gece bekletilir. Ertesi giin sekonder antikor (HRP) uygulanir. Sekonder
antikordan sonra DAB kromojen ile muamele edilir, mikroskop altinda kontrol
edilerek boyanma olana kadar bekletilir. Boyamanin ardindan, fazla boyanin dokudan
uzaklastirilmasi i¢in 5-6 dakika akan su altinda tutulur. Boyamadan sonra artan alkol
serisinden (%70, %80, %96 ve %99) gegirilen kesitler 30’ar dakika ii¢ farkli ksilende

tutularak seffaflastirilir ve ksilenden ¢ikarilan lamlar entellan ile kapatilir (195).

Immiinohistokimyasal analizler 151k mikroskobu ile (Olympus BX50) mikroskobik

inceleme ile 20 farkli alanda taranarak degerlendirilmistir.
3.5. Verilerin Degerlendirilmesi

Hiicre canlilik deneylerinde her bir kosul en az 3 tekrar olarak ¢alisilmis. lag

uygulamasi yapilmayan hiicreler negatif kontrol olarak kullanilmistir.
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Hiicre canliligi (%) = (ilagla muamele edilen hiicrelerin absorbanst /negatif kontrol

hiicrelerin absorbanst) *100 olarak hesaplanmistir.

Hiicre popiilasyonunun %50’sini 6ldiiren ila¢ konsantrasyonu LD50/IC50 dozu
olarak kabul edilmistir. Canlilik testi sonras1 ajanlarin LD50/IC50 degerleri GraphPad
Prism version 9.0 (GraphPad Software, Chicago, ABD) yazilmi ile

canlilik/konsantrasyon grafikleri araciligiyla belirlenmistir.

Akim sitometri deneyinde analizler cihazin kendi programi (Kaluza Analysis,
ABD) kullanilarak otomatik olarak gerceklestirilmistir. Bu analizlerde boyama
yapilmayan negatif kontrol grubuna gore (Unstained) kapilama yapilip, ilagla

muamele edilen kosullar buna gore degerlendirilmistir.

Q-PCR deneyinde; GraphPad Prism kullanilarak grafikler ¢izilmis ve istatiksel

olarak anlamli degisimin olup olmadiginin saptanmasi i¢in t testi kullanilmistir.

Istatistiksel analiz dortlii grup karsilastirmalarinda verilerin normal dagilimi
gozetilerek ANOVA vya da Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Kategorik verilerin
degerlendirilmesinde Ki-Kare testi kullanilarak gruplar arasi kategorik degiskenlerin
dagilimi karsilastirilmustir. TUm istatistiksel analizler SPSS Version 24.0 (IBM SPSS
Statistics, ABD) programinda yapilmistir. p<0,05 degeri istatistiksel anlamli kabul

edilmistir.
3.6. Arastirmanmin Simirhhiklar:

Bu tez c¢alismasinda protein ekspresyonlarinin western-blot teknigi ile
degerlendirilmesi planlanmaktaydi. Western-blot analizlerinin yapilmasi bu ¢alisma
sonucu ortaya ¢ikan verilerin validasyonunun saglanmasi ag¢isindan Onem arz
etmekteydi. Ancak bu teknik icin gereken ekipman ve sarf malzemelerinin maliyetleri
nedeniyle uygulanmasi miimkiin olmadi. Bu nedenle yalnizca proteinlere ait mRNA
seviyeleri aracilif ile transkripsiyon seviyesinde bir degerlendirme yapilabildi. Ayn1
sekilde in vivo analizlerde de western-blot yerine immdunohistokimyasal protein

seviyesi iizerinden bir degerlendirme yapilmistir.
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3.7. Etik Kurul Onay1

Dokuz Eylill Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
29.09.2021 tarihli 52/2021 protokol numarasi ve 03/15/2021 giindem numarasi ile etik

kurul onay1 alinmistir. Etik kurul onay1 6rnegi EK’te sunulmustur.
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4. BULGULAR
4.1. Hiicre Canhilik Analizleri

Bir polieter iyonofor molekil olan K41-A’nin KELLY ve SH-SY5Y hcreleri
tizerindeki tek basina ve sisplatin ile birlikte etkisi WST-1 yontemi ile incelenmistir.
Bu amagla, SH-SY5Y hicreleri 0-100 uM arasi degisen dozlarda K41-A ve sisplatin
(CDDRP) ile 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele edilmistir ve bu siirelerin sonunda

WST-1 ile hiicre canlilig1 degerlendirilmistir.

SH-SY5Y hicrelerinde K41-A ve CDDP hem tek basina hem de birlikte
uygulanmis ve 24, 48 ve 72 saat sonunda WST-1 ile hiicre canlilig1 6l¢iilmistiir.

Asagida SH-SYS5Y hicrelerine ait hiicre canlilik grafigi verilmektedir.

SH-SY5Y Huicre Canlilik Analizi Sonuglari
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24 saat W48 saat M 72 saat

Sekil 8. K41-A ve sisplatinin 24, 48 ve 72 saat surelerde SH-SYSY hiicrelerinde farkli
dozlarda (0-100uM) hiicre canliligina etkisi

WST-1 testi sonucuna gore SH-SY5Y hucreleri tzerindeki en etkin ilag
yanitlarinin 24 saatlik maruziyetlerde ortaya ¢iktig1 gézlenmistir. Bundan dolay1 24

saatlik ajan uygulamasinda ilag dozuna bagli olarak degisen hiicre canlilik oranlari ile
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doz/konsantrasyon-canlilik egrileri olusturulmus ve ajanlara ait LD50/IC50 dozlari

belirlenmistir.

Canlilik/Yanit (%)
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Sekil 9. SH-SY5Y hicrelerinde K41-A ve CDDP doz/konsantrasyon-canlilik
grafikleri

Bu analizler dogrultusunda 24 saat sonunda SH-SY5Y hicrelerinin %50’sini
olduren K41-A dozu (LD50/IC50) 41,98 puM ve SH-SYSY hiicrelerinin %50 sini
6lduren CDDP dozu (LD50/1C50) 99,57 uM olarak belirlenmistir.

KELLY hicrelerinde K41-A ve CDDP hem tek basina hem de birlikte

uygulanmis ve 24, 48 ve 72 saat sonunda WST-1 ile hiicre canlilig1 6l¢lilmiistiir.

Asagida KELLY hiicrelerine ait hiicre canlilik grafigi verilmektedir.
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KELLY Hucre Canlilik Analizi Sonuglari
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Sekil 10. K41-A ve sisplatinin 24, 48 ve 72 saat siirelerde KELLY hiicrelerinde farkl
dozlarda (0-100uM) hiicre canliligina etkisi

WST-1 testi sonucuna gore KELLY hicreleri Uzerindeki en etkin ilac
yanitlarinin 24 saatlik maruziyetlerde ortaya ¢iktig1 gézlenmistir. Bundan dolay1 24
saatlik ajan uygulamasinda ila¢ dozuna bagli olarak degisen hiicre canlilik oranlar ile

doz/konsantrasyon-canlilik egrileri olusturulmus ve ajanlara ait LD50/IC50 dozlari

belirlenmistir.
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Sekil 11. KELLY hicrelerinde K41-A ve CDDP doz/konsantrasyon-canlilik
grafikleri.
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Bu analizler dogrultusunda 24 saat sonunda KELLY hiicrelerinin %50 sini
6lduren K41-A dozu (LD50/IC50) 39,17 uM ve SH-SYSY hiicrelerinin %50’sini
6lduren CDDP dozu (LD50/1C50) 48,34 uM olarak belirlenmistir.

In-vitro deneylerin bundan sonraki asamalarinda bu analiz sonucu belirlenen

LD50/IC50 dozlar1 ve bu ajanlarin bu dozlarda kombinasyonlar1 uygulanmistir.
4.2. Mikroskopi Goruntuleri

41,98 uM K41-A ve 99,57 uM CDDRP ile inkube edilen SH-SY5Y hiicreleri

24, 48 ve 72 saatlik siirelerde mikroskopi altinda incelenmistir.

Kontrol K41-A (41,98 uM) CDDP (99,57 pM)

24 SAAT

10x
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48 SAAT

10x

72 SAAT

10x

Sekil 12. 41,98 uM K41-A ve 99,57 uM CDDP ile inkube edilen SH-SY5Y
hiicrelerinin mikroskobi gorintlleri (24, 48 ve 72 saat)
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39,17 uM K41-A ve 48,34 uM CDDRP ile inkube edilen KELLY hcreleri

24,48 ve 72 saatlik siirelerde mikroskopi altinda incelenmistir.

