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OZET

Dr. ibrahim KARADUMAN, i¢ Hastaliklar1 A.B.D., Sivas 2021

Burkitt lenfoma agresif bir B hiicreli non-Hodgkin lenfoma alt tipidir. Geng erigkin
ve cocuklarda goriilme sikligt daha fazla olmakla birlikte yetiskinlerdeki
lenfomalarin yaklasik %1-2’sini olusturur. Yiiksek Ki-67 oranlarina sahip oldugu
icin hem progresyon hizi hem de kemoterapiye duyarliligi yiiksektir. Ancak
kemoterapiye direncli relaps/refrakter gruplarda tedavi basarisi diismektedir. Bu
nedenle, Burkitt lenfoma patogeneziyle ilgili biyolojik yollar1 hedefleyen yeni ve
daha az toksik terapdtik ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bizim ¢alismamizda ise
Burkitt lenfoma patogenezinde rol oynayan PI3K/AKT/mTOR yolag: inhibitori
ETP 45658 ve Resveratrol’iin, Burkitt lenfoma hiicre hatti Uzerinde antitimoral

etkinliginin saptanmasi amac¢lanmaistir.

Calismamizda Burkitt lenfoma Raji hiicre hatt1 kullanilmistir. ETP 45658; 50, 25,
125, 1, 0.1, 0.01 puM konsantrasyonlarda tek basina ve Resveratrol 100 uM ile
kombine edilerek hiicre hattina uygulanmis sonrasinda in vitro XTT hiicre canlilik
testi ile ETP 45658’in ve kombinasyonun Raji hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi
degerlendirilmistir. XTT testinde alinan sonuglara gére ICso degeri hesaplanmugtir.
Hesaplanan 1Cso degeri ile apoptozis ve hiicre donglsu deneyleri flow sitometri

yontemi araciligi ile ¢aligilmustir.

Calismamizda Burkitt lenfoma Raji hiicreleri Uzerine artan konsantrasyonlarda ETP
45658’in tek basina ve kombinasyon uygulanmasinin istatistiksel olarak anlamli bir
sitotoksik etkisi oldugu gosterildi. Bu sitotoksik etki kombinasyon tedavisinde daha
yuksek olarak bulundu. Hesaplanan 1Cso degeri ile yapilan apoptoz deneylerinde ise

apoptozu zayif bir sekilde indiikledigi tespit edildi.

Calismamizin sonucu olarak; hem ETP 45668 tek basina hem de Resveratrol ile
kombinasyonunun Burkitt lenfoma hiicre hatti {izerine antitiimoral etkinligi oldugu
gosterildi. Relaps/refrakter Burkitt lenfomali hastalarda PI3K/Akt/mTOR yolak
inhibitorleri alternatif bir tedavi segenegi olabilir. Ancak konuyla ilgili daha fazla

preklinik ve klinik ¢aligmaya ihtiya¢ vardir.



Anahtar kelimeler: ETP 45658, Resveratrol, Sitotoksisite, Raji hucreleri, XTT
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ABSTRACT
Dr. ibrahim KARADUMAN, Department of Internal Medicine, Sivas
2021

Burkitt lymphoma is an aggressive B-cell non-Hodgkin lymphoma subtype. Although
its incidence is higher in young adults and children, it constitutes approximately 1-2%
of lymphomas in adults. Since it has high Ki-67 ratios, it has a high rate of progression
and a high sensitivity to chemotherapy. However, treatment success decreases in
chemotherapy-resistant relapse/refractory groups. Therefore, there is a need for new
and less toxic therapeutic agents that target biological pathways involved in Burkitt
lymphoma pathogenesis. In our study, it was aimed to determine the antitumoral
activity of PIBK/AKT/mTOR pathway inhibitor ETP 45658 and Resveratrol, which
play a role in the pathogenesis of Burkitt lymphoma, on the Burkitt lymphoma cell

line.

Burkitt lymphoma Raji cell line was used in the study. ETP 45658 was applied to the
cell line at 50, 25, 12.5, 1, 0.1, 0.01 uM concentrations alone and in combination with
Resveratrol 100 uM. Afterward, the cytotoxic effect of ETP45658 and the combination
on Raji cells was evaluated by in vitro XTT cell viability test. The ICso value was
calculated according to the results obtained in the XTT test. Calculated ICso value and

apoptosis and cell cycle experiments were studied by flow cytometry method.

In the study, it was shown that the application of increasing concentrations of ETP
45658 alone and in combination on Burkitt lymphoma Raji cells had a statistically
significant cytotoxic effect. This cytotoxic effect was found to be higher in
combination therapy. In the apoptosis experiments performed with the calculated ICso

value, it was determined that it induced apoptosis weakly.

In the study, it was shown that the application of increasing concentrations of ETP
45658 alone and in combination on Burkitt lymphoma Raji cells had a statistically

significant cytotoxic effect. This cytotoxic effect was found to be higher in
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combination therapy. PI3K/Akt/mTOR pathway inhibitors may be an alternative
treatment option in patients with relapsed/refractory Burkitt lymphoma. However,
more preclinical and clinical studies on the subject are needed.

Key words: ETP 45658, Resveratrol, Cytotoxicity, Raji cells, XTT
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1.GIRIS

Maligniteler modern diinyamizda insan yasamini tehdit eden unsurlarin
basinda gelmektedir. Bu nedenle giiniimiizde malignitelerin tedavisi olduk¢a 6nem arz
etmektedir. Son donemde 6nemi daha da artan hedefe yonelik tedavilerin temelinde;
timor biliylimesi ve ilerlemesinde 6nemli bir etkisi oldugu diistiniilen, molekler
yolaklara mudahale etmek igin hazirlanan ilaglar vardir. Dogru tedavinin ve hedefin
belirlenebilmesi i¢in kanser mekanizmasinin ¢ok iyi anlasilmast gerekmektedir.
Hedefe yonelik tedavi, kanser biiylimesi ve gelisimine katkida bulunan hatali genleri,
proteinleri veya doku ortamini hedef alan bir tedavi tirtidir. Birgok kanser turinde
reseptor tirozin kinazlar (RTK'lar), sinyal yolaklarinin upregiilasyonuna neden olan

mutasyonlardan yaygin olarak etkilenmektedir (1).

Fosfatidilinositol (PI)-3-kinaz (PI3K) aracili yolak, bir dizi hormona ve
biiyiime faktoriine yanit veren hiicre i¢i sinyal yolagidir. Yolagin alt aracilari, her ikisi
de serin-treonin protein kinazlar olan Akt (protein kinaz b) ve mTOR (memeli
rapamisin hedefi kompleksi) hedefini icermektedir. Bu {i¢ bilesen; PI3K, AKT ve
mTOR, karmasik bir sekilde birbirleriyle baglanti halindedir ve genellikle tek bir yolun
PI3K/AKT/mTOR yolagini olusturdugu kabul edilmektedir (2). Bu yolagn
aktivasyonu; hicre blytUmesi, hicre proliferasyonu, hayatta kalma ve artan hicre

goc, diizensiz apoptoz ve onkogenez gibi hlcresel strecleri modile etmektedir (3).

Lenfoma, lenfositlerin klonal ¢ogalmasindan kaynaklanan heterojen bir
hematolojik malignite grubudur (4). Non-Hodgkin Lenfoma (NHL); lenf diigtimleri,
kemik 1iligi, dalak, karaciger ve gastrointestinal kanal gibi bdlgelerdeki lenfoid
hicrelerin malign, monoklonal proliferasyonudur. Burkitt lenfoma (BL) 8. kromozom
uzerindeki MY C geni translokasyonu ve degranilasyonu ile karakterize agresif seyirli
non-Hodgkin lenfoma tipidir. BL; endemik (6rn. Afrika’da ¢ocukluk ¢aginda goriilen
tip), sporadik, kazanilmis immiin yetmezlik sendromu (AIDS) ile birlikte ve
subendemik form (6rn. Brezilya’da goriilen tip) seklinde tanimlanmaktadir (5).

Erkek/kadin orani 3-4:1 arasinda degerlendirilmektedir (6).



Kemoterapi, yetiskin BL’da evreden bagimsiz major tedavi seklidir.
Siklofosfamid, doksorubisin, sitarabin ve prednol (CHOP) rejimi yetiskin lenfoma

baslangi¢ tedavisidir (5).

Calismamiz kapsaminda PISK/AKT/mTOR inhibitéri ETP 45658 ile
antioksidan etkili Resveratrol’tin Burkitt lenfoma Raji hiicre hatt1 Uzerindeki
antiproliferatif etkinligini ilk defa belirlemeyi ve bu etkinlige aracilik eden alt
mekanizmalarin aydinlatilabilmesi i¢in flowsitometri yontemi ile hiicre dongusiu ve

apoptozis tizerine etkilerinin arastirilmast amaglanmaktadir.

Verilen bilgiler 1518inda PI-3K/mTOR yolaginin inhibisyonunun B hiicreli
lenfoma tedavisinde dnemli bir adim oldugu diistiniilmektedir. Bu kapsamda oncelikli
olarak ETP 45658’in ve Resveratrol’iin sitotoksik etkinlikleri degerlendirilecek, yari
maksimum inhibitér konsantrasyonu IC50 degerleri hesaplanacaktir. Sitotoksik
etkinlik degerlendirilmesi IC50 degerleri iizerinden yapilacaktir. Daha sonra olasi
antiproliferatif aktiviteye aracilik eden alt mekanizmalarin aydinlatilabilmesi igin

flowsitometri yontemi ile apoptozis indiiksiyonu Uzerine etkileri arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Non Hodgkin Lenfomalar

Non-Hodgkin Lenfoma (NHL), B ve T hicrelerinin hem éncilerinden hem de

olgun formlarindan kaynaklanan lenfoid doku neoplazmalaridir. NHL, her biri farkli

epidemiyoloji, etyoloji, genetik ve klinik 6zellikleri olan ve bu nedenle farkli tedavi

yanitlari olan alt tiplerden olugsmaktadir. Bu alt tipler hastaligin prognozuna gore diisiik

dereceli ve yiiksek dereceli olarak iki gruba ayrilabilir (7). NHL’larin alt tip

siniflamasi; matiir B hiicreli lenfoma, matiir NK ve T hiicreli lenfomalar olmak izere

2 gruba ayrilir (8).

Tablo 1:2.1. NHL alt tipleri (8)

Matur B hiicreli lenforma

Matiur NK ve T hucreli lenfoma

Kronik lenfositik l6semi

lenfositik lenfoma

ve kiguk

Yetigkin T hiicreli 16semi veya lenfoma

Monoklonal B hiicreli lenfositoz

Nazal tip ekstranodal NK-T hicreli

lenfoma

B hcreli prolenfositik 16semi

Enteropati ile iliskili T hiicreli lenfoma

Dalak marjinal bolge lenfomasi

Sezary sendromu

Hairy cell 16semi

Primer kutandz anaplastik buyuk hucreli

lenfoma

Siniflandirilamayan splenik B hiicreli

lenfoma/losemi

T hicreli prolenfositik 16semi

Splenik diffiiz kiiclik kirmiz1 pulpali B

hiicreli lenfoma

T hicreli buyik grandler lenfosittik

16semi

Hairy cell 16semi varyantlari

NK+ kronik lenfoplazmositer hastalik

Lenfoplazmasitik lenfoma

Foliktler T hicreli lenfoma

Mukozal lenf dokusu ilisklili ekstranodal

marjinal zon lenfoma

Agresif NK htcreli [6semi




Nodal marjinal zon lenfoma

EBV+ T hiicreli lenfoproliferatif hastalik

Pediatrik nodal marjinal zon lenfoma

Monomorfik epitelotropik intestinal T

hicreli lenfoma

Folikiler lenfoma

Gastrointestinal indolent T hucreli

lenfoproliferatif hastalik

In-situ folikiler neoplazi

Anjiyoimmunoblastik T hucreli lenfoma

Pediatrik tip folikiler lenfoma

Hepatosplenik T hucreli lenfoma

IRF4+ blyuk B hicreli lenfoma

Subkutan6z pannukkulit benzeri T

hicreli lenfoma

Primer kutandz folikiil merkezli lenfoma

Mukozis fungoides

Mantle cell lenfoma

Primer kutandz CD30+ T hicreli

lenfoproliferatif hastalik

In-situ mantle cell neoplazi

Lenfomatoid papulozis

Diffuz blyuk B hucreli lenfoma

Primer kutandz yo T hucreli lenfoma

T hiicre veya hisyitosit zengin blylk B

hiicreli lenfoma

CD8+

epidermotropik sitotoksik T hcreli

Primer  kutantz agresif

lenfoma

Merkezi sinir sistemi diffiz buyik B

hiicreli lenfoma

Primer kutandz akral CD8+ T hicreli

lenfoma

Leg tip primer kutandz diffiz biuyuk B

hiicreli lenfoma

Primer kutan6z CD4+ kicuk/orta T

hicreli lenfoproliferatif hastalik

EBV+ diffiiz buyuk B hticreli lenfoma

Periferal T hiicreli lenfoma

EBV+ mukokutantz llser

Anjiyoimmunoblastik T hucreli lenfoma




Kronik infl iliskisi diffiz biiytik : .
onfi Iitlamasyon HIskist Aiiuz Buyti ) ALk+ anaplastik biyik htcreli lenfoma

B htcreli lenfoma

Lenfomatoid granilomatozis ) .
g ALK- anaplastik buyuk htcreli lenfoma

Primer mediastinal(timik) buyik B | .
( ) y Implant meme dokusu iligkili anaplastik

hiicreli lenf .
ucreli lentoma biiyiik hiicreli lenfoma

Intravaskiiler biiyiik B hiicreli lenfoma

ALK+ blytik B hicreli lenfoma

Plazmablastik lenfoma

Primer eflizyon lenfoma

Insan herpes viriis 8+ biiyiik B hiicreli

lenfoma

Burkitt lenfoma

11q + burkitt benzeri lenfoma

BCL2-MYC+/BCL6-MYC+ yuksek

dereceli B hicreli lenfoma

Yiksek dereceli B hiicreli lenfoma

Siniflandirilamayan B hiicreli

lenfomalar

2.1.1. Etyoloji

NHL; enfeksiyonlar, cevresel faktorler, ilaglar, konjenital immin yetmezlik

sendromlar1 ve otoimmiin hastaliklar dahil olmak tizere ¢esitli faktorlerle iliskili

olabilir (7).



Tablo 2:2.2. NHL etyoloji (9-11)

Etken Iliskili Lenfoma

Virus

EBV Burkitt Lenfoma

HTLV-1 Yetiskin T hiicreli Lenfoma

HCV Splenik Marjinal Zon Lenfoma ve
DBBHL

H. pylori Maltoma

HIV Primer Merkezi Sinir Sistemi Lenfomasi

Tlac (Fenitoin, Digoksin, Anti-TNF) | NHL

Cevresel Faktorler NHL

Otoimmun  Hastahklar (Sjogren, | NHL

Romatoid Artrit, Colyak)

Hashimato tiroidit Primer Tiroid Lenfoma

2.1.2. Epidemiyoloji

NHL 65-74 yaslar1 arasinda yaygindir ve medyan yas 67'dir. NHL, 15 yasin
altindaki ¢ocuklarda en sik goriilen besinci pediatrik kanserdir ve cocukluk cagi
kanserlerinin yaklagik %7'sini olusturur. Amerika Birlesik Devletleri'nde yilda

yaklagik 800 yeni pediatrik NHL tanist konulur ve insidanst yilda 10-20
vaka/milyondur (7).

2.1.3. Patofizyoloji

NHL patofizyolojisinde, B hiicresi, T htcresi veya Natural Killer (NK)
hicrelerinde gelisen kromozomal translokasyon ve mutasyon/delesyonlar etkilidir.
Proto-onkogenler, kromozomal translokasyonlar sonucu aktive edilirken; timor

baskilayici genler, kromozomal delesyon/mutasyonlar sonucu inaktive olur. NHL’da



gorulen en stk kromozomal anormallik t(14,18) dir. t(11,14) translokasyonu, hcre
turnover dizenleyicisi olan siklin D1’in asir1 ekspresyonu ile sonuglanir. C-myc(8) ve
Ig agir zincirin (14) translokasyonu olan t(8,14) Burkitt lenfoma ile iliskilidir. Bcl-2,
Bcl-6 anomalileri diffliz buyuk B hicreli lenfoma (DBBHL) ile iligkilidir. Primer

merkezi sinir sistemi lenfomasi genellikle HIV iliskilidir (7,12).

2.1.4. Simiflandirma

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2008 yilinda yayimnladig: ve 2016 yilinda revize
ettigi NHL siniflandirmasinda lenfoid malignitelerin anatomik evrelemesinden ziyade
tmor  hicrelerinin - morfolojik, genetik, immunfenotipik 06zelliklerine gore

siiflandirilmasini 6nermistir (13). Boylece NHL iki gruba ayrilmigtir:

Diisiik dereceli: Diisiik dereceli NHL’lerin surveyi, hastalik tedavi edilmese

bile yillarla 6lgiiliir ve bu grup NHL’lerin %35-40"1m1 olusturur.

Yiksek dereceli: Tedavi edilmeyen yuksek dereceli NHL surveyi aylarla
Olgllecek kadar kisadir. Yiiksek dereceli NHLlerin bir kismi1 digerlerinden daha kotii
prognoza sahiptir ve baz1 kaynaklarda bunlar ¢ok yiiksek dereceli lenfomalar diye ayr1

bir baslik altinda toplanabilir.



Tablo 3:2.3. NHL smiflandirma

Diisiik Dereceli NHL

Yiksek Dereceli NHL

Kicuk lenfositik lenfoma / B hicreli
kronik lenfositik 16semi

Folikuler lenfoma(grade I11)

Lenfoplazmasitik lenfoma (x
Waldenstrom makroglobulinemisi)

Difftz buylk B hucreli lenfoma

Plazma hicreli myelom / plazmasitoma

Mantle hiicreli lenfoma *

Taylu hicreli 16semi

Periferik T hicreli lenfoma

Folikuler lenfoma (derece I ve I1)

Anaplastik buyuk hucreli lenfoma,

Marjinal bélge B hucreli lenfoma

Burkitt lenfoma(¢ok yiksek dereceli)

Mantle hicreli lenfoma *

Prekirsor B lenfoblastik l0semi
lenfoma

/

T hucreli large granuler lenfositik 16semi

Yetigkin T hiicreli lenfoma / 16semi

Mikozis fungoides

Prekiirsor T lenfoblastik 16semi /
Lenfoma

T hucreli prolenfositik 16semi

NK hicreli large graniler lenfositik

16semi

*Mantle Hiicreli Lenfoma klinik olarak indolent veya agresif olarak davranabilir.

2.2. Burkitt Lenfoma

Burkitt lenfoma (BL) hiicre ikiye katlanma zamani1 24-48 saat olan agresif B
hicreli  bir lenfoma grubudur (14). Burkitt lenfoma, lenfoma tarihinde ilklerin

lenfomasidir. C-MYC onkogeninin asir1 iiretimine neden olan kromozomal

translokasyonla iligkisinin (15,16) yani sira viriisler (EBV) (17) ve HIV enfeksiyonu

ile de iliskisinin kanitlandig1 (18) ilk lenfoma olma 6zelligini tagir.

WHO BLyi ti¢ klinik gruba ayirmaktadir:

Endemik: Malarya ve EBV iligkili olan BL grubudur.




Sporadik: Endemik ve immunsupresifler disinda normal poptlasyonda gorilen

tiptir.

Immunsiipresyon iliskili: HIV enfeksiyonu ve daha az oranda organ

transplantasyonu sonrasi gelisen tiptir.

Burkitt lenfoma tarihgesine baktigimizda 1902’de Albert Cook tarafindan
tanimlanmis olmasina ragmen Denis Burkitt’in Uganda’da cocuklarda endemik

Burkitt lenfomay1 tanimlamasiyla Burkitt ismini almistur.

Described by Described by Michael Anthony ~ Transforming ~ ¢-MYC Interactionof ~ Monoclonal antibody ~ AID linked to c-MYC
Albert Cook  Denis Burkitt Epstein, Yvonne effect of EBV oncogene malaria and rituximab gets translocations'® 2008
1902° (Uganda) 1958  Barr, and Bert described 1968  isolated 1979 EBV 1984 FDA approval 1997

‘ Achong describe ‘ ‘

viral particles in BL
l [ [ >
[ | | \ | | \

Mappingthe  Malariaand BL Predisposing HIV and BL EBV genome HIV-associated BL  Greater than 90%
Burkitt beltin  association role of EBV association™ sequenced®® 19856 survival in
sub-Saharan  notedin1967 inBLrecognised  noted 1982 1984 all-stage children
Africa 1962 1978 with LMBY 2001

Sekil 1:2.1. Burkitt lenfomada tarihgesi (14)

2.2.1. Etyoloji

Burkitt lenfomanin EBV ile iligkisi tam olarak anlasilamamis olmakla birlikte
cesitli hipotezler bulunmaktadir. EBV’nin latent proteini olan EBNAL proteininin
endemik Burkitt lenfomalarin tamamina yakininda eksprese edildigi goriilmustiir (14).
Eksprese edilen EBV proteinlerinden EBNA1 proteini ve BHRF1 proteini, EBER
transkriptleri veya epigenetik modifikasyon yoluyla tetiklenen MYC translokasyonu
ile hiicre apoptozisini engelleyebilir. Ayni zamanda EBV’nin latent transkript
faktorlerinden biri olan LPM1, hicrenin proapoptotik BIM proteinini baskilayarak
lenfoma hiicrelerinin apoptozisini engelleyebilir (19,20). Ayrica EBV’nin EBNA2
proteinini kodlayan gendeki delesyona bagli olarak EBNA3A, EBNA3B, EBNA3C
proteinlerinin genetik ekspresyonunun arttigi goriilmiis (21) ve EBNA3 proteinlerinin
de hiicre apoptozisini engelledigi bulunmustur (22). Bu bulgularin disinda EBV’nin
genomik instabilite, telomer disfonksiyonu ve infekte hiicrelerde DNA hasarini
indiikledigi disiiniilmektedir (23).
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Burkitt lenfomalarin B hiicre kaynakli oldugu bilinmektedir ama hangi B
hicrelerinden kaynaklandigi konusunda tam bir uzlagsma saglanamamistir. Bazi
Burkitt lenfomalar erken dénem germinal merkez B hiicrelerinden kaynaklanirken
bazilar1 ise EBV’nin latent olarak kaldig1 hafiza B hiicrelerinden kaynaklanmaktadir
(24,25). Ozetle EBV pozitif Burkitt lenfomalarmn hafiza hiicrelerinden, EBV negatif
Burkitt lenfomalarin ise immunglobulin agir zincirinin variable bélgesindeki somatik
mutasyonlarin stk goriildiigli germinal merkez B hiicrelerinden gelistigi One

strtlmektedir (26).