Kontrol K41-A (39,17 uM)  CDDP (48,34 uM)

24 SAAT

10x

: \))‘n /4.; c;@

48 SAAT

10x

72 SAAT

10x
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Sekil 18. 39,17 pM K41-A ve 48,34 uM CDDP ile inkube edilen hiicrelerinin

mikroskobi gorunttleri (24, 48 ve 72 saat)

4.3. Akim Sitometrik Apoptoz ve Nekroz Tayini

SH-SYS5Y ve KELLY hicrelerinde K41-A ve CDDP uygulamasinin hangi tip

hiicre 6liimiine yol agtigini incelemek i¢in Annexin V/ Propidium iyodiir boyamasi ile

akim sitometrik hicre 61Um analizi yapilmistir.
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Sekil 19. SH-SY5Y hicrelerinde AnnexinV/PI analiz sonuglarina ait akim sitometri

histogramlari

SH-SYSY ANNMEXIN V-Pl ANALIZ SONUCLARI
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HEONTROL NE41A EODDP K414 + CDOP

Sekil 20. SH-SYSY hiicrelerinde AnnexinV/PI analiz sonuglarina ait yiizde oranlarini
gosteren grafik (* p<0.05, ** p<0,01, *** p<0,001)

CDDP ve K41-A’nin LD50 dozlart uygulanan SH-SY5Y hiicrelerinde 24 saatin
sonunda kontrol grubunda %94,0 canlilik, %3,0 erken apoptoz, %1,5 ge¢ apoptoz ve
%1,5 nekroz goralirken; K41-A grubunda %62,7 canlilik, %0,4 erken apoptoz, %1,3
gec apoptoz ve %35,6 nekroz; CDDP grubunda %42,8 canlilik, %0,3 erken apoptoz,
%1,9 gec apoptoz ve %55,0 nekroz; K41-A+CDDP grubunda %39,7 canlilik, %0,2
erken apoptoz, %1,0 ge¢ apoptoz ve %59,0 nekroz goriilmiistiir.

61



Data Set 2: KELLY Control
Data Set 2: KELLY Control
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Sekil 21. KELLY hiicrelerinde AnnexinV/PI analiz sonuglarina ait akim sitometri

histogramlar1

62



. KELLY ANNEXIN V-PI ANLIZ SONUCLARI
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Sekil 22. KELLY hiicrelerinde AnnexinV/PI analiz sonuglarina ait yiizde oranlarini
gosteren grafik (* p<0.05, ** p<0,01, *** p<0,001)

CDDP ve K41-A’nin LD50 dozlar1 uygulanan KELLY hcrelerinde 24 saatin
sonunda kontrol grubunda %97,7 canlilik, %0,0 erken apoptoz, %0,5 ge¢ apoptoz ve
%1,80 nekroz goruliirken; K41-A grubunda %55,8 canlilik, %5,4 erken apoptoz, %30
gee apoptoz ve %9,9 nekroz; CDDP grubunda %59,3 canlilik, %3,3 erken apoptoz,
%17,1 ge¢ apoptoz ve %20,3 nekroz; K41-A+CDDP grubunda %54,4 canlilik, %1,0
erken apoptoz, %20,7 gec apoptoz ve %23,9 nekroz goriilmiistiir.

4.4. Akim Sitometrik Otofaji Tayini

SH-SY5Y ve KELLY hiicrelerinde K41-A ve CDDP uygulamasinin otofaji

tizerindeki etkilerini incelemek i¢in akim sitometrisi ile otofaji tayini yapilmigtir.
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Data Set 5: SHSY-5Y K41A

Data Set 5: SHSY-5Y K41A
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Sekil 23. SH-SYS5Y hiicrelerinde otofaji analiz sonuglarina ait akim sitometri

histogramlari
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Sekil 24. K41-A ve CDDP uygulamasina bagli olarak SH-SY5Y hiicrelerinde otofaji
oranlarini gosteren grafik (* p<0.05, ** p<0,01, *** p<0,001)
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Bu sonuclara gore SH-SY5Y hicrelerinde kontrol grubunda %51,3; K41-A

grubunda %26,0; CDDP grubunda %58,4 ve K41-A+CDDP grubunda %29,9 otofaji

goriilmiistiir. K41-A uygulanan grupta kontrol ve CDDP grubuna gore otofaji oraninda

azalma goriilmektedir. Ayn1 zamanda K41-A+CDDP grubu da hem kontrol hem de

tek basmma CDDP ile karsilastirildiginda daha az otofaji oranina sahiptir. K41-A,

CDDP ile indiiklenen otofajiyi inhibe etmistir.
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Data Set 6: KELLY CDDP Data Set 6: KELLY CDDP
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Sekil 25. KELLY hiicrelerinde otofaji analiz sonuglarina ait akim sitometri

histogramlari
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KELLY Otofaji Analiz Sonuclan
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Sekil 26. K41-A ve CDDP uygulamasina bagli olarak SH-SY5Y huicrelerinde otofaji
oranlarini gdsteren grafik (* p<0.05, ** p<0,01, *** p<0,001)

Bu sonuclara gére KELLY hicrelerinde kontrol grubunda %29,4; K41-A
grubunda %25,0; CDDP grubunda %66,38 ve K41-A+CDDP grubunda %53,65
otofaji gorilmistiir. K41-A uygulanan grupta kontrol ve CDDP grubuna gore otofaji
oraninda azalma goriilmektedir. Ayn1 zamanda K41-A+CDDP grubu CDDP ile
karsilastirildiginda daha az otofaji oranina sahiptir. K41-A, CDDP ile indiiklenen

otofajiyi inhibe etmistir.
4.5. Es-zamanh Kantitatif PCR (Q-PCR) Analizleri

Hicrelerdeki apoptotik ve otofajik proteinlere ait mRNA seviyelerinin
belirlenmesi icin Q-PCR analizleri gergeklestirilmistir. SH-SY5Y hcrelerinde ajan
uygulamasina bagli olarak apototik ve otofajik belirteglere ait RT-QPCR analiz
sonuglari asagidaki gibidir. p<0,001 *** olarak gosterilmektedir.
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Sekil 27. K41-A ve CDDP uygulamasina bagli olarak SH-SY5Y hiicrelerinde Q-PCR
ile gen ekspresyonlarinin degisimlerinin incelenmesi (* p<0.05, ** p<0,01, ***

p<0,001)

Bu sonuclar gostermektedir ki SH-SY5Y hicrelerinde K41-A hem tek basina hem de
CDDP ile birkikte kombine uygulamasinda apototik Kaspaz 8 mRNA seviyelerini
istatistiksel olarak anlamli derecede arttirmistir (p<0,001). K41-A+CDDP uygulmasi ise
Kaspaz 3 seviyerlerinde anlamli artisa neden olmustur (p<0,001). Kaspaz 9 mRNA
seviyeleri ise CDDP ve K41-A+CDDP grubunda anlamli artis gésterirken tek basina
K41-A uygulanan grupta anlamli fark goriillmemistir (p>0,05). CDDP uygulamasi PARP-
1 seviyesini yiksek oranda arttirmistir ve CDDP ile birlikte uygulanan K41-A bu asirt
yiiksek ekspresyonu anlamli derecede azaltmistir ve hiicrenin yiiksek PARP-1
ekspresyonu ile gelistirdigi apoptoza direncini azaltmistir (p<0,001). Otofajik belirtecler
olan p62, LC3A ve Beclin-1 ise CDDP uygulamasina bagli olarak artarken K41-A
uygulamasi bu belirteclerin ekpresyon seviyelerini hem tek basina hem de CDDP ile
kombine uygulamada azaltarak otofajiyi inhibe etmektedir (sirasiyla p<0,05, p<0,001,
p<0,05).