Burkitt lenfoma etyolojisinde yer alan sitmanin aslinda tek basina etkili
olmadigi, EBV’nin etkilerini potansiyelize ettigini sdylemek daha dogru bir
yaklasimdir. Ik etki olarak Plasmodium falciparum’un sistein zengin interdomain 1o
uzerinden latent EBV enfeksiyonunu reaktive etmesi gosterilebilir (27). Diger yandan
sitma paraziti tool-like receptor-9 (TLR-9) i¢in bir liganddir (28). TLR-9 ise B
hlcrelerinde sistidin deaminaz enzimini aktive eder (29,30). Enzim aktivasyonu
sonucu immunglobulin-MYC translokasyonu olusmaktadir (Burkitt lenfoma igin
karakteristik) (31). MYC translokasyonu normal B hicrelerinde apoptozisi
indiklemesine ragmen EBV ile enfekte malign B hiicrelerinde ise apoptozisten
korundugu i¢in malign klonlarin artisina neden olarak Burkitt lenfoma gelisimine

zemin hazirlamaktadir.

HIV ile enfekte hastalarda da sitma ile benzer olarak sistidin deaminaz enzim
aktivasyonu oldugu gosterilmistir (32). Enzim aktivasyonu ile olusan MYC
translokasyonuyla normal B hiicreleri apoptozise ugramasina ragmen HIV
enfeksiyonu ile salinan sitokinlerin ve EBV viriisiin etkisi ile apoptozisten korunan

malign klonlarin artmasi ile Burkitt lenfoma gelisimine zemin hazirladig sdylenebilir.
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A
HIV EBV or cytokines
Chronic B-cell activation induces AID
@ Q AID induces ¢c-MYC translocation
EBV or cytokines block apoptosis
B cell Emergence of malignant clone
Chronic B-cell activation
AID activation
B
Naive B cell

Pf DNA induces AID via TLR9

AID induces c-MYC translocation
EBV latency genes block apoptosis
Emergence of malignant clone

;i O
EBVvirions ©@ E A
°o—>» L* ©O)

EBV-infected  Viral reactivation Infection of new pool

B cell Release of virus  of B cells
Loss of EBV T-cell immunity
results in high viral load

Sekil 2:2.2. Burkitt lenfoma etyolojisi (14)

2.2.2. Epidemiyoloji

Burkitt lenfoma, non-hodgkin lenfomalarm %1-5 ini olusturur (33).
Erkek/kadin orani ise 3-4:1°dir (6). Eriskinlerde Burkitt lenfoma nadir goruldr.
Amerika’da insidans1 yaklasik yilda 1200 hastadir. Her yasta goriilebilmesinin yani
sira vakalarin %59u 40 yas stii kisilerde goriilmektedir. Erigkinlerde de etyolojide

HIV ve diger immiin bozukluklar bulunmaktadir (33).

2.2.3. Klinik Ozellikler
Sporadik Burkitt lenfoma genellikle abdominal (%60-80) tutulum yapar (34).

Hastalarin gelis semptomlari: karin agrisi, siskinlik, bulanti, kusma ve gastrointestinal
sistem kanamasidir. Bag boyun bdlgesi tutulumunda nazal, orofaringeal, tonsiller lenf
nodu tutulumu goralur. Cene tutulumu nadirdir. Hastalarin yaklagik %20°sinde kemik
iligi tutulumu goriilmekle birlikte kemik iligini %25°ten fazla blastin infiltre ettigi
durum Burkitt 16semi olarak adlandirilir. Burkitt 16semide hastalar kemik agrisi ile
bagvurabilir (14).

Endemik Burkitt lenfoma ise siklikla ¢ene, periorbital veya abdominal tutulum
ile kendini gosterir (35). Hastalarin %15 inde klinik prezentasyon ani paraplaji ve

inkontinanstir. Kemik iligi tutulumu sporadik Burkitt lenfomanin aksine nadirdir (14).
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Erigskin Burkitt lenfomanmn en sik klinik prezentasyon sekilleri; biyiik
abdominal kitle, B semptomlari, tiimor lizis sendromunun laboratuvar bulgularidir
[artmis laktat dehidrogenaz (LDH) ve drik asit seviyeleri]. Kemik iligi aspirasyonu
yapilan hastalarin %70’inde tutulum pozitiftir ve tanm1 aninda %40 hastada
leptomeningeal tutulum goralir. Birden fazla ekstranodal tutulumu olan lenfoma
hastalarinda Burkitt lenfoma ayirict tanida mutlaka disiiniilmelidir. Burkitt
lenfomadan siiphelenilen hastalarda erken tani1 ve tedavi esastir ve tanida doku tanisi
zorunludur. Tedavi 6ncesi toraks ve abdomen bilgisayarli tomografi (BT), kemik iligi
aspirasyon biyopsisi, karaciger ve bobrek fonksiyon testleri ve HIV tarama testi
yapilmalidir. PET-BT’nin Burkitt lenfomada BT’ye ustiinligiiniin gosterildigi bir
calisma yoktur. Bu sebeple BT cekilen hastalarda ek PET-CT 0Onerilmemektedir.
Antrasiklin tedavide uygulanacaksa eksiksiz bir kardiyolojik muayene yapilmalidir.
Birgok tedavi rejiminde intratekal tedavi onerildigi i¢in tedaviye baslangicinda hasta

semptomsuz bile olsa beyin omurilik sivisi (bos) alinmali ve saklanmalidir (33).

2.2.4. Tam

Burkitt lenfoma tanisi patolojik bir tanidir ve kesin tanmi i¢in doku biyopsisi
yapilmalidir. Eksizyonel biyopsi, ince igne aspirasyon biyopsisinden daha tstiindir ve
miimkiin oldugu siirece eksizyonel biyopsi tercih edilmelidir. Biyopsi en yakin
tutulum gosteren lenf nodundan yapilmalidir. Yiizeyel lenf nodu bulunamazsa
laparoskopik-laparatomik girisimler gerekli olabilir. Burkitt lenfoma ayirici tanida en
fazla diffiiz blylk B hiicreli lenfoma ile karismakta olup ayirici tanida doku biyopsisi

yapilmasi gerekir (14).

Burkitt lenfoma tanisindan siiphelenildigi zaman hastalardan; tam kan sayimu,
sedim, Ure, elektrolitler, karaciger fonksiyon testleri, yaygin damar i¢i pihtilasma
sendromu paneli, bobrek fonksiyon testleri, LDH, iirik asit ¢alisilmalidir. Evreleme ve
hastalik prognozunun 6ngoriilmesi igin PET-BT/BT gibi bir goruntileme yontemi
kullanilmalidir. Ayrica hastalarin semptomu olmasa bile tedavi 6ncesi bos sivi 6rnegi

alinmasi onerilmektedir (14).
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2.2.5. Histopatoloji ve Inmunhistokimya

Burkitt lenfoma, ¢ok yiiksek proliferasyon oranina sahip monomorfik orta
biiylikliikte (12 p) hiicrelerin olusturdugu agresif seyirli bir lenfoma tiirtidiir.
Sitoplazmas1 bazofiliktir ve yiiksek proliferasyon indeksine sahiptir. Yuksek
proliferasyona bagl olarak artan apoptozis sonucu olusan atik hiicreler makrofajlarca
fagosite edildiginden mikroskop altinda yildizli gokyiizii goriintimii olarak tanimlanan
spesifik bir goriintii olusturur. Burkitt lenfomanin sitolojideki karakteristik 6zellikleri;
gucli bazofilik sitoplazma (bol poliribozomlar nedeniyle), lipid dolu sitoplazmik
vezikiiller ve 6lii hiicreleri fagosite etmis makrofajlardir. Ayrici tanisinda 6nemli olan
diffiz blylk B hiicreli lenfomanin aksine c¢ekirdek konturleri yuvarlak ve duzdur
(5,14,36-38).

Burkitt lenfoma olgun B hiicrelerinden kdken alir ama aktif B hiicrelerinden
ziyade daha ¢ok germinal merkez B hiicrelerinin boyanma 6zelliklerini tasirlar (39,40).
B hiicrelerinin ihtiva ettigi; yuzeyel Ig M, CD19, CD20, CD79a ve PAX5 pozitiftir
(5). Germinal merkez B hucrelerine spesifik BCL-6 ve CD10 da pozitiftir. Ayrica
plazma hicrelerine spesifik CD38 de pozitiftir ama BCL-2 negatiftir. Bu nedenle
BCL-2 pozitif Burkitt lenfomalarda double hit/triple hit lenfoma ayrim1 igin mutlaka
MYC, Bcl-2, Bcl-6 istenmelidir (6).

EBV RNA in situ hibritizasyon ; endemik Burkitt lenfomalarin %95’inde, HIV
iligkili Burkitt lenfomalarin %30-401nda, sporadik Burkitt lenfomalarin ise %20’sinde
pozitiftir (6).

2.2.6. Sitogenetik ve Molekuler Patofizyoloji

Burkitt lenfomanin sitogenetik olarak c-myc protein transkripsiyon faktor
olan MYC gen ekspresyonunda gelisen degisiklikler ile yakin iligkide oldugu
bulunmus ve MYC geninin Burkitt lenfomadan sorumlu oldugu degerlendirilmistir.
MYC geni kromozom 8qg24 (Uzerindedir ve c-myc proteini UGzerinden hicrelerin
proliferasyonunu, diferansiyasyonunu ve apoptozisini dizenler. MYC onkogeninin
translokasyonlar1 lenfoma etyopatogenezinde genis yer tutar (41). Bazi otdrlere gore
c-Myc overekspesyonu, b hiicre proliferasyonuna bagl olarak BL’deki ikiye katlanma

hizinin (K1 67) yiiksekliginden sorumlu tutulmustur (24-48 saat) (42).
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Burkitt lenfomada 8.kromozom translokasyonlart ¢ok siktir ve 3 farkli
lokalizasyona transloke olabilir; bunlardan en sik olan1 14932 kromozomdaki 1g agir
zinciri ile olan t(8,14) translokasyonudur ve %80 oraninda goriiliir. Kromozom
2p12°deki kappa hafif zincir ile olan t(2,8) translokasyonu %15 oraninda goriiliir.
Kromozom 22g11’deki lambda hafif zincir ile olan t(8,22) translokasyonu ise %5
oraninda goriiliir (43). Bu translokasyonlardan her biri farkli kirilma noktalarindan
MYC genini etkiler. t(8,14) sentromik bolgede etkili iken; t(2,8) ve t(8,22) ise
telomerik bolgede kirilma noktalari olusturur ve her bir translokasyonun kirilma
noktalarindaki farkliliklar BL alt tiplerinin farkliklar1 ile iligkili oldugu One
striilmistiir (14). Bu hipotezin dogru oldugu varsayilirsa, farkli alt tiplerde farkli
mekanizmalarla hasarin olustugu diistiniilebilir ve bu da subtiplerin etyolojik

farkliliklarinin agiklanmasi igin yol gosterici olabilir.

MYC gen asir1 ekspresyonu normal b hiicrelerinde p-53 yolu ile apoptozisi
indiikler ama lenfomali hiicrelerde p-53 yolu timdr supresor geni TP53 Uzerinden
apoptozisi inhibe eder (14). Ayrica p-53 bagimsiz olarak antiapoptotik Bcl-2
antagonisti BIM proteininin downregtlasyonu ile de apoptosiz inhibisyonu yapabilir
(44).

Lenfomalardaki gen ekspresyon profillerinin olusturulmasina kadar biitiin
BL’lerde MYC gen translokasyonun oldugu disiiniliiyordu fakat gen profili
cikarildiktan sonra MYC translokasyonu olmayan fakat genetik profili BL’ye
benzeyen farkli BL varyantlar1 tanimlandi (45). Bu varyantlarda tekrarlayan 11q

aberasyonlari saptanmis olup 2016 WHO siniflandirmasina girmistir (46).

Yeni nesil sekans ¢alismalar1, BL’de yeni somatik mutasyonlar tanimlamistir.