KELLY hiicrelerinde ajan uygulamasima bagli olarak apototik ve otofajik

belirteclere ait RT-QPCR analiz sonuglari asagidaki gibidir.
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Sekil 28. K41-A ve CDDP uygulamasina bagl olarak KELLY hiicrelerinde Q-PCR
ile gen ekspresyonlarinin degisimlerinin incelenmesi (* p<0.05, ** p<0,01, ***

p<0,001)

Bu sonuglar gostermektedir ki KELLY hicrelerinde K41-A uygulamasi hem tek
basina hem de CDDP ile birkikte kombine uygulamasinda apototik Kaspaz 8 mRNA
seviyelerini arttirmisgtir  (p<0,001). K41-A+CDDP uygulmas1 ise Kaspaz 3
seviyerlerinde anlamli artisa neden olmustur (p<0,001). Kaspaz 9 mRNA seviyeleri
ise K41-A+CDDP grubunda anlamli artig gosterirken tek bagmna K41-A ve CDDP
uygulanan grupta anlamh fark gorilmemistir (p>0,05). CDDP uygulamas1 PARP-1
seviyesini yiiksek oranda arttirmistir ve CDDP ile birlikte uygulanan K41-A bu asiri
yiiksek ekspresyonu anlamli derecede azaltmistir ve hiicrenin apoptoza direncini
azaltmistir (p<0,001). Otofajik belirtecler olan p62, LC3A ve Beclin-1 ise CDDP

uygulamasina bagli olarak artarken K41-A uygulamasi bu belirteclerin ekpresyon
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seviyelerini hem tek bagina hem de CDDP ile kombine uygulamada azaltarak otofajiyi

inhibe etmektedir (p<0,001).

4.6.In  Vivo Noroblastom Ksenograft Modelinde Tumér Boyut

Degisimlerinin Incelenmesi

Nude farelerde néroblastom ksenograftlari olusturulduktan ve tiimér boyutu 0,6-
0,8 cm’ye ulasanlar tedavi gruplarani randomize edilmis ve tedavi baslangicindan
sakrifikasyona kadarki tiimor boyutlar1 6l¢iiliip tiimor hacmi hesaplanmistir. Asagida

gruplara ait timor boyut degim grafigi verilmektedir.

Ortalama Tumor Hacim Degisim Grafigi
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Sekil 29. Noroblastom ksenograft modelinde tedavi siresince gruplardaki
ortalama tiimor hacim degisimleri. (Kontrol vs. CDDP p=0,018, Kontrol vs. K41-
A+CDDP p=0,00)

Bu sonuglar gostermektedir ki tiimdr boyutu en hizli kontrol grubunda artarken
CDDP grubunda tiimdr biiyiimesi anlamli olarak azalmistir. K41-A’nin CDDP ile
birlikte uygulandig1 grupta ise CDDP’nin tek basina uygulandigi gruba gore yine

timor buyumesi istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir.
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4.7. In Vivo Noroblastom Ksenograft Modelinde Apoptotik ve Otofajik

Belirteclerin Immiinohistokimyasal Analizi

Nude farelerde ndroblastom ksenograftlar1 olusturulup gruplara tedavi rejimleri
uygulandiktan sonra fareler sakrifiye edilmis ve timor dokular1 alinarak
immunohistokimyasal analizle apoptotik cleaved-Kaspaz 3, cleaved-Kaspaz 8,
cleaved-Kaspaz 9 ve cleaved-PARP-1 ve otofajik p62, LC3A, Beclin-1 protein
ekspresyon seviyeleri degerlendirilmistir. Immunohistokimyasal boyamalar1 yapilan

dokulara ait mikroskobik goriintiiler agagida gosterilmektedir.

Kontrol K41-A CDDP K41-A + CDDP

Kaspaz 3

Kaspaz 8

Kaspaz 9

%10 ekpresyon / 10x %25 ekpresyon / 10x %15 ekpresyon / 10x %20 ekpresyon / 10x
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PARP

%30 ekpresyon / 10x %40 ekpresyon / 10x

p62

%40 ekpresyon / 10x %60 ekpresyon / 10x %650 ekpresyon / 10x %70 ekpresyon / 10x
Beclin-1

%10 ekpresyon / 10x %20 ekpresyon / 10x %5 ekpresyon / 10x %10 ekpresyon / 10x
LC3A

%30 ekpresyon / 10x %10 ekpresyon / 10x %20 ekpresyon / 10x %30 ekpresyon / 10x

Sekil 30. In vivo noroblastom ksenograft modelinde tedavi gruplarina ait temsili

immunohistokimyasal mikroskobi gérintileri

Gruplar aras1 apoptotik ve otofajik hiicre 6lumii ile iligkili protein seviyeleri

karsilagtiritlmis olup sonug tablosu ve grafikleri asagida verilmektedir.

Kaspaz 3 Kaspaz 8 Kaspaz 9 PARP p62 Beclin-1 LC3A

N Ortalama Std. Sapma  Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma

30

6,94751

Kontrol 8 40 9,2582 20 534522 1625 517549 35 534522 3875 17,6888 1375 744004 2875 1807722
K41-A 8 4875 1125992 34375 1545443 2375 954314 16875 1437694 5125  11,25992 20 2267787 9,625

Cbpp 8 5 1195229 375 886405 10 707107 475 886405 3375 517549 325 198206 35625 14,5006
K41-A+CD 8 575 707107 3875 834523 1875 790569 40 21,3809 71875 1131923 725 301188
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Sekil 31. In vivo ndroblastom ksenograft modelinde tedavi gruplarina ait ortalama
apoptotik ve otofajik protein ekpresyon skorlari tablosu
In vivo immiinohistokimyasal Protein Ekspresyon Skorlan
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Sekil 32. In vivo ndroblastom ksenograft modelinde tedavi gruplarina ait ortalama
apoptotik ve otofajik protein ekpresyon skorlar1 grafigi (* p<0.05, ** p<0,01, ***
p=<0,001)

Bu sonuglar gostermektedir ki apoptotik proteinler olan kaspaz 3 ve kaspaz 8 hem
K41-A ve CDDP tek baslarina uygulandiginda hem de birlikte uygulandiginda kontrol
grubuna gore anlamli derecede artis gostermistir. Kaspaz 9 ekspresyonu ise K41-A
grubunda CDDP grubuna goére anlamli derecede daha fazla goriilmiistir. PARP
ekpresyonu K41-A uygulanan grupta azalmakta iken CDDP uygulanan grupta
artmaktadir ve iki ajanin kombine uygulamasinda CDDP tek basina uygulanan gruba
gore azalmaktadir. P62’nin hiicre iginde birikmesi hiicresel otofajinin inhibisyonunun
gostergesidir. Sonuglara gore K41-A p62 oranini hem tek bagina uygulandiginda hem
de CDDP ile birlikte uygulandiginda arttirmistir. Bu da K41-A’nin otofaji inhibisyonu
yaptigin1 dogrular niteliktedir. K41-A yine hem tek uygulamada hem de kombine
uygulamada LC3A otofajik protein seviyelerini diisiirerek CDDP’nin neden oldugu

otofajiyi azaltmaktadir.
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5. TARTISMA

Dogal bilesikler olan polieter iyonoforlara son yillarda artan bir ilgi oldugu
gergektir. Gliniimiizde molekiiler yapist aydinlatilmis olan 120’den fazla dogal
iyonofor bilesik vardir (130). Baslica amaglar1 koksidiyozu kontrol etmek olsa da
(131) son yillarda polieter iyonoforlar kanser aragtirmalarinda da 6ne ¢ikmaktadir

(155).

K41-A, Streptomyces tirlerinden izole edilen, Gram-pozitif bakterilere karsi
antibakteriyel ve anti-koksidal aktivite bildirilen polisiklik bir polieter molekiludur
(175). Khan ve arkadaslar1 ile Gezer ve arkadaslari, Streptomyces cacoi'den K41-A
molekdlund izole etmeyi basarmislardir (16,17) Khan ve arkadaslari, K41-1A'nin
insan servikal karsinom (HelLa), insan prostat kanseri (PC-3), insan akciger
adenokarsinomu (A549) ve insan kolorektal adenokarsinom (CaCo-2) hucreleri
lizerinde antikanser 6zelliklere sahip oldugunu bildirmislerdir (16). izole edilen bu
bilesigin kanser hiicre hatlarinda otofaji tizerindeki etkisi de incelenmistir. Yazarlar,

K41-A’nin otofajiyi inhibe edebilecegini 6ne siirmiislerdir (16).

Bu ¢alismada ise dogal bir polieter iyonofor olan K41-A’nin néroblastom hiicre
hatlar1 ve in vivo néroblastom ksenograft modelinde olasi anti-kanser etkileri ve etkili
olabilecegi One siiriilen hiicre 6liim mekanizmalari molekiiler tekniklerle

incelenmistir.