Bunlardan bazilar1 sunlardir;

-Endemik BL’de, Ig agir zincir, Ig kappa ve Ig lambda’da klonal yeniden

diizenlemeler sonucu olusan klonal heterojeniteler ile tiimor gelisimine etkisi (47).

-Sporadik BL’de, DNA baglayici protein ailesi liyesi ID3 ve ID3’iin negatif
regiilatorii oldugu transkripsiyon faktdr TCF3 iizerinden hiicre siklusunu ve b hiicre

differasyonunu etkileyerek timor gelisimine etkisi (48).
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Myc gen ekspresyonunun sinerjistik etki gosterdigi diger bir protein ise PI3K
artistdir.  PI3K-MYC  koaktivasyonu, germinal merkez b hicrelerinin hicre
dongusunde anahtar rol oynayan siklin D3’teki mutasyonlar1 stabilize ederler (49).

Yani PI3K veya siklin D3 inhibisyonu BL’de malign hicreleri 6ldirebilir (48).

PIBK-MYC koaktivasyonun BL etyolojisini arastirmak icin yapilan RNA
sekans analizi ¢aligsmalar1 gostermistir ki PI3K sinyali, TCF3 transkripsiyon faktor(
ve TCF3 negatif regiilatorii olan ID3’de somatik mutasyonlara neden olmaktadir
(48,50). ID3 mutasyonlar, TCF3 mutasyonlarindan daha sik (%68 vs %]l1)
gorulmektedir. Her iki mutasyonun da germinal merkez b hiicre proliferasyonunda

disregiilasyona neden olarak BL gelisiminde etkili olduklar1 diigiiniilmektedir (51,52).

Ozetle MYC-PI3K iliskisi BL’nin tani, tedavi ve prognozu agisindan degerli

bilgiler verebilecek bir koaktivasyon gibi durmaktadir.

2.2.7. Evreleme

Burkitt lenfomali eriskin hastalarin evrelemesinde Murphy ve Ann-Arbor
evreleme sistemi kullanilabilir.  Ann-Arbor evreleme sistemi hastanin
semptomlarinin (B semptomlar1 olan; 38,5°C’nin Ustlinde ates, 6 ay Onceki vicut
Kitlesinin %210’undan fazlasinin kaybi veya gece terlemeleri) agiklanmasinda daha
iistiin iken Murphy sistemi ise hastaligin ekstranodal tutulumunu (kemik iligi,
merkezi sinir sistemi) yansitmada daha ustinddr ve bu 6zellikleri ile cerrahi bir
evreleme olarak sayilabilir. BL’nin tedavisinde ise cerrahinin yeri olmadigi i¢in

ginimizde Ann-Arbor sistemi daha fazla klinik tarafindan kullanilmaktadir (5,36)



Tablo 4:2.4. Burkitt lenfoma kullanilan evreleme sistemleri (5)
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EVRE Ann-Arbor Murphy
EVRE 1 Tek bolge nodal veya Mediasten ve batin
ekstranodal tutulum hari¢ tek bolge nodal
veya ekstranodal

tutulum

EVRE 2 Diyaframin tek Diyaframin tek

tarafinda iki veya tarafinda iki veya daha
daha fazla nodal fazla nodal bdlgede
bélgede tutulum veya tutulum

diyaframin tek

tarafinda ekstranodal

tutulum(Evre 2E)

EVRE 2R Cerrahi midahale ile
tamamen
cikarilabilecek
abdominal kitle

EVRE 3 Diyaframin iki Diyaframin iki

tarafinda 1iki veya tarafinda iki veya daha
daha fazla nodal fazla nodal bdlgede
bolgede tutulum, tutulum, primer
dalak tutulumu (Evre intratorasik Kitle,
39), ekstranodal spinal veya
tutulum (Evre 3E) parasipinal Kitle,

yayilmis batin i¢i kitle

EVRE 3A Cerrahi miidahale ile

tamamen

cikarilamayacak
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abdominal kitle

EVRE 3B Intraabdominal birden

¢ok organ tutulumu

Bir veya daha fazla
EVRE 4 .. | Kemik iligi veya
ekstranodal ~ bolgenin
) ) ) merkezi sinir sistem
Diffiz ya da dissemine
_ tutulumu
tutulumu,  diyaframin

her iki tarafinda

ekstranodal tutulum

2.2.8. Prognoz

Burkitt lenfomada prognozu temelde belirleyen 6geler; klinik/histolojik evre,
siirli/yayilmis hastalik ve yastir (53). Geng hastalarda prognozun daha iyi olmasinin
bir nedeni de yogun kemoterapiyi daha iyi tolere edebilmeleri olabilir (5). Diger kotii
prognostik faktorler ise; siklofosfamid/prednol/vinkristin tedavisine kotii yanit,
merkezi sinir sisteminin tutulumu, serum LDH degerinin normalin iki katindan yiiksek
olmasi, 13q kaybi, 7q kazanimi veya kompleks sitogenetik anomaliler (6),
ID3/CCND3 ¢ift vuru mutasyonu, 18921 mutasyonlari, CD4 sayisinin az olmasi ve
tedavi sonrasi 6 ay ig¢inde relaps olmasi sayilabilir (5). Minimal rezidiiel hastalik
(MDR) da kott prognostik faktorlerdendir. MDR PET-CT ile tanimlanabilecegi gibi
PCR’da MYC/IgH flizyonunun saptanmasi ile de tanimlanabilir (54).

Burkitt lenfomada kullanilabilecek bir diger prognoz belirleme parametresi ise
Burkitt lenfoma uluslararas1 prognostik indeksidir (BL-1PI). BL-IPI her biri 1 puan
alan 4 parametreden olusur ve bunlar: >40 yas, ECOG > 2, LDH> normalin 3 kati,

merkezi sinir sistem tutulumudur (55).
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Tablo 5:2.5. BL-IPI skor (55)

BL-IPI skor Risk
0 Diisiik risk: 3 yillik ortalama sagkalim

%96, progresyonsuz sagkalim %92

1 Orta risk: 3 yillik ortalama sagkalim 76,

progresyonsuz sagkalim %72

>2 Yiiksek risk: 3 yillik ortalama sagkalim
%359, progresyonsuz sagkalim %52

2.2.9. Tedavi

BL tedavi prensiplerinde; yiiksek doz alkilleyici ajanlarin kullanimi, sik
araliklarla kemoterapi verilmesi ve merkezi sinir sistemi profilaksisi i¢in yiiksek doz
sistemik kemoterapi/intratekal tedavi veya ikisinin birlikte kullanilmasi yer alir (37).
Ayirict tanida siklikla karisan diffliz buylk B hiicreli lenfomanin aksine BL
tedavisinde CHOP rejimi yetersizdir ve hicgbir Kklinik prezentasyonda radyasyon

tedavisinin yeri yoktur (26).

BL tedavisi ile ilgili caligmalar genellikle ¢ocuk ve addlesan yas grubu igin
yapilmistir ve yetiskinlerde tedavi rejimlerini karsilastiran kontrollii ¢aligmalar

yetersizdir (6).

Anti-CD20 antikorlarmin BL rejimlerine eklenmesi ile 60 yas alt1 erigkinlerde
3 yillik sag kalim %90’a yaklagsmstir (56,57). Yetiskinlerde, Hiper-CVAD rejimine
eklenen rituksimab tek basina Hyper-CVAD ile karsilastirildiginda ek toksisite
olmaksizin 5 yillik toplam sag kalim (OS) ve hastaliksiz sag kalim (PFS) oranlari
sirastyla %60 ve %50'den %70 ve %70'e yukselmis (58).

Anti-CD20 antikorlarmin eklendigi modern tedavi rejimlerinin birbirine
Ustlinliigiinii gosteren kanitlanmis bir caligma olmayip modern rejimler Tablo 2°de

kisaca Ozetlenmistir.
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Tablo 6:2.6. Burkitt lenfoma modern ilk sira tedavi protokolleri

Rejim Ana Ozellik Kiir sayis1 | Simirlayie
R-CODOX- BL i¢in gelistirilen | 4 Miyelosupresyon,
M/IVA (59-61) ilk yogun rejim, mukozit, enfeksiyonlar,
yiksek doz MTX hastalarin %20’si
bazli yuksek doz mtx tolere
edemiyor
R-HYPER- Hiperfraksiyone 8 Miyelosupresyon,
CVAD(56-58) siklofosfamid, mukozit, ylksek doz
yuksek doz sitarabine bagh
sitarabin/mtx enfeksiyonlar (3 g/m 2)
R-NHL Coklu ilag rejimi 4-6 Toksisite >55 yil
2002(62,63)
R-LMB(64-66) | Yogun doz ve yiiksek | 3-8 MyelosUpresyon,
doz mtx mukozit, enfeksiyon
DA-EPOCH- Doz ayarl | 4-6 Tedaviye cevap veren
R/SC-EPOCH- kemoterapi 24 saatlik hasta sayi1s1 az
RR(67) inflizyon

Spesifik hasta gruplarindan olan HIV/immun yetmezlik iligkili BL’de de tedavi

rejimleri sporadik BL ile benzerdir. Farkli olarak genelde anti-retroviral tedavi ile es

zamanli kemoterapi rejimleri verilir (46). Bu konuda iki farkli ¢alisma yapilmis olup;
CODOX/M-IVAC modifiye versiyonu ve DA-EPOCH-R rejimlerinin HIV iligkili
BL’de kullanilmasi1 daha akillica olabilir (67,68).

BL’de ilk remisyonda otolog kok hicre naklinin rolii ilk olarak HOVON grubu

tarafindan degerlendirilmistir. Kii¢lik bir hasta grubu ile yapilmis yine benzer bir diger

caligmanin verileri ile degerlendirildiginde otolog kok hicre naklinin yuksek

yogunluklu indiiksiyon tedavisinden istiinliigi kanitlanmamistir. Otolog kok hiicre

nakli ile diisiik doz indiiksiyon tedavisi verilir. BL nin yiiksek ki-67 orani olup diisiik

doz indiiksiyon tedavisi verildiginde bu hastalarda tedavi yetersizligine bagl olarak
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relaps daha sik goriilmektedir. Ozetle otolog kok hiicre naklinin BL tedavisinde
kullanimi1 6nerilmemektedir (69,70).

Relaps/refrakter BL tedavisine baktigimizda ise prognozu c¢ok kotiidiir ve
kurtarma rejimlerinin genellikle mortalite lizerine etkisi olmamaktadir. Bu nedenle
relaps/refrakter BL’de otolog kok hiicre nakli bir tedavi segenegi olabilir mi diye
distintilmistir (71). Otolog kok hiicre nakli yapilan hastalarin retrospektif bir
analizinde OS oranlar1 kemosensitif hastalik grubunda %37, kemoterapi direngli
grupta ise %7 gelmistir (72). Otolog kok hticre nakline uygun olmayan veya otolog
kok hiicre nakli sonrasinda niiks eden vakalarda allojenik kok hiicre nakli
diistiniilebilir. Bir ¢aligmaya gore allojenik kok hiicre nakli sonrasi 5 yillik PFS %27
ve tedaviye bagli morbidite yiiksek bulunmustur (73).

BL’nin genomik yapisinin aydinlatilmasi sonrasi etyopatogenezinde yol
oynayan PI3K inhibittrleri, CDK®6 inhibitorleri ve MYC inhibitorleri relaps/refrakter
BL tedavisinde umut verici olabilir. Ayrica relaps/refrakter BL’nin akut lenfoblastik
I6semi (ALL) ile biyobenzerligi diistiniildiginde ALL tedavisinde onay almig kimerik
antijen reseptor T hucreleri (CAR T hiicreleri) de tedavide teorik olarak basarili
olabilecek bir ajanlardandir. CARPALL caligsmasi ise CD19(+) BL gibi malignitelerde
CD19(+) kimerik antijen reseptor T hiicrelerinin degerlendirildigi faz 1 klinik ¢alisma

sonuglarimin da takip edilmesi gereklidir (71).

MYC transkripsiyon dlzenleyici proteinlerden bromodomain ve BET

proteinler, BL tedavisinde teorik olarak kullanilabilir (74).

2.3. PROTEIN KINAZ INHIBITORLERI

Protein kinaz inhibitorleri hiicre biytimesi, anjiyogenez, apoptozun 6nlenmesi
gibi bircok islevi olan; hiicre i¢i sinyal yolaklarini hiicre yuzey reseptori diizeyinde
veya hiicre i¢i sinyal yolagi diizeyinde inhibe eden ilaglardir. Ligand-reseptor birlesimi
olan iki protein kinaz resoptori genellikle birbiri ile dimerizasyon yapar ve hicre ici
sinyal yolagimmi aktive eder. Sinyal yolagini aktive ettigi fonksiyonlar hiicrede
gerceklesir. Giiniimiizde bazi kanser hiicrelerinde bu yolaklarin asir1 eksprese oldugu
goriilmiis ve bu yolaklart kontrol eden ilaclar kemoterapiye ek olarak kanser

tedavisinde kullanilmaya baglanmistir.
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2.3.1. PI3K/AKT/mTOR Yolag

Vaskuler endotelyal biytime faktori reseptorii (VEGFR), trombosit kaynakli
biyime faktorti (PDGF) reseptord, epidermal biyiume faktori reseptorii (EGFR) ve c-
Met gibi tirozin kinaz reseptorii salgilayan kanser hiicrelerinde hiicre i¢i sinyal yolagi
olarak siklikla PI3K/AKT/mTOR’un kullanildigr gosterilmistir (75). PISK/AKT
sinyal yolag1 downstream efektorleri olup bu efektorler ile birgok sinyal yolagini
aktive etmektedir. Bu efektorlerden birisi de rapamisin protein kompleksinin
memelilerdeki hedefi mTOR’dur (76). Bir serin/treoinin kinaz olan mTOR
aktivasyonu ile hiicre bélinmesinde goérev alan hiicre ici ve hiicre dist molekiillerin
aktivasyonu gerceklesmekte ve boylece hem hiicre igi hem de hiicre dis1 molekiiller

kompleks bir sekilde hiicrenin gogalmasini ve hayatta kalmasini saglamaktadir (77).

Yolaga molekiiler diizeyde bakacak olursak; PI3K 3 alt grubu vardir (78).
Hiicre zarindaki tirozin kinaz reseptoriiniin uyarilmasi ile PI3K1, fosfotidilinozitol
3,4,5 trifosfata (PIP3) doniisiir. PIP3, plestrin benzeri alan iceren AKT ve 3
fosfoinozitid bagimli protein kinaz 1 (PDK1) gibi proteinleri hiicre zarina toplar.
Boylece PDK1 AKT’yi aktive eder (79,80). AKT mTORC1 ve mTORC2’yi
fosforilleyerek aktive eder ve aktive olan mTORC2 de AKT’yi fosforilleyerek AKT

aktivasyonunu artirir (81).

MTOR aktivitesinin 3 temel dizenleyicisi: tirozin kinaz reseptorleri,
PI3K/AKT yolagi ve mTOR inhibisyonunda gorevli olan fosfataz tensin homolog
(PTEN), adenozin monofosfat kinaz (AMPK), tiiberoskleroz kompleks 1 ve 2 (TSC1
ve TSC2)’dir (78). Bu 3 temel diizenleyici disinda; oksidatif stres, amino asit
diizeyleri, blyime faktorleri, oksijen ve ATP de mTOR yolagt lizerine etkilidir. Ayrica
son zamanlarda karaciger kinaz bl (LKB1)’in aktif rol oynadigi LKB1/AMKP/mTOR

yolaginin negatif mTOR regiilasyonundan sorumlu yolak oldugu bulunmustur (82).

MTOR hucrelerde mTOR kompleks 1 (mMTORC1) ve mTOR kompleks 2
(mTORC2) seklinde 2 multiprotein kompleks olarak yer alir ve mTOR bu
komplekslerin katalizinden sorumlu proteinidir (83).

Tablo 7:2.7. mTORC1 ve 2 protein kompenentleri (84)
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MTORC1 MTORC?2
MTOR mTOR
GbL (mLST8) GbL
Deptor Deptor
Raptor Rictor
PRAS40 mSIN1
Protor-1

MTORC1 de Raptor, mTOR substratlarin1 toplayarak aktivasyonundan
sorumludur. PRAS40 ve Deptor, mTORC1’in negatif feedback diizenleyicileridir ve
kompleksi inhibe ederler (84-87). mTORC1’in hiicrelerde genel olarak protein lipid
glukoz niikleotid metabolizmasini mitokondriyal biyogenez {izerinden regiile ettigi

bulunmustur. Bu nedenle mTORC1 hiicrelerde anabolik aktivitede rol oynar (88).

MTORC2 de Rictor, mSIN1 ve GbL molekilleri kompleksi stabilize eder
(89,90). Deptor mTORC2 de kompleksi inhibe etmektedir (84). mMTORC2 glukoz ve
lipid metabolizmasini insiilin sinyal yolag: izerinden regiile etmektedir (91). Ayrica
mTOR inhibitorleri ile mTORCI inhibisyonu yapildiginda mTORC?2 sinyal yolaginin

bu inhibisyondan etkilenmedigi goriilmustiir (92).

MTOR, hicre icinde birgcok molekiiler yolagi aktive ederek ¢esitli
fonksiyonlarda gorev alir. Kanser gelisiminde etkili oldugunu disindigiimiiz
molekiler substratlar Tablo 1’de kisaca 6zetlenmistir. Bu substratlar sayesinde kanser
hiicreleri yayilma ve ¢ogalmalarindan sorumlu olan proteinlerin veya bu proteinlerin
mRNA’larinin translasyonu ile yayilim yapmaktadir. Ayrica kanser hiicreleri

otofagozom olusumunun engellenmesi ile 6liimsiiz kanser hiicreleri olusmaktadir.
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Tablo 8:2.8. mTOR’un kanser patogenezi ile iligkili substratlart (93).

Ribozomal S6 kinaz (S6K)

Ribozomlarda ribozomal proteim S6’y1
fosforilleyerek protein translasyonunu

baslatir.

OKkaryotik translaston baslatica faktor
4E bagh protein 1 (4EBP1)

MRNA translasyonunu baglatir.

Beklin-1
otofaji protein 1 (AMPRA 1)

regulatuar aktive edici

Nonkordine-51 benzeri kinaz 1/Otofaji
iligkili gen’in (ULKI/ATG1) hiicre
membranina baglanmasimi Onleyerek

otofagozom olusumunu inhibe eder.

Kanser patogenezinde immun sistemin Onemi disiiniildiigiinde mTOR

yolaginin etkileri Tablo 9’da 6zetlenmistir.

Tablo 9:2.9. mTOR immunite etkisi (93)

TH1 mTORCI ile etkinligi ve sayis1 artar
TH2 mTORC?2 ile etkinligi artar
TH17 mTORCI ile etkinligi ve sayis1 artar

Regulatuvar T hiicre

mTORCI ile etkinligi ve say1s1 azalir

Cd8+ hafiza T hiicre mTORCI ile etkinligi azalir
B hucre mTOR ile sayisi ve lipopolisakkaride
yaniti artar
Makrofaj M1 den M2 ye differansiyasyonu artar
Notrofil mMTOR ile kemotaksis, kemokinezis, il-

8 e verilen yanit artar
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2.4. Resveratrol

Resveratrol, polifenolik yapida olup kirmizi sarap, iiziim ve yer fistig1 gibi
dogal firiinlerde bulunan bir antioksidandir (94). Resveratrol, PI3K/Akt/mTOR
yolagini her ii¢ basamakta da inhibe etmektedir. Bu inhibisyonlari; PI3K {izerine direkt
inhibitor etki, PTEN artisina bagli Akt inhibisyonu, TSC1/TSC2 iizerinden mTOR
inhibisyonu olarak 6zetlenebilir (95). Bu nedenle etyopatogenezinde PI3K/Akt/mTOR
olan tumar hucreleri tizerine sitotoksik etki gosterdigi teorik olarak kanitlanmistir ve

bu yolag1 inhibe eden ilaglarin etkilerini potansiyelize ettigi diisiiniilmektedir.

Ayrica Resveratrol’iin 150-200 UM ve Ustii dozlarda 72.saatten sonra apoptozu

indiikledigini gosteren ¢aligmalar da bulunmaktadir (96).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kanser Hiicrelerinin ve Kullamlacak flaclarin Temini

Calismada ATTC (American Type Cell Collection)’den temin edilen Burkitt
lenfoma Raji hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicrelere ETP 45658 ile antioksidan etkili
Resveratrol isimli molekuller uygulanmistir. Calismamizin yapilabilmesi igin Sivas
Cumhuriyet Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan
19.08.2021 tarihli 2021-08/10 karar no’lu onay1 alinmistir. Ayrica ¢alismamiz Sivas
Cumhuriyet Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (CUBAP) tarafindan T-2021-

917 no’lu proje olarak desteklenmistir.

3.2. Hicre Kultaru Teknikleri

3.2.1. Hiicre Hattinin Acilmasi

Azot buharinda saklanan hiicreler ¢oziinene kadar 37°C’lik su banyosunda
tutuldu. Kriyo tip icerisinde eriyen fetal bovine serum (FBS)-hiicre karisimi, 15 mI’lik
falkon tiipe aktarildi ve hacmi 12 m1’ye kadar medium ile tamamlandi. Falkon tlpler
900 rpm doniis hizinda 5 dakika santrifij edilerek hiicreler dibe ¢okturuldu, daha sonra
dimetil sllfoksit (DMSO) iceren supernatant hicrelerden uzaklastirildi. Pellet
halindeki hiicreler, hiicre kilturi mediumu ileyeniden stspanse edilerek flask icerisine

aktarildi.

3.2.2. Hiicrelerin Cogaltilmasi

Raji (CCL-86) hiicreleri steril kosullar altinda 37°C ve %5 CO2’li Bilser
Laminair Flow Kabin igerisinde, 25 cm?’lik flasklarda, %1 penisilin-streptomisin ve
%10 fetal sigir serumu iceren RPMI-1640 hicre kultiir besi yerinde ¢ogaltildi.
Hiicreler %80 yogunluga ulastiklarinda pasaj yapildi ve {i¢iincii pasajin ardindan

calismalara baslandi.

3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi
Hiicreler 3x10%/flask olacak sekilde flasklara ekilmelerinin ardindan her 24-48
saatte bir mediumlar degistirildi. Hiicreler uygun saytya ulastiklarinda pipet tabancasi

yardimi ile 50 mI’lik falkonlara konuldu ve 900 rpm hizinda 5 dakika kadar santrifuj
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edilerek hiicrelerin pellet halinde dibe ¢okmeleri saglandi. Hucrelerin Gzerine uygun
miktarda hiicre karisim1 eklenerek hiicre siispansiyonunun yeniden olugmasi saglandi.
Bu yogun hiicre konsantrasyonu yine her bir flask i¢inde 3x10° olacak sekilde yeniden

dagitildi, besi yerleri uygun miktarda olacak sekilde tamamlandi.

3.3. XTT Hiicre Canhlik Testi

ETP 45658, Resveratrol’tin Raji hiicrelerinin canlilig1 tizerine etkisi XTT (2,3-
bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium
hydroxide) testi ile arastirildi. YOntem, metabolik olarak aktif olan htcrelerin bir
tetrazolyum tuzu olan XTT’yi turuncu formazan bilesenlerine indirgemeleri

prensibine dayanmaktadir (Sekil 3).