Bir polieter molekiil olan lasalosid asitin antiproliferatif 6zellikleri, meme, kolon
ve akciger adenokarsinom hiicre hatlar1 da dahil olmak {izere bir dizi kanser hiicre hatt1
tizerinde yapilan arastirmalarda kanitlanmistir (156). Daha ileri galismalar lasalosid
asidin insan prostat kanserine karsi olumlu etkilerini dogrulamistir (157). Diger bir
polieter iyonofor olan monensin ise prostat kanseri hiicrelerine kars1 yiiksek verimli
taramasi yapilan 500’den fazla bilesigin dahil edildigi bir ¢aligmada bu hiicrelerin
biylmesini inhibe etme 6zelligi gosteren dort ajandan biris olarak 6ne ¢ikmistir (158)
Monensinin ayrica lenfoma ve kemorezistan bir pankreas kanseri varyant1 da dahil
olmak {lizere diger birgok kanser hiicresi tiirlinlin ¢ogalmasini engelledigini
gostermistir (159-161). Bu sonuglara benzer sekilde, bu c¢alismada K41-A’nin

noroblastom hiicre hatlarinda sitotoksik etki gostererek hiicre biiylimesini inhibe ettigi
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gosterimistir. Ayrica, polieter iyonoforlar diger kemoterapétik ajanlarla birlikte
uygulandiklarinda sinerjik etki goterebilmektedirler. Ornegin monensin SWA11 risin
A zincirinin sitotoksik aktivitesini birlikte uygulandiginda elli kat arttirabilmeyi
basarmistir (162,163). Benzer sekilde doksorubisin ile birlikte uygulanan monensin
bir HeLa hiicre hatt1 tiirevinde doksorubisinin anti-proliferatif etkilerini arttirmaktadir
(164). Yapilan bu ¢alismada da sispatin ile uygulanan K41-A’nin tek basina sisplatin

uygulamasina gore hiicre canliligini daha fazla azalttig1 gosterilmistir.

Apoptoz, kontrollii nekroz ve otofajik hiicre 6liimii siniflandirilmis ana hiicre
olum tipleridir. Genellikle hiicreler hiicre 6lim mekanizmalarinin karmagsik
ozelliklerine maruz kalirlar. Ug hiicre 6liim tipi de birbirlerini dislamadan etki ederler.
Otofaji sitoplazmik igerigin bozulmasiyla baslar ve bozunan hiicresel igerigin geri
dontstiiriillmesiyle hiicresel stresin hafifletilmesine neden olur. Kanser hiicreleri
degisen mikrogevreleri ve yiiksek metabolik ve biyosentez ihtiyaclari nedeniyle
otofajiye saglikli hiicrelere gore daha fazla yatkindirlar (196,197). Kanser hiicreleri
genellikle kusurlu otofajik kapasiteler gosterdiginden, otofajinin indiiksiyonu bir
tiimdr baskilayici mekanizma olarak goriilmektedir. Otofajik 6liimiin indiiklenmesi,
apoptoza direngli kanser hiicreleri igin yararli bir terapotik yaklasim olabilir ve kanser
hiicresi Oliimiinii tesvik etmede apoptoz ile birlikte tamamlayicit bir yaklasim
saglayabilir. Ote yandan, otofajinin tedavi aracili tiimér hiicresi dliimiine kars1 direng
sagladigi gosterilmistir. Timor hiicreleri koruyucu otofajiyi indiiklediginde, otofajinin
inhibisyonu apoptozu aktive ederek tlimor hiicrelerini tedaviye duyarli hale getirmenin
bir yolunu saglayabilir (127-129). Polieter antibiyotikler arasinda, monensin ve
nigerisin otofaji iizerindeki etkileri agisindan incelenen en yaygin antibiyotiklerdir.
Monensinin hiicre iginde otofajik vakuoller biriktirdigi rapor edilmistir (198). Daha
ileri ¢aligmalar, monensinin otofaji yolunun terminal flizyon asamasini, yani
otofagozom ve lizozom flizyonunu inhibe ederek otofajik vakuollerin birikmesine yol
actigin1 ve HeLa hiicre hattinda apoptozu tetikledigini dogrulamistir (151). Benzer
sekilde, bagka bir ¢alismada, polieter antibiyotikler monensin ve nigerisinin her
ikisinin de MN9D noronal hiicrelerinde otofagozom ve lizozom fuzyonu tzerindeki
inhibitor etkilerini gostererek sitoplazmada otofajik vakuollerin birikmesine neden
oldugu ortaya konmustur. Buna paralel olarak, Western blot analizi, bu polieter

antibiyotiklerin tedavisi lizerine kaspaz 3'iin parcalanmasi ile birlikte hem otofaji akis
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belirtecleri LC3-II hem de p62'nin biriktigini gostermistir (152). Bununla birlikte,
monensinin rapamisin (MTOR inhibitoru) veya erlotinib (epidermal biyime faktori
reseptOrii inhibitorii) gibi antikanser ilaglarla eszamanl tedavisinin, akciger kanseri
hiicre hattt NCI-H1299'da sinerjik antikanser aktivitesinin artmasiyla sonuglandigi
gosterilmistir. Otofajinin hayatta kalma yanlisi rolii nedeniyle, kanser tedavisi
sirasinda, Ozellikle otofajik yolun negatif diizenleyicisi olan mTOR'u inhibe eden
rapamisin tedavisi durumunda, hiicrelerin otofaji yoluyla 6liimden kagmay1 basardigi
bilinmektedir. Bununla birlikte, monensin gibi otofaji inhibitdrii ile es zamanl tedavi
durumunda, bolinmils kaspaz 3 gibi apoptoz yiiriitiiciilerinin  yliksek
konsantrasyonuna yol agmaktadir. Buna paralel olarak, LC3-1l ve p62 otofaji
belirteclerinin her ikisi de kombinasyon tedavisinde artmistir, bu da apoptotik
aktivitenin otofajinin inhibisyonu ile tetiklendigini diisiindiirmektedir (153). Bu
calismada da literatiir verileriyle uyumlu bir sekilde polieter molekiil K41-A’nin
ndroblastom hiicrelerinde apoptozu arttirirken otofajiyi inhibe ettigi akim sitometrik
analizlerle gosterilmistir. K41-A tek basina uygulandiginda kontrol grubuna gore
apoptotik hiicre 6liimiinii anlamli derecede arttirmigtir. Sisplatin ile uygulandiginda ise
her iki ajanin tek baslarina uygulandig1 gruplara gore apoptotik hiicre popiilasyonu
artmigtir. Ayni sekilde K41-A kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 gibi apoptoz
belirteclerinin RNA seviyelerini yukari diizenlenmesine neden olmustur. Sisplatin ve
K41-A’nin birlikte uygulanmasi ise bu belirtegleri yine ajanlarin tek baslarina neden
oldugundan daha fazla arttirarak apoptozun indiiklenmesine sebebiyet vermistir.
Antineoplastik ajan sisplatin en ¢ok intra ve interstrand DNA adductlar1 olusturma
kapasitesi ile bilinir ve bu da hiicre oliimiinii atesleyen bir DNA hasar yanitinin
aktivasyonuna yol acar. Kanser hiicrelerinin sisplatinin neden oldugu DNA hasarina
bagli olarak PARP hiperaktivitesine aracili in vitro sisplatin direnci gelistirdigini ve
dolayistyla PARP inhibitorlerinin sitotoksik etkilerine duyarli hale geldigi
gosterilmigtir (199-201). Bu c¢alismada da noroblastom hiicrelerinde sisplatin
uygulamasina bagli olarak PARP RNA seviyelerinin yiiksek oranda arttig
gosterilirken K41-A bunu anlamli derecede azaltmis ve sisplatin ile birlikte
uygulandigindan sisplatinin neden oldugu PARP hiperaktivasyonunu anlaml
derecede azaltmayi basarmistir. Bu da K41-A’nin PARP inhibitorlerine benzer

mekanizma ile etki edebilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, sisplatin uygulamasina
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bagli olarak hiicrelerde otofajinin arttig1 akim sitometrik analiz ile gosterilmistir. Buna
ek olarak p62, Beclin-1 ve LC3 RNA seviyelerini anlamli derecede diisiirmiis ve
sisplatin uygulamasina bagli olarak artan bu belirteclerin seviyesine birlikte
uygulandiginda azaltict etki etmistir. Bunun da yukarida bahsedilen kanser
hiicrelerinin kemoterapdtik uygulamasina yanit olarak otofajinin indliksiyonu yoluyla
apoptoza kars1 direng olusturma ¢abalarindan kaynaklandigi 6ne siiriilebilir. Siplatinle
birlikte uygulanan K41-A sisplatinin neden oldugu artmis otofajiyi anlamli derecede
inhibe edebilmektedir. Boylece hiicrelerin otofaji aracili apoptozdan kagis
mekanizmalarin1 bozarak kombinasyon tedavisinde daha anlamli sitotoksik etki

saglamas1 mumkun olabilmektedir.

Salinomisin, monensin ve nigerisin iyonoforlari in vitro ¢aligmalarin yaninda
ayni zamanda in vivo preklinik kanser modellerinde tek ajan olarak ve diger antikanser
ilaglarla kombinasyon halinde 6nemli antikanser aktiviteleri gdstermistir. Daha da
Onemlisi, kanser kok hicresi benzeri hiicrelere karsi da antikanser aktivite
gdstermislerdir. In vivo ¢alismalar, gemsitabin ile kombine edilen salinomisinin insan
pankreas kanserinin engraftmanini tek basina ajandan daha etkili bir sekilde ortadan
kaldirabildigini gostermistir (172). Bir ¢alismada, salinomisin, meme Kkanseri
hastalarinin mammosferindeki kanser kok hucrelerini ve nude farelerde MCF-7
mammosfer tiimor ksenograftindaki timor biiylimesini hedgehog sinyalini modiile
ederek inhibe etmistir (202). Salinomisinin baska bir in vivo ¢aligmada ise HepG2
nude fare ortotopik tiimoriinde hiicre ici Ca** ve Wnt/B-katenin yolagin1 modiile
ederek apoptozu indiikledigi gosterilmistir (203). Wu ve arkadaslar1 tarafindan
ylriitiilen bagka bir calisma ise salinomisinin in vivo olarak nude farelerde (BALB/c-
nu) CNE-2 tiimor ksenograft biiyiimesini baskiladigi kanitlanmigtir (204). Salinomisin
ayrica gastrik kanser modeli olusturulan farelerde in vivo matrigel plug testinde
neovaskiilarizasyonu azalttigi ve STAT3 sinyalini inhibe ederek ve mide kanseri
modelinde apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Salinomisin, in vivo BALB/cA nude
farelerde SGC-7901 tumor ksenograft buyumesinde CD-31-pozitif endotelyal
hicreleri ve VEGF, p-VEGFR2 ve p-STAT3 ekspresyonunu azaltmistir (205). Nude
farelerde Wntl-transfekte AGS mide kanseri hiicrelerinde CD44+ Oct4+ gastrik CSC
popiilasyonunu inhibe etmistir (206). Nigerisin ile yapilan bir caligmada ise

nazofarenks kanserinde, nigerisinin kanser kok hiicrelerini hedef aldig1 ve onlar1 hem
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in vivo hem de in vitro olarak sisplatine karsi hassaslastirdigi da bildirilmistir (207).
Monensinin dahil edildigi bir ¢aligmada ise veriler, iyonofor monensin ile tedavinin,
normal dokular1 etkilemeden HCC hiicrelerinde Na+ homeostazini bozmak igin
glivenli bir alternatif oldugunu goéstermistir. Monensinin apoptozu indiikledigi ve
coklu ila¢ direnci gosterenler de dahil olmak iizere ¢ok sayida kanser hiicresi tiirliniin
in vitro proliferasyonunu inhibe ettigi ve ksenograft ekstra hepatik tiimdrlerin in vivo
biiyiimesini belirgin sekilde azalttigi gosterilmistir (208). Literatlirdeki bu in vivo
verilerle uyumlu sekilde polieter bilesil K41-A KELLY ndéroblastom ksenograft
modelinde kontrole oranla anlamli derecede tiimor biiylimesini azaltmistir. Ayrica
sisplatin ile birlikte uygulanan K41-A tiimor biiyiimesinde her iki ajanin tek baglarina
neden oldugundan daha yiiksek oranda bir diisiise neden olmustur. Tedavi gruplarina
ayrilan farelerden alinin tiimor dokular1 incelendiginde bu calismaya ait in vitro
verilerle uyumlu sekilde K41-A’nin apoptotik protein seviyelerinde artisa neden
olurken otofaji belirteglerinin seviyeleri K41-A’nin otofaji inhibisyonuna neden
oldugunu dogrular niteliktedir. K41-A sisplatin uygulamasina bagli olarak indiiklenen

koruyucu otofajiyi inhibe ederken hiicrelerin apoptoza yonelmesini desteklemektedir.

Streptomyces tiirlerinden elde edilen diger bir kemoterapétik ajan sinifi olan
antrasiklinler, ¢esitli kanser tiirlerini tedavi etmek i¢in kullanilan ilaglardir. Baslicalari
daunorubisin, doksorubisin, epirubisin, idarubisin olan bu antibiyotik/kemoterapotik
smifi ajanlar ciddi kardiyotoksik yan etkilere neden olabilmektedir (209, 210). Bu
nedenle K41-A polieter anitibiyotiginin anti-kanser etkilerinin yaninda ciddi saglikli
doku toksisitelerine neden olup olmadigi onemli bir soru olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu
calisma kapsaminda K41-A uygulanan ksenograft modelinde saglikli organ toksisitesi
arastirtlmis olup, K41-A uygulanan farelerin saglikli organ dokularinda herhangi bir
toksik etki goriilmedigi mikroskopik inceleme ile ortaya konmustur. Bu da K41-A’y1
noroblastom hicrelerine karsi segici sitotoksik bir ajan olarak belirleme yolunda
biyik 6nem arz etmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan tez calismasinda SH-SY5Y ve KELLY no6roblastom hiicre hatlarinda
K41-A’nin tek basina ve sisplatin ile birlikte anti-kanser etkinligi incelenmistir. Her
iki hiicre hattinda da K41-A tek basina ve sisplatin ile birlikte anti-proliferatif etki
gostermis olup sisplatinle birlikte uygulandiginda her iki ajanin tek baslarina
uygulandigi gruplara kiyasla anlamli derecede hiicre canliligin1 azaltmay1 basarmistir.
K41-A’nin anti-proliferatif etkisinden sorumlu mekanizmasini aydinlatmak amaciyla
hiicre 6liim yolaklar1 arastirilmistir. K41-A’nin néroblastom hiicre hatlarinda otofaji
inhibisyonu ile birlikte ayni zamanda apoptoz indiiksiyonuna neden oldugu
gozlenmistir. Sisplatin ve K41-A birlikte uygulandiginda ise hiicrelerde daha yiiksek
oranda apoptoz gergeklestigi gosterilmistir. Bununla birlikte, K41-A sisplatin
uygulamasina bagli olarak artan otofajiyi ndroblastom hiicrelerinde inhibe etmektedir.
Boylece sisplatinin indiikledigi koruyucu otofajiyi ortadan kaldirarak hiicrelerin
apoptoza yonelmesine yardimei olur. Bu tez ¢calismasi kapsaminda gergeklestirilen in
vivo noroblastom ksenograft modeli sayesinde ise K41-A’nin noroblastom timor
blyumesini anlamli derecede yavaslattigi ve bu anti-karsinojenik etkinin sisplatin ile
kombinasyon halinde bu etkinin daha da belirgin oldugu gdsterilmistir. In vitro
sonuglar ile uyumlu olarak in vivo sonuglar da K41-A’nin apoptoz indiiksiyonu

yaparken hiicresel otofajiyi inhibe ettigi goriilmiistiir.

Bu sonugclar ve literatiirdeki veriler dogrultusunda, dogal bir polieter iyonofor
molekil olan K41-A néroblastomda mit vadeden bir anti-karsinojenik ajan olarak
tanimlanabilir. K41-A da diger polieter iyonofor bilesikler gibi hiicresel otofajik
proseslerin inhibisyonu agisindan degerlendirilmis ve benzer sonuglar ortaya
konmustur. Bu da K41-A’y1 bir otofaji inhibitdrii olarak tanimlamak adina 6nem arz

etmektedir.

K41-A’nin néroblastom karsinogenezinde rol oynayan diger yolaklar
iizerindeki etkisinin de molekiiler temellerinin tartigilacagi calismalar planlamak
faydal1 olabilecektir. Ayrica, bu molekiiliin otofaji lizerindeki etkilerini daha detayl
incelemek adina otofaji adimlarinin daha detayli incelenecegi bir ¢calisma da ayrica

faydal1 olacaktir.
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8.3. Ek.3. Tezle iliskili Arastirma Makaleleri

1)

Ik isim yaym (SCI-expanded): Sanlav G, Baran B, Kum Ozsengezer S,
Kizmazoglu, D, Altun Z, Aktas S, Olgun N. S-100 and MATH-1 Protein
Expressions Can Be Useful for the Prediction of Clinical Outcome in

Neuroblastoma Patients. Journal of Pediatric Hematology/Oncology. 46(1):21-

28.