N0y
X1T Farmazan

HyC
NADH ™o
""-\ H -

50;

Sekil 3:3.1. XTT nin formazana doniistimii

Olusan boya suda ¢oziinebilir 6zellikte olmakla birlikte boya yogunlugu bir
spektrofotometre yardimiyla verilen dalga boylarinda okutulabilmektedir. Boya

yogunlugu (turuncu renk), metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisi ile orantilidir.

3.3.1. Raji huicrelerinde Tlaglarin Tek Baslarina XTT hiicre canlihg

degerlendirilmesi

Sitotoksisite igin dncelikle her kuyuda 10x102 hiicre olacak sekilde hiicre aliip
steril 96 kuyucuklu mikro plakaya ekilecek ve ETP 45658 ile resveratrol tek baslarina
artan konsantrasyonlarda hiicreler iizerine uygulanip 24 saat inkiibasyon
gergeklestirilecektir. 24 saatin sonunda her bir kuyucuga 50 pl XTT soliisyonu
eklenerek COy’li etiivde 4 saat inkiibe edilecektir. Inkiibasyon siiresi sonunda optik
dansite (O.D.) degeri mikroplaka okuyucuda 450 nm’de okunarak, kontrol grubunun

hiicre canlilik oran1 %100 olarak kabul edilip % hiicre canlilik = (Konsantrasyon O.D.
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/ Kontrol O.D.) X 100 formiiliinden yararlanarak yari inhibitdr konsantrasyon (ICso)

degeri hesaplanacaktir. Elde edilen ICsp degerleri iizerinden kombinasyon ve

apoptozis ¢alismalar yiiriitiilecektir.

Tablo 10:3.1. Tek ajan XTT protokoli

Raji | 1 2 3 4 5 6

A Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol

B ETP 50uM | ETP 25uM | ETP 10uM |[ETP IpyM [ ETP 0.1uM [ ETP 0.01pM

C |ETP 50uM |ETP 25uM | ETP 10uM |ETP 1yM |ETP 0.1uM | ETP 0.01uyM

D |ETP 50uM |ETP 25uM |ETP 10uM | ETP 1uM |ETP 0.1uM | ETP 0.01uM

E RSV 100uM | RSV 50uM | RSV 25uM | RSV 10uM [RSV 1pyM [RSV 0.1uM

F |RSV 100uM | RSV 50uM | RSV 25uM | RSV 10uM |RSV 1uM |RSV 0.1uyM

G RSV 100uM | RSV 50uM | RSV 25uM | RSV 10uM | RSV 1pyM [ RSV 0.1uM

Tablo 11:3.2. XTT kombinasyon protokoli

Raji  [1 2 3 4 5 6 7
ETP 50uM + |ETP 25uM + [ETP_10uM + |[ETP_1uM + ETP 0.1uM + ETP 0.01pM +

A Kontrol | RSV 100uM | RSV 50uM RSV 25uM RSV 10uM RSV 1uM RSV 0.1uM
ETP 50uM + |ETP 25uM + [ETP _10uM + |[ETP 1uM + ETP 0.1uM + ETP 0.01puM +

B Kontrol | RSV _100uM | RSV 50uM RSV 25uM RSV 10uM RSV 1uM RSV 0.1uM
ETP 50pM + |ETP 25uM + |ETP_10pM+ |ETP 1pM+ |ETP 0.1pM+ |ETP_0.01uM +

C Kontrol |RSV_100uM |RSV 50uM |[RSV 25uM |RSV 10uM |RSV 1pM RSV 0.1uM

3.3.2. Raji hiicrelerinde ilac Kombinasyonlarimin XTT hiicre canlihg
degerlendirilmesi
Sitotoksisite igin éncelikle her kuyuda 10x102 hiicre olacak sekilde hiicre alinip

steril 96 kuyucuklu mikro plakaya ekildi ve ETP 45658 ile Resveratrol tek baslarina
eklenerek CO2’li etiivde 4 saat inkiibe edildikten sonra XTT testi uygulandi.

3.4. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Stspanse halde flaskta yer alan hiicreler santriflij tuptnde toplanarak 800
rpm’de 10 dakika santrifij edildi. Supernatant uzaklastirildiktan sonra pellete %90
FBS ve %10 DMSO icgeren karisimdan 1 ml eklendi ve falkon tlpl buz igerisine
oturtuldu. Kullanilacak soguga dayanikli saklama tlipleri (cryo tup) de buza

oturtularak sogumalar1 saglandi. TUp icerisindeki tek hiicre siispansiyonundan
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DMSO’lu serumlu medyum icerisine alinan hicreler cryo tupiine damla damla
eklendi. Saklama tupu 1 gece -20°C’de, 1 gece de -70°C’de bekletildikten sonra sivi
azot buharina alindi. Tiim bu uygulamalar tiipteki son konsantrasyon 2.5x10%hucre/ml

olacak sekilde yapildi.

3.5. Apoptozis ve Hicre Oliminin Flow Sitometri Yontemi ile

Degerlendirilmesi

Apoptozis ya da diger bir ismi ile programlanmis hiicre O6liimii, hiicre
biiylimesinde ve ¢ogalmasinda oldukga aktif bir diizenleyici mekanizmadir. Hiicreler
spesifik sinyal indiiksiyonlarina hiicre i¢in belli sinyal yolaklarinin aktivasyonu yolu
ile yanit verirler ve bu da hiicrede karakteristik fizyolojik degisikliklerin meydana
gelmesine neden olur. Bu degisikliklerin arasinda fosfatidil serin rezidiilerinin hiicre
icerisine bakiyor olmalar1 gerekirken hiicre disina bakar sekilde eksternalize olmalari,
bazi spesifik proteinlerin yariklanma mekanizmasi ile deaktive edilmesi, nukleer
kromatinin fragmanlarina ayrilmast ve son asamada membran biitiinligliniin
kaybolmasi gibi durumlar yer almaktadir. Annexin V, fosfotidil serin residiilerine
yiiksek afinitesi olan kalsiyum bagimli ve fosfolipitlere baglanan bir proteindir.
Apoptozisin erken evrelerinde fosfotidil serin rezidiileri dig membranin dis ylizeyine

transloke olmakta bdylece annexin V boyasi ile boyanabilmektedirler (Sekil 4).
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Sekil 4:3.2. Saglikli hiicre, apoptotik hiicre ve gec apoptotik hiicrenin gorsel ifadesi.

Sekilde apoptoza giden hiicrede fosfatidil serin rezidiilerinin hiicre
membraninin dis yiizeyine eksternalize olmalar1 ve annexin V boyasinin bu rezidiilere

baglanmasi goriilmektedir.

Calismamizda apoptozis ve hiicre 6liimiiniin tespit edilmesi igin MuseTM
Hicre Analiz Sistemi ve bu sistem ile uyumlu sekilde etkinlik gdsteren
MuseTMAnnexin V & Hiicre o6liim kiti kullanilacaktir. Bu kit Annexin V boyasi ile
apoptotik hiicrelerin fosfotidil serin rezidiilerini boyadigi1 gibi ayn1 zamanda 7-ADD



29

boyasi ile hiicre membraninin yapisal biitiinliigiinii degerlendirmektedir. Boylece bu

kit sayesinde 4 ¢esit hiicre popiilasyonu tespit edilebilmektedir (Sekil 5).
1. Apoptozise gitmemis hiicreler: Annexin V (-) ve 7-ADD (-)

2. Erken donem apoptotik hicreler: Annexin V (+) ve 7-ADD (-)

3. Ge¢ donem apoptotik hicreler: Annexin V (+) ve 7-ADD (+)

4. Nikleer debrisler: Annexin V (-) ve 7-ADD (+)

4 4 Dead Apop Dead
2475 %
i 3 Quadrant
d Cells P uadran
E E ig' 1 (UL) - dead cells
= st - 2 (UR) - late apoptotic/dead cells
n < 3(LY-1i I
3 = ive cells
w o) 4 (LR) - early apoptotic cells
Debris % 13.45 %
0 Early &pop
01 2 3 4 L
Non-pop. ANNEXIN W £poptotic Hon-#g0p. ANNEXIN W #poptorc

Sekil 5:3.3. Apoptozise gitmemis veya erken donem ve ge¢ donem apoptotik

hlcrelerin gosterilmesi

Protokol, kultur igindeki erken apoptotik hucrelerin direkt olarak tespit
edilmesi esasinda dayanmaktadir. Optimal sonug i¢in hiicrelerin final konsantrasyonu
2x10* - 1x10° hiicre/kuyucuk (ya da 1x10° ila 5x10° hiicre/mL) olacak sekilde
ayarlandi. Hiicreler, ilaglarin uygulanmasindan yaklasik olarak 20 dakika sonra cihaza

okutuldu (Sekil 6).

Protokol Ozeti
Add 100 pL. Muse™ 100 pL siispanse
Annexin V & Dead hiicre eklenmesi
Cell Reagent her bir
Hiicrelerin pozitif ve negatif Hiicre drneklerinin Muse™ mp,l_mf . Oda tsisinda 20

Annexin V & Dead Cell E;:.i dakika inkiibe

kontrol gruplan da dahil olmak

{izere sisplatir-AuNP reagent. ile muamele etmek — — edilmesi o
kompleksinin uygulanmast i¢in hazirflanmast enaz 1% ——> g
ve apoptozis igin yeterli siire BSA, _
verilmesi 1% FBS, yada 10% NHS \ /
icerisinde ’

Sekil 6:3.4. Annexin V Hiicre Oliimii Protokol Ozeti
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3.6. Deney Verilerinin istatiksel Tayini

Elde edilecek verilerin istatistiksel degerlendirilmesi SPSS paket programi
dahilinde, normal dagilim gosteren veriler i¢in tek yonliit ANOVA Varyans Analizi
Testi ile ve normal dagilim gostermeyen veriler igin ise non-parametrik testler olan
Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney U testi uygulanarak yapildi. Sonuglardan p<0.05

olan degerler anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. ETP 45658’in Raji Hucreleri Uzerindeki Sitotoksik EtKisi

RAJI
IC50 = 0.8972 ]J,M

Cell Viability (% of control)

> N >

PR
9 @'&
Concentration (uM)

Sekil 7:4.1. ETP 45658’in Raji Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin 24. Saatte
Degerlendirilmesi

* Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli sekilde farkli (p<0.01).

ETP 45658’in 50, 25, 10, 1, 0.1, 0.01 uM konsantrasyonlar1 Raji hicreleri
tizerine uygulandi. Bu dozlarda meydana gelen sitotoksik etki kolorimetrik XTT
yontemi ile 3 defa 24.saatte degerlendirildi. ETP 0.01 uM dozunda hiicre canlilig
(HC) %90,1-93,1 arasinda bulundu. ETP 0.1 uM dozunda HC %91,1-92,5 arasinda
bulundu. ETP 1 uM dozunda HC %85,04-87,9 arasinda bulundu. ETP 10 uM dozunda
HC %76,7-77,9 arasinda bulundu. ETP 25 uM dozunda HC %70,2-73 arasinda
bulundu. ETP 50 puM dozunda HC %64,6-65,7 arasinda bulundu ve biitiin ETP
dozlarinda anlamli sitotoksik etki (p<0.01) gdzlendi. Sitotoksik etkinin doz bagimli
oldugu ve artan konsantrasyonlarda daha giiclii oldugu tespit edildi ve ETP 45658’in
tek ajan 1Cso degeri 0,8972 uM olarak hesaplandi.
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4.2. Resveratrol’iin Raji Hucreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

RAJI

Cell Viability (% of control)
n
(—]
]

N\ \] e A\ My S
& & » N .
S F e E

Concentration (uM)

Sekil 8:4.2. Resveratrol’iin Raji Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin 24. Saatte
Degerlendirilmesi

Resveratrol 0.1-100 pM arasinda artan dozlarda tek ajan olarak Raji hiicre
hatlarina uygulandi. 24 saat sonra kontrole gore hiicre canliliginda Resveratrol doz

bagimsiz anlaml fark saptanamada.
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4.3. ETP 45658 + Resveratrol Kombinasyonun Raji Hucreleri
Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

RAJI
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Concentration (uM)

Sekil 9:4.3. ETP 0.01uM + Resveratrol 10 uM Kombinasyonun Raji Hucreleri
Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin 24.saatte degerlendirilmesi.
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Sekil 10:4.4. ETP 0.1uM + Resveratrol 10 uM Kombinasyonun Raji Hucreleri
Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin 24.saatte degerlendirilmesi.

*** ETP 0.1uM ile karsilastirildiginda ETP 0.1puM + Resveratrol 10 pM
kombinasyonu istatistiksel agidan anlaml1 (p<0.01).

+++ Resveratrol 10uM ile karsilastirildiginda ETP 0.1uM + Resveratrol 10 pM
kombinasyonu istatistiksel agidan anlamli (p<0.01).



35

RAJI

Ik ek
=~ =) o] S [Sod
(—] ] = < (=]

1 | 1 1 ]

[
=}
1

Cell Viability (% of control)

(]
1

Concentration (uM)

Sekil 11:4.5. ETP 1uM + Resveratrol 10 uM Kombinasyonun Raji Hucreleri
Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin 24.saatte degerlendirilmesi.

*** ETP 1uM ile karsilastirildiginda ETP 1uM + Resveratrol 10 uM kombinasyonu
istatistiksel agidan anlamli (p<0.01).

+++ Resveratrol 10uM ile karsilastirildiginda ETP 1uM + Resveratrol 10 uM
kombinasyonu istatistiksel agidan anlamli1 (p<0.01).
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Sekil 12:4.6. ETP 10uM + Resveratrol 10 pM Kombinasyonun Raji Hucreleri
Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin 24.saatte degerlendirilmesi.

*** ETP  10uM ile Kkarsilagtirildiginda ETP 10uM + Resveratrol 10 puM

kombinasyonu istatistiksel agidan anlaml1 (p<0.01).

+++ Resveratrol 10uM ile karsilagtirildiginda ETP 10puM + Resveratrol 10 pM

kombinasyonu istatistiksel agidan anlamli (p<0.01).
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Sekil 13:4.7. ETP 25uM + Resveratrol 10 pM Kombinasyonun Raji Hucreleri
Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin 24.saatte degerlendirilmesi.

*** ETP  25uM ile karsilagtirildiginda ETP 25uM + Resveratrol 10 puM

kombinasyonu istatistiksel agidan anlaml1 (p<0.01).

+++ Resveratrol 10uM ile karsilagtirildiginda ETP 25uM + Resveratrol 10 pM

kombinasyonu istatistiksel agidan anlamli (p<0.01).
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Sekil 14:4.8. ETP 50uM + Resveratrol 10 pM Kombinasyonun Raji Hucreleri
Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin 24.saatte degerlendirilmesi.

**¥*% ETP  50uM ile karsilastirildiginda ETP 50uM + Resveratrol 10 pM

kombinasyonu istatistiksel agidan anlamli (p<0.01).

+++ Resveratrol 10uM ile karsilagtirildiginda ETP 50uM + Resveratrol 10 pM

kombinasyonu istatistiksel agidan anlamli (p<0.01).

ETP 45658’in 50, 25, 10, 1, 0.1, 0.01 uM konsantrasyonlar1 10 uM Resveratrol
ile kombine edilerek Raji hiicreleri iizerine uygulandi. Bu dozlarda meydana gelen
sitotoksik etki kolorimetrik XTT yontemi ile 3 defa 24.saatte degerlendirildi. ETP 0.01
MM kombinasyonunda HC %89,6-87,1 arasinda bulundu. ETP 0.1 pM
kombinasyonunda HC %72,4-69,7 arasinda bulundu. ETP 1 pM kombinasyonunda
HC %67,1-66,6 arasinda bulundu. ETP 10 uM kombinasyonunda HC %62,8-60,6
arasinda bulundu. ETP 25 pM kombinasyonunda HC %58,7-55,4 arasinda bulundu.
ETP 50 uM kombinasyonunda HC %51-48,8 arasinda bulundu ve ETP 0.01uM ile
ETP 0.01uM + Resveratrol1l0 uM kombinasyonu hari¢ diger biitiin kombinasyon
dozlarinda tek basmma ETP ile kiyaslandiginda anlamli sitotoksik etki (p<0.01)

gozlendi. Sitotoksik etkinin doz bagimli oldugu ve artan konsantrasyonlarda daha
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giiclii oldugu tespit edildi ve ETP 45658’in kombinasyon 1Cso degeri 0,1722 pM

olarak hesaplandi.

4.4. Apopitoz ve Hucre Oliminin Flow Sitometri Yontemi ile

Degerlendirilmesi

APOPTOSIS PROFILE

Dead Late Apop./Dead
1.46 % 346 %

3 »

4

VIABILITY
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: 1.88 %

6 Live . Early Apop.
0 1 2 3 4
Live ANNEXIN V Apoptotic

Sekil 15:4.9. Kontrol Grubu Apopitoz Profili
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Sekil 16:4.10. Resveratrol 10uM Grubu Apopitoz Profili



APOPTOSIS PROFILE
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Sekil 17:4.11. ETP 25uM Grubu Apopitoz Profili

40
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APOPTOSIS PROFILE
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Sekil 18:4.12. ETP 25uM + Resveratrol 10uM Grubu Apopitoz Profili
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Sekil 19:4.13 Apopitoz Profillerinin Istatiksel A¢idan Degerlendirilmesi

* Kontrol grubuna gore istatistiksel agidan zayif anlamli (p<0.05)

Apopitoz yontemi olarak 24.saatte Annexin V ile boyanan hucrelerin flow sitometri
yontemi ile gosterilmesi kullanildi. Kontrol grubunda geg apopitoz orani %3,46 olarak
belirlendi ve diger sonuglar bu sonuca gore degerlendirildi. Propodyum iyodir
kullanilmadig1 i¢in otofaji degerlendirilmesi yapilamadi bu yiizden 6liim ve erken
apopitoz verileri kullanilmadi. Resveratrol 10uM dozunda ge¢ apopitoz %2,96 olarak
bulundu ve istatistiksel olarak anlamsiz kabul edildi. ETP 25uM dozunda ge¢ apopitoz
%4,40 olarak bulundu ve istatistiksel agidan zayif anlamli kabul edildi (p<0.05). ETP
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25uM + Resveratrol 10uM grubunda gec apopitoz %4,58 olarak bulundu ve kontrol
grubuna gore istatistiksel agidan zayif anlamli (p<0.05) olsa da ETP 25uM grubu ile

kiyaslandiginda istatistiksel agidan anlamsiz olarak bulundu.

5. TARTISMA

PI3K/Akt/mTOR yolag1 kanser hiicresinin biiyiimesi, farklilagsmasi, hayatta
kalmas1 ve metastazinda etkili bir yolaktir. mTOR sinyal yolagina etkili ilaglarin
kanser hucrelerinde; apopitoz, mitoz boltinmeyi durdurma (hicre dongusu 6lumu),
sinyal transdiiksiyon inhibisyonu gibi kanitlanmis etkilerinin yani sira gen

transkripsiyonuna etki ettigi ve epigenetik etkilerinin de oldugu diisiiniilmektedir (97).

Lenfoid ve myeloid hiicrelerin normal gelisimi ve fonksiyonunun
strdirilmesinde mTOR sinyal yolaginin kritik bir rol oynadigi gosterilmis olup
yolagin hiperaktif oldugu durumlarda da hematolojik hastaliklar gelistigi icin mTOR
inhibitorlerinin hematolojik hastaliklardan korunma ve tedavisinde etkili oldugunu
diistiniilerek neredeyse butiin hematolojik hastalik alt gruplarinda mTOR inhibitorleri
ile ilgili gesitli calismalar yapilmigtir. NHL’larda yapilmis ¢alismalara daha detayli

bakacak olursak;

Relaps mantle hiicreli lenfoma (MCL)’da tek ajan mTOR inhibitorleri ile
yapilmais literatiirde iki adet faz 2 ¢alisma vardir. Bu ¢alismalarda mTOR inhibit6rleri
ile MCL icin karakteristik olan t(11,14) sonucu gelisen siklin D1 mRNA over
ekspresyonunun engellenip engellenemeyecegi arastirilmistir.  ilk  calismada
relaps/refrakter MCL’li 34 hastaya temsirolimus 250 mg haftalik tek doz olarak
uygulanmis, 6 siklus sonra ila¢ devami agisindan degerlendirilip 12 siklus ile ¢alisma
bitirilmis. Sonug olarak 34 hastanin 13’iinde yanit alinmis olup bunlardan 1 tanesi tam
yanit, 12 tanesi kism1 yanit olmak iizere toplam yanit oran1 (ORR) %38 bulunmus.
Relaps MCL’de tek ajan temsirolimusun antitiimor aktivitesi oldugu gosterilmistir
(98). Yapilan diger calismada ise 27 relaps MCL’li hastaya haftalik 25 mg
temsirolimus (diisiikk doz) verilmis ve onceki ¢aligma gibi 12 haftada sonlandirilmas.

1’1 tam yanit, 10 tanesi kismi yanit olmak {izere toplamda 11 hastada yanit alinmas.
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ORR %41 bulunmus. Sonu¢ olarak 25 mg temsirolimusun 250 mg ile
karsilastirildiginda tedavi yanitinin degismedigi ama yan etki sikliginda azalma oldugu

goriilmiistiir (99).

Relaps/refrakter MCL’de temsirolimusun 3 farkli kemoterapi protokolii ile
kombinasyonunun karsilastirildigi faz 1b ¢alismada ise temsirolimus 10 mg, 15 mg,
25 mg dozlarindan biri kemoterapi protokollerinin 2., 8. ve 15. glnlerinde verilerek
toplam 6 siklus planlanmis. 3 farkli kemoterapi kolunda toplam 41 hasta (zerinde
denenmis. R-CHOP-T kolunda toplam 10 hastanin 2’si tam yanit olmak {izere ORR
%40, R-FC-T kolunda 14 hastanin 3’ tam yanit olmak iizere ORR %43, R-DHA-T
kolundaki 17 hastanin 6’s1 tam yanit olmak tizere ORR %47 bulunmustur (100). Sonug
olarak, temsirolimusun R-CHOP ile kombinasyon halinde 15 mg D1, 8 ve 15'lik
planlanmis bir doz kullanilmast miimkiindiir. T3 denemesi, hematolojik toksisite
nedeniyle R-FC veya R-DHA ile kombine temsirolimus doz seviyesini bulamadi. Tiim
kollarda, CR'ye ulasan hastalar1 bildiriyoruz. Temsirolimusun kombinasyon halinde
kullanimi, R/R MCL'de hala ilgi ¢ekicidir ve 6zellikle ibrutinib basarisiz hastalarda
daha fazla arastirilmay1 hak etmektedir. Kemoimmiinoterapi ile kombine temsirolimus
kullaniminin yiiksek oranda toksisite ile iliskili oldugu, R-CHOP-T kolu haricindeki
diger kollarda toksisite nedeniyle maksimum tolere edilebilen doza ulagamamaslar.

Relaps/refrakter MCL’li hastalarda kesinlikle etkin oldugu kanisina varmislardir
(100).