ORIGINAL ARTICLES

S-100 and MATH-1 Protein Expressions Can Be Useful for
the Prediction of Clinical Outcome in Neuroblastoma
Patients

Sanlav, Gamze PhD; Baran, Burcin MSc, PRD; Kum Ozsengezer, Selen MSc, PhD; Kizmazoglu, Deniz MD, PRD™;
Altun, Zekiye MD, PRD; Aktas, Safiye MD, PhD': Olgun, Nur MD7

Author Informationi®

Journal of Pediatric Hematology/Oncology £6(1):p 21-28, January 202&, | DO 10,1097/ MPH.0000000000002783

BUY | | 5DC Ll Metrics

Abstract

Meuroblastoma (NB) is the most frequent extracranial solid tumar of childhood, remarkable for its
broad spectrum of clinical behavior. This diversity in behavior correlates closely with defined
clinical and biological features and combinations of prognostic variables are used for risk-group
assignment. 5-100 proteins have roles in differentiation and were shown to be frequently
dysregulated in NB. MATH-1 protein plays role in neuronal cell differentiation through
development. However, up to date, there are no studies evaluating the relationship between MATH-
1 and NB. Grb2-associated binding (Gab) proteins have roles in the regulation of cell growth and
differentiation. Gab1 was reported to be related to poor survival of high-risk NB patients. The aim
of this study was to investigate the relationship between differentiation-related 5-100, MATH-1, and
Gab1 proteins and risk group and or stages of NB. A significant relation was found between 5-100
and early stages of NB. This study also revealed a significant association between MATH-1 and low-
risk groups. S-100 and MATH-1 were also shown to provide survival advantages among stages and
risk groups. The findings of this study support the assumption that 5-100 and MATH-1 can be
potential prognostic biomarkers for staging and risk-group assignment of NB patients. These
proteins can be useful tools for clinicians to guide through treatment options, especially for the
evaluation of tumor differentiation.

Copyright © 2023 Wolters Kluwer Health, Inc. Al rights reserved.
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2) Baran B, Sanlav G, Kizmazoglu D, Kum Ozsengezer S, Aktas S, Altun Z,
Olgun N. Comparing Tribbles Homolog 3 (TRIB3) Protein Expression Levels
with Clinicopathological Characteristics and Survival Among Neuroblastoma
Patients. Clinical Medicine Insights: Oncology.

L1 ]
Comparing Tribbles Homolog 3 (TRIB3) Protein S S ——
Expression Levels with Clinicopathological I
Characteristics and Survival Among Neuroblastoma ot syt ey
Patients S Sage

Burgin Baran'(), Gamze Sanlav', Deniz Kizmazogiu?,
Selen Kum Ozsengezer', Saflye Aktas', Zekiye Altun' and Nur Olgun?

'Department of Basic Oncology, Institute of Oncology, Dokuz Eylol University, Lzmie, Turkey.
Department of Padiatric Oncology, Institute of Oncology, Dokuz Eylol University, Lzmir, Turkey.

BACKGROUND: Tribbles Homolog 3 (TRIB3) is & member of the pseudokinase family of trbbles and acts as an adaplor protein o regulate
different cellular processes. Upregulation of TRIB3 expression was shown adher as a favorable or an adverse prognostic factor in various
adult malignancies. However, TRIB3 expression has not been examined in pediatric cancers. Neuroblasioma is the most common malignant
solid tumor of childhood, which affects mostly children under § years old. Risk stratification of patients defined by Internationsl Neuroblas-
toma Risk Group was used to determine prognosis and treatment of the disease. This study aimed to axamine the relationship batwoen
TRIBS protein exprassion lavels and clinicopathological features and survival of patients.

METHODS: TRIB] protein axpression was analyzed using immunohistochemical staining on formalin-fixed paratfin-embedded tissue sam-
ples of neuroblastoma patients (n=58). Survival analyses were poerformed with Kaplan-Meier method and log-rank fests. Association
between TRIB3 expression and clinicopathological characteristics were analyzed with Spearman’s correlation.

RESULTS: Of the patients, 32.1% were in the low-nak group, 21.4% in the medium-risk group, and 46.4% in the high-risk group. Survival
analysis was performad in the entire neuroblastoma patient group and sub-risk groups of neuroblastoma patents. In the entire patient group,
there was no sgnificant diference in overall survival (P=.202) and event-free survival (P=.172) between TRIB3-posttive and -negative
patients. Howaver, when survival analyses waere performed in each risk group, TRIB3 expression was significantly associated with higher
overall survival (P= 034) and event-free survival (P=_032) in low-risk group neuroblastoma patients. Nevertheless, no association was found
between TRIB3 expression and overall survival (P= 799) and event-free survival (P= 448) in high-risk neuroblastoms patients. Furthermore,
a significant correlation was Identfied between 1p36 loss-of-heterazygosity and TRIB3 expression (P= .030). However, TRIB3 expression
did not correlate with other clinicopathological features.

CONCLUSION: TRIB3 expression is a potential predictive biomarker for low-riek neuroblastoma patients.
KEYWORDS: Neuroblastorma, TRIB3, prognosis, blomarker, survival

RECEIVED: Apri 28, 2023 ACCEPTED: August 0, 2023 DECLARATION OF CONFLICTING INTERESTS: The author(s) decired no potentis!
TYPE: Original Fiesoarch Artiia conficts of Firest ap! resoarch. P, AN s
FUNDING: Tha suthor(s) daciosed e raceip! of he foliowing fnancial support for ihe

resasrch and Ihe Mesearchars participaling In i stady. Scientiic and Technologicsl

Rossarch Counch of Turkay (TUBITAK) 2214-A progeam (Term: 20182, Gaant

Nar 10608 141801571) and Dakisz Fyi0) Univarsy (Lzmir, Turkay) (Grant Na 2021

KIL.BAQ.044).
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3) Kum Ozsengezer S, Altun Z, Sanlav G, Baran B, Kizmazoglu D, Aktas S,
Keskinoglu P, Olgun N. Investigation of YAP-1, OTX-2, and nestin protein
expressions in neuroblastoma: a preliminary study (2024). Annals of Clinical

and Translational Neurology.

W} Check lor updates

RESEARCH ARTICLE

Investigation of YAP-1, OTX-2, and nestin protein
expressions in neuroblastoma: a preliminary study

Selen Kum Ozsen ezer' (3, Zekiye Sultan Alun'(®, Gamze Sanlav' (3, Burgin Baran' ([,

Deniz KIZmEZDglL?'J , Safiye Aktas' (%), Pembe Keskinoglu®(® & Nur Olgun™®

'Departrent of Basic Oncalagy, Onoalogy institute, Dalur Eyill Uniersity, mir, Turkey

'?:hemrlmcn af Clinical Onoalogy, Instriute of Oncology, Doluz Byl Unmeersity, zmir, Turkey

i:if:~|:\|.1s.rI.|1'|-:1'1 of Fediatnc Onoology, Instiute of Onoology, Dokuz Eyidl Unieersity, lmir, Turkey

“Department of Basic Medical Scences, Department of Biostatistics and Medical informatics, Faculey of Medicine, Dokuz Eyliil Liniversity, lzmir,
Turkey

Comespondence Abstract

Selen Kum Orgengezer, Department of Basic

Oncolooy. Eincobee- inctitgt Dokuz Byl Objectives: Newroblastoma s the most common extracranial solid wmor in

childhood. ¥YAP (Yes-associated protein) is a highly expressed protein in MB.
Mestin 15 an important marker of newronal differentiation i NE. Orthodentice
homeohox (OTX) 1z a transcrpton factor and 1% 1wurﬂ:premd m
blastoma-derved tumors. The aim of this study was to examine the potential
rodes of YAP-1, Nestin, and OTX-2 proteins in prognosis and nsk stratification
in neuroblastoma Methods: Tumor sections of 56 patients with different NE
risk groups were analyzed. YAP-1, Nestin, and OTX-2 protein expression levels
were evaluated by immunohistochermical staining in NB patient tissue samples.
Resolts: YAP-1, Neam, and OTX-2 pridein expressaon levels were evaluated
together with the clinical findings of NB patients. YAP-1 was expressed in 15%
of all tssues, while Mestin was expressed in 2004%. OTX-2 protein expression
was found in 41.1% of the NE patients. YAP-1 was expressed in 26.9% of
high-risk and 11.5% of low-risk patients. Mestin was expressed in 24.4%
high-risk and 33.3% low-rsk patients. O7TX-2 was expressed m 68.2% high-risk
and &0% low-rsk patients YAP-1 was shown o provide survival advantages
among nsk groups. Interpretation: The fndings of this study support that
YAP-1 may be a potential prognostic biomarker for staging and nsk-group
assignment of NB patients. YAP-1 expression in neuroblastoma is associaved
with significantly poorer survival probabibities and should be consadered as a
potential therapeutic target. OTX-2 s a promising predictive biomarker cndi-
dale. bast 15 mechanisms need further in'l.rstl.;_q.'ltl.-:ln m nuunﬂshsl-:lma. as mestim
expression is not significantly linked o patient survival.