Relaps/refrakter NHL’l1 39 hastanin oldugu baska bir faz 2 caligmada ise
temsirolimus ile proteozom inhibitori bortezomib kombinasyonunun etkinligi
karsilastirilmistir. Calisma sekli olarak bortezomib (1,6 mg/m?) 1., 8., 15. ve 22.
guinlerde 25mg temsirolimus intraventz 1., 8., 15., 22. ve 29. giinlerde uygulanmis ve
35 giinde 1 sikliis tamamlandig1 varsayilmus. Iki siklusun sonunda tedaviye yamit
degerlendirilmistir. Tedaviye yanit karsilastirildiginda 3 hastada tam yanit, 9 hastada
parsiyel yanit olmak iizere toplam 12 hastada yanit alinmis ve ORR %31 olarak
bulunmustur (101). Calisma sonucunda, bu kombinasyonun relaps/refrakter NHL 11
hastalarda yonetilebilir toksisite ile etkin sekilde kullanilabilecegi kanisina

varmiglardir (101).
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Relaps/refrakter marjinal zon lenfomali hastalarla yapilan bir diger faz 2
calismada ise everolimus 10 mg 1-28 giin oral yoldan verilmis ve 6 siklus sonrasi yanit
degerlendirilmis. 24 kisilik hasta grubunda ¢alismanin sonunda 1 hastada tam yanit, 5
hastada kismi yanit olmak iizere toplam 6 hastada yanit alinmis. ORR %25 olarak
bulunmustur (102). Calisma sonucunda ortaya ¢ikan yan etkilerin, diisiikk gradeli bir
lenfoma subtipi olan marjinal zon lenfoma i¢in ¢ok fazla oldugu, everolimusun daha

diisiik dozlarda baska ajanlarla kombine edilebilecegi sonucuna varmislardir (102).

MCL dis1 NHL’larda temsirolimus ile yapilan bir bagka faz 2 ¢alismada ise
hastalar Grup A-B-C olmak iizere 3 gruba bolinmislerdir. Grup A (diffuz buyik B
hicreli lenfoma):32 hasta, Grup B (folikller lenfoma):39 hasta, Grup C (diger NHL
tirleri):18 hasta olmak Uzere toplam 89 hastaya tek ajan 25 mg intraventz
temsirolimusun haftalik tedavi olarak verilmis ve 28 giinliik sikluslar planlanmistir.
Calismanin sonunda ise Grup A’da 4 hastada tam yanit, 5 hastada kismi yanit olmak
Uzere toplam 9 hastada yanit alinmis. ORR %28,1, median PFS 2,6 ay bulunmus. Grup
B’de 10 hastada tam yanit, 11 hastada kismi yanit olmak tizere toplam 21 hastada yanit
alimmis. ORR %53.8, median PFS 12,7 ay bulunmus. Grup C’de ise sadece 2 hastada
kismi yanit alinmig olup ORR %11,1 olarak bulunmustur (103). Sonug olarak diffiiz
buyik B hiicreli lenfoma ve follikiiler lenfomada tek ajan temsirolimusa iyi yanitlar
alimmistir. Ancak PFS follikiiler lenfomada daha uzun siire olarak saptanmistir.
Folikiiler lenfomada temsirolimus etkinliginin daha fazla bulunmasi temsirolimusun
germinal merkezden ziyade folikiiler merkezden gelisen lenfomalarda daha etkin
olabilecegi sorusunu akillara getirmistir. Fakat bunun ilag etkisi mi, grup etkisi mi
oldugu veya tutarlilik olup olmadig1 agisindan daha fazla klinik deneye ihtiya¢ vardir
(103).

Simdiye kadar bahsetmis oldugumuz literatiirdeki faz 2 calismalara
baktigimizda tek basina everolimusun ve temsirolimusun NHL’larda ¢ok etkin bir
tedavi segenegi olmadigin1 goériiyoruz. Bunun nedenlerine bakacak olursak;
calismalarin relaps/refrakter grupta yapiliyor olmasi, tek ajan uygulaniyor olmasi,
mTORC1 inhibisyonu saglamasina ragmen mTORC2’yi inhibe etmedigi ve
mTORC2’nin PI3K/Akt/mTOR yolag: iizerinde pozitif feedback etkisinden dolay1

yolagin inhibisyonunun sinirli kalmasi olabilir.
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BL’ye baktigimizda ise PI3K/Akt/mTOR yolag: iliskisinin gosterildigi hasta

bazli ¢aligmalar litaratiirde olmay1p kok hiicre ve hayvan deneyleri vardir.

Omipalisibin (PI3K ve mTOR dual inhibitort) Raji ve Raji 4RH (kemoterapi
ve rituximab direncli) BL hiicre hatlarinda 24-72 saat maruziyeti ile yapilan bir hiicre
kiltur calismasinda; omipalisibin doz ve zaman bagimli olarak sitotoksik etkisinin
arttig1 48.saat ICso degeri Raji hattinda 1.2 UM, Raji 4RH hattinda 0.02 uM olarak
bulunmustur. Omipalisib 0.2 uM dozunda apopitozu indiiklemek i¢in kullanildiginda
ise Raji hiicre hatt1 i¢in apopitoz %40,7 bulunmasina ragmen Raji 4RH hattinda %4,4
olarak bulunmustur. Ayrica hiicre dongiisli kiti ile tiim hiicre hatlar1 G1 fazinda
durmasina ragmen Raji 4RH hattinda G2/M fazinda daha fazla hiicre goriilmuistiir
(104). Sonug olarak omipalisib BL hiicre hatlarinda sitotoksik etki gostermekle birlikte
kemoterapi direncli hatlarda apopitozu indiikleyemedigi goriilmiistiir. Bu durum
PI3K/Akt/mTOR yolaginin BL i¢in potansiyel bir tedavi yolagi olabilecegini

desteklemektedir.

NVP-BEZ235 (PI3K ve mTOR dual inhibitori) Raji BL hiicre hattinda 1, 10,
50, 100, 500, 1000 nmol/l konsatrasyonlarinda 24-48-72 saat BL proliferasyon
inhibisyonuna bakilmis ve inhibisyonun hem doz hem de zaman bagimli olarak arttig:
tespit edilmis. Ayrica hicre dongiisunde hucrelerin artan dozlarda daha fazla olmak
uzere GO/Gl fazinda durdugu saptanmugtir. Apopitoz  (zerine etkisi
degerlendirildiginde ise kontrol grubunda %211 olan ge¢ apopitoz orani, 100 nmol/I
konsantrasyonda 48. Saatte %14’e, 72. Saatte %18’¢ ¢ikmis ve ge¢ apopitozda anlamli
fark saptanmamustir (105).

ETP 45658 bir PI3K inhibitori olup literatiirde BL tizerine yapilmis klinik veya
preklinik bir calisma yoktur ama BL’de bagka bir PI3K inhibitdrii olan idelalisib ile

ilgili bir calisma vardir.

Idelalisib ¢alismasi bir preklinik aktivite ¢alismasi olup ¢alisma dizayni olarak
BL’da PI3K/Akt/mTOR yolaginin etkinliginin degerlendirilmesi i¢in, kemosensitif ve
kemorezistan BL hiicre hatlarinda (Raji, Raji 2R, Raji 4HR, Daudi, Ramos) pan-Akt
inhibitorid (MK-2206) ve PI3K delta inhibitora (idelalisib) kullanilmistir. Calismanin
baslangicinda BL hiicrelerinde artmig Akt aktivasyonunu gosterilmek icin western blot

yontemi ile fosforilize Akt duzeyine bakilmis ve Raji 2R’de en fazla olmak tzere
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kemorezistans ve kemosensitif BL hiicre hatlarinda fosforilize Akt ekspresyonunun
arttigi goriilmiis ve MK-2206 maruziyeti sonrasi sitotoksik etki degerlendirilmis.
Hiicre hatlarinin 48. saat ICso degerleri Raji 16.6 UM, Raji 2R 7 uM, Raji 4HR 10.9
UM, Ramos 12.8 uM, Daudi 12 uM olarak bulunmustur. Daha sonra MK-2206,
doksorubisin ve deksametazon ile kombine edilmis ve iki kombinasyonda da
sitotoksik etki artmistir. Apopitoz indlksiyonu, 6lgim yontemi olarak western blot
PARP yariklanmasi Ol¢iilerek degerlendirilmis olup tek ajan MK-2206 uygulanan
hiicre hatlarinin hi¢birinde anlamli sonu¢ ¢gikmamistir. Kombinasyon tedavilerinde ise
sadece doksorubisin ile Raji ve Ramos hiicre hattinda anlamli sonug ¢ikmistir. Daha
sonra ayni protokol PI3K delta inhibitorii olan idelalisib ile tasarlanmistir. 1Cso
degerleri; Raji 63 uM, Raji 4RH 321 pM, Ramos 85 uM, Daudi 16 pM olarak
bulunmustur ve doz bagimli olarak sitotoksik etkinliginin arttig1 goriilmiistiir. Bizim
de kullanmis oldugumuz apopitoz induksiyonu tespit etme yontemi olan annexin v ile
degerlendirilen idelalisib deksametazon kombinasyonunun, Daudi ve Ramos hiicre
hattinda apopitozu indiikledigi gorilse de Raji ve Raji 4RH de apopitozu
indiiklemedigi bulunmustur (106).

ETP 45658 ile benzer bir sekilde PI3K inhibe eden idelalisib’in NHL’de
yapilan klinik ¢aligmalarina detayli bir sekilde bakacak olursak; yeni nesil PI3K
inhibitorlerinin NHL tedavisinde neden 6nemli bir yer tuttugu hakkinda daha iyi bir

fikir edinebiliriz ve gelecek tedavi segenekleri i¢in 6nemini kavrayabiliriz.

Relaps/refrakter MCL’li 39 hasta ile yapilan faz 1 ¢aligmada idelalisib 50-350
mg glnlik dozlarda oral olarak hastalara verilmis ve ORR %40 bulunmus (107).
Calisma sonucunda idelalisibin kabul edilebilir giivenlik profili ile relaps/refrakter
MCL’1i hastalarda kullanilabilecegi, ancak farkli ilaglarla kombinasyon ¢aligmalarinin

yapilmasi gerektigi kanisina varilmistir (107).

Relaps indolent B hiicreli NHL’li 64 hastaya oral 50-350 mg giinliik dozlarda
verilen bir diger faz 1 ¢alismada ise ORR %47 olarak bulunmustur (108). Calismada
relaps indolen NHL’l1 hastalarda median yanit siiresinin 18,4 ay, median PFS’in 7,6
ay olarak bulunmus. Elde edilen bulgularla relaps indolen NHL’li hastalarda

idelalisibin gilivenle kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (108).
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Relaps/refrakter kronik lenfositik 16semili (KLL) 54 hasta ile yapilan bir diger
faz 1 ¢aligmada ise yine 50-350 mg/gun (oral) dozlarda uygulanan idelalisib sonrasi
ORR %72 bulunmus ve hem tedavi edilmemis hem de relaps/refrakter KLL

hastalarinda etkin seklide kullanilabilecegi sonucuna varmislardir (109).

Idelalisib 150 mg oral tedavi verilen indolent B hiicreli NHL’li 125 hastanin
katildig1 bir diger faz 2 ¢alismada ise ORR %56 olarak bulunmustur (110). Gopal ve
arkadaglari, idelalisibin, PI3Kd yolunu hedefledigi ve daha oOnce tedavi gormiis
indolent NLH 11 hastalarda oral monoterapi olarak idelasilibin etkili ve guvenli bir

secenek olabilecegini vurgulamiglardir (110).

Idelasilib’in ve PI3K’larm