Receved: 9 Febnoary 2024; Reveed: 25 May
2024; Accepied: 5 bune 2004

Annas of Clinical and Transiationad
Newrology 20024; 11{8): 2153-2165

doi: 10010023521 36

that vary according te the region of ongin® Approaches

Introduction to risk and treatment dratification for NB lead to mild

Mewroblastoma (MB) & the most common and deadliest
extracranial solid twmor, accounting for 15% of all
cancer-related deaths in childhood.! The median age of
appearance  of
19 months. Maost of the patients are diagnosed within the
first 5 years.” (hinacally, it can occur as a primary bumsss
anywhere in the sympathetic nervous system that occurs
in the adrenal medulla® While prmary adrenal tumors
may occur as a mass in the abdomen, tumors onginating
from sympalhel:u: nerve rooks may present with symploms

neuroblastoma 1L npfmax:lmal.e]:r

This & o O SCCiE o
gt proaded the engnal wok is properdy dned

therapy for low- and mtermediate-risk  patients  and
improved outcomes for all patients. Different clinical
manifestations such as spontaneous regressaen, metastatic
and resstant disease may occur in NB. The International
Meuroblastoma Staging System (IN55] has been devel-
oped to provide a common system for daging patients
with MNB for chinical and biological studies worldwide,™
Since the aggresave surgical approadh can agnificantly
alter the [N55 disease stage. an alternative approach based
on dinical evaluation and imaging and mdependent of

st Musokigy fubithad By Wik Panofcak LLC o Behall of Avancan Mewoogcal Adsciaten. 2153
Crvatid Cofmons ATALWGH Lickivi, which paimi we, dEbution ahd Mproductan i iy
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8.4. Ek 4. Tezle iliskili Bildiriler

SOZEL BILDIRILER

[s-09]
POLIETER iYONOFOR MOLEKUL K41A NGROBLASTOMDA POTANSIYEL
ANTI-TUMORAL ETKINLIGiNi HUCRE GLUM YOLAKLARINI MODULE EDEREK
ORTAYA CIKARIR

GAMZE SANLAV', ZEKIYE ALTUN', SELEN KUM OZSENGEZER',
SAFIYE AKTAS', ERDAL BEDIR?, NUR OLGUN?

INCIRALTL, IZMIR
K BOLOMO, UR

A [ZM

Amag: Noroblastarm cocuklarda girilen en sik girilen eksirakraniyal salid timirdir. Yiksek risk grubu hastalarda uygulanan yogun
kemmoterapiye ragmen tedavi yaniti ve sajkalim aranlari oldukea dusikiin Polister bilesikleri, dagal paliketidlerin genis bir sinifing ait
olan giicli antimikrobiyal ve antikanser ajanlardir. Bu calismanin amaci Streptomyces cacani'den izole edilen polieter iyonofar metabalit
olan K41-Anin noroblastomda potansiyel anti-kanser etkilerini hem in-vitre hem de in-vive dizeyde inceleyerek bis sirecte ethili slan
hisere dlim mekanizmalanm aydinlatmaktr.

Gereg-Yontem: M-MYC eksprese etfmeyen ve eden SH-5Y5Y ve KELLY ingan kikenli ndroblastom hiicre hatlan kiltibre edilerak bu hie-
relere K414, sisplatin ve kambinasyanu uygulanmistie. WST-1 hiscre canlilik testi ile ajanlara ait IE50 dozlan belirlenerek, hicrelerdek
apaptotik, nekroptatik ve otofajik hiscre dlimi dzerine etkiler akis sitometrik ve RT-PCR aracili degerlendirilristic KELLY hicreler il
nude farelerde nisroblastorn ksenograft timar madel alusturularak, anti-timdae stkinlikler tmir biyiklibie ve biyime iz izerinden
analiz edilmistir.

Bulgular: Ajanlarn ndroblastem hiscrelerinde hicre canlilik analizleri sonucunda 1C50 dozlan belirlenmistiz SHSY-5Y hicrelerinde K414
hem tek bagna hem de sigplatin ile birlikte uygulandiginda nekroptatik hiscre Blimini kentrol grubuna gisre artristir. KELLY hijcrele-
rinde ise K414 tek basina apoptotik hiicre oranim artbirirken, sisplatin ile birlikte uygulandsfinda ise nekraptotik hilcre aram daha fazla
dizeyde artaya cikmistic. Ayrica, her iki hicre hattinda da K414 kontrsl grubuns gire stofaji sranini azaltis ve sisplatin ile indiklensn
otofajiyi de inhibe etrmistir. K414 uygulamasina badl olarak apoptotik [Caspase-3,-8,-7) gen ekspresyonlan artarken otofajik gen [Bec-
lin-1, LC3A, pa2] ekapresyonlari azalmistic. K4 TA, in-vive olarak thimisr biyime hizni kontral grubuna gére azaltmistic KA1A min sisplatin
ile kombinasyonu ise, hem kantrol grubu ile hem de ajanlarn tek basina uygulandidi gruplar ile karsilastinldidnda, timir biyime hizin
anlaml derecede azaltristir.

Sonug: Bu calisma sonuclan gisstermektedir ki bir polieter iyonofor molekil olan K414, ntroblastomda ézellikie standart kemoterapatik
ajan siaplatin ile kombine sdildiginde hicre slim yolaklarin maediile ederek patansivel bir anti-timaral ajan alarak sne cikmaktadin

Anahtar Kelimeler: Naroblastom, Polieter iyanofor, Hicre Glimi
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[5-10]
NOROBLASTOMDA HIPPO SiNYAL YOLAGI BILESENI YAPIN INHIBISYOMU
SELEN EUM HIEIIIEE'. IEI:i'I'E.l.L‘I'I.lI', GAMIE SANLAY, HUR DLGUNY

il L URNERSITES OReOIL0UI Bl MEL D

DHD#ELIT EWL FlWER Dbl El FEDATRIE T HKOILD

Ammg Korstlsaiorm [ME] silils srieen cocukluk dersmnds §orolen v S mpsk SN Eaiemancen bayraklanan malgn b iumsmdr.
Smplaar [CO0P, MB isdmmards yeymre slersk kollarlar bemets rapatk sqaredr. Hipea syl alady, argan beyumes, farklLepmoas e
tigili sdop, kok hucreler, kanser kok ucrelen we tumer slosumeneda cremb b ral synar. Boyslagn ramirpaysn bz-akiveiors oln YAl
da bu maksncrmanen éramb b parceadr: Yertepartn (WY, ieia duysch b Benooparfinis Binea olug, gl U e e b AP b #nd-
char BAF- [ EALY sl dena rede nird b kisdic e riwperfin ve furevdenmn cesddl kanssriends prolferasgonu aaalic sdalen @lsinimebisdr.

Antincih s [RA] A vismrecden sendarersn Scial olerak clogsn br retmesddr: BATen 18 sylidan bk bebaklarss NS tedrasi 10
cok ikl slZugu e neredema lum hasislards @am remivgan wegleds) bl kisdic Ho ol mrmar) rambl WP, COO
HA v Eu marlann kombnargmrlsnren n-9irs ve N-wo iosullesrds hppo polek 1 F Lani 3

crirps konrmanidr

Ceres-Tanbwn: Csbnmsds M-MTC]-| SH-5757 v M0 1= | KELLY narohisasem rocreleneds W°, CO0P, @4 ve ganisrn komanasgnian-
run apogise urerma s Annslan-WH jeeh de sk skomeink slarek dederiendrimsie Apres KELLE hocreler bullsrlarad nods -

ralsris HH t recadel e LT -¥HE Ana-ureor sl Burmor 1 Lrermden s
hppa polefs e b2k hicre dfer belirizscian U], UK, Keadér, T4 ve LAIS-1 gen v proisn skapreayzalsrmn
HT-PLS apn e gunal analin gardirra ke n-vres e inceire begullsrden slde sdilen crreklerde Saferlendinlendar.
Bulgulen: Yerispocrim = hedcrw maulizy W irvTea 2l umer wlumora saslis stios sasgisnmasie Hppo
mirgnl B relan TAP-] wo LAI-Tnm, ¥ ve COUP groplermss bengesles gamn shaprasponlsnnos sesl s
pldufu soalsrimenir. Bu da TR Bar hedat alarak crisys bzyreakisdr,

Senec: HBu celrema nonucler Rippo serpal TEX [P En mr hade ol srak dederis ronl mea e

tag2ai wagloya biscegre narel sirmektedr.

I Hiar Hipps Sarpal Baled erteparin
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PP8 - ANALYSIS OF TRIBBLES HOMOLOG 3 (TRIB3) EXPRESSION LEVELS IN NEUROBLASTOMA: PRELIMINARY
STUDY

BARAN Burcin', SANLAV Gamze', KIZMAZOGLU Deniz?, OZSENGEZER KUM Selen®, AKTAS Safiye®,
ALTUN Zekiye', OLGUN Nur?

Dokuz Eylul University, Institute of Oncology, Basic Oncology; 2Dokuz Eylul University, Faculty of Medicine,
Pediatric Oncology, lzmir, Turkey

Objective: Tribbles protein (TRIB) family was first identified in Drosophila, plays role in coordinating cell division
and morphogenesis. TRIB3 is one of the members of this family, its protein expression levels and patient prog-
nosis has been examined in various studies. While TRIB3 expression was correlated with poor prognosis in
hepatocellular cancer patients, its expression levels were associated with increased disease-free survival and a
better response to therapy in luminal breast cancer patients.

Neuroblastoma (NB) is the most commeon solid tumeor in children and accounts for ~15% of childhood cancer-
related mortality. In the present study, we aimed the investigate the TRIB3 expression levels among NB pati-
ents and to determine if TRIB3 expression levels could be prognostic biomarker for NB.

Material-Methods: 40 children with different stages of NB were studied. The patients were staged according to
criteria defined by Turkish Pediatric Oncology Group and International Neuroblastoma Staging System. Protein
expression levels of TRIB3 was determined with immunohistochemical staining on paraffin sections of NB pati-
ent tissue samples. All sections were independently and blindly studied for protein expression under microsco-
pic examination. P values <0.05 was accepted statistically significant.

Results: TRIB3 expression was found to be upregulated in low grade samples and ganglioneuroblastoma samp-
les and downregulated in neuroblastoma cells in the tissue sections of high-grade NB samples.

Conclusion: While study is still ongoing, preliminary results showed that TRIB3 could be a candidate prognostic
marker for NB patients.

Keywords: Neuroblastoma, Cell signaling, Biomarker, Prognostic marker
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PP7 - 5-100 PROTEIN EXPRESSION LEVELS AS A POTENTIAL PROGNOSTIC MARKER IN NEURDBLASTOMA
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‘Dokuz Eyldl University, Institute of Oncology, Basic Oncology; “Dokuz Eyliil University, Institute of Oncology,
Pediatric Oncology, lzmir, Turkey

Objective: 5-100 is an acidic-calcium-binding protein and was first described in cells of neurcendocrine origin. It
plays an important role in various cellular processes such as cell differentiation and proliferation. 5-100 is desc-
ribed to be a negative prognostic marker for the advanced stages of melanoma and was evaluated to be prog-
nostic biomarker for different cancers. Neuroblastoma(NB) is remarkable for its broad spectrum of clinical
behavior, varying from spontaneous regression to progressive disease and accounts for ~15% of childhood
cancer-related mortality. This diversity in behavior correlates closely with defined clinical and biologic features
and combinations of prognostic variables are used for risk-group assignment. The aim of this study is to investi-
gate the 5-100 expression levels among neuroblastoma patients and to determine if 5-100 expression levels
could be prognostic biomarker for neurcblastoma.

Material-Methods: Histological tumer sections of 40 cases of varying stages and risk groups of neuroblastoma
were studied. The patients were staged according to criteria defined by Turkish Pediatric Oncology Group and
International Neuroblastoma Staging System(INS5). Risk groups were determined according to the Internatio-
nal Neuroblastoma Risk Group{INRG) dassification system. 5-100 protein expression levels were evaluated by
immunchistochemical staining on paraffin sections of neuroblastoma patient tissue samples. All sections were
independently and blindly studied for protein expression under microscopic examination. P values<0.05 was
accepted statistically significant.

Results: Schwann cells in the ganglionsuromas and ganglioneurcblastomas always strongly stained. Neuroblas-
toma cases with early stage and low-to-intermediate risk showed upregulated expression.

Conclusion: While study is still ongoing, preliminary results showed that 5-100 could be a candidate prognostic
marker for neuroblastoma patients.

Keywords: neuroblastoma, prognosis, s-100, biomarker
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Introduction: Neuroblastoma (NB) is the most common solid tumors in childhood. MYCN is the main prognostic
factor for risk classification and staging in NB patients. YAP (Yes Associated Protein) plays a critical role in many
types of cancer. In NB, YAP expression levels may be correlate with advanced tumor staging. Nestin is an im-
portant neuronal differentiation and cancer stem cell marker in NB. The aim of this study is to examine the
potential roles of YAP-1 and Nestin expressions in terms of prognosis and risk classifications for neuroblastoma.

Material-Method: Histological tumor sections of 55 cases were examined. YAP-1 and Nestin protein expression
levels were evaluated by immunohistochemical staining on paraffin sections of different neuroblastoma risk
groups. YAP-1 and Nestin expression levels were evaluated with clinical findings of NB patients. P value was
<0.05 accepted as a statistically significant.

Results: 55 patient tissues were included in this study, of which 24 were male and 21 were female. The ages of
the patients are between 1 month to 11 years. YAP-1 protein was expressed in 36.4% in MYCN(+)and 14.6% in
MYCN(-) patients. Nestin protein was expressed 36.4% in MYCN(+), and 20.6% in MYCN(-) patients. YAP-1 was
expressed 18% in all tissues. Nestin expressions were determined 20.4% in all tissues. YAP-1 was expressed in
26.9% in high-risk and 11.5% in low-risk groups. Nestin was expressed 24.4% in high-risk and 33.3% in low-risk
groups.

Conclusion: YAP-1 and Nestin might be a clinically risk markers for neuroblastoma patients.

Keywords: neuroblastoma, YAP-1, Nestin
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MATH-1 protein expression levels in
neuroblastoma may be a predictive factor for risk
stratification
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Background :

MNeuroblastoma i remarkable for its bread
spectrum  of clincal behaving, varying from
SPONLancous reRression ta progressive discase,
This diversity in behavior correlates closely with
defned clinical =nd oic'ogical features and
cambinations of prognostic variables are used
for risk-group assignment, MATH-1 [atahl)is &
basic helix-'ocp-helix transcription factor that 's
highly expreszed in praliferating progenitars of
specialized neuroepithelicm in the developing
dorsal hindbrain. NMATH-1 plsys a role in the
differentiaton of subsets of neurszl cslls by
activating £ box-dependent transcription. In this
atudy, we aimed to investigate the RMATH-1
expression levels =2mong neurcblastomz
pat ents and to determing if MATH-1 expression
in tumnoe tissue could be a prognostic hiomarker
fur neuroblastoma.

Material-Methods:

Histological tumor sections of 55 cases of
varying  stages  and risk  groups  of
neurcblastorna were studied. NWATH-1 protein

expression levels were  evsluated by
immunochistochemiczl staining aon  paraffin
sections  of neurnblastoma patient  tissue

samples, All sections were independently and
blindly studied for protein expression under
microscopic examination. Tissue samp es wers
categorized due 1o orotein expression levels s
positive {25%) and negstive (<5%]. The chi-
Squars test was apolisd to detect the
signficance af pratein expressions hetween risk
groups and disease stages,

MATH-1 expression levels in NB
risk groups

B e i i e e g i i A O O, D o o, e e .

. o :‘" "> '(- _
Figure B: MATH-1 negative tumor tissue

Results:

&0% of the patient were categorized as low-
risk and ai¢%: were intermedate to high-risk.
33% of the tumoer tissues of low risk patients
were positively stzined for MATH-1 whereas
only 10 % of the tumors from intermediate-to-
high-risk patients showed significant staining.
This difference between the ratios of MATH-1
positive cases in the low 2nd intermediate-to-
high-risk  patient groups was statistically
significant (p<0.05),

Conclusion:

Results of this study can propose that MATH-1
expression in neuroblastoma can e a useful
biomzrker for risk stratificastion. However,
further studi=s are required o clearly identify
other factars effective In the relation betwesn
MATH-1 expression and neuroblastorma risk
stratification.
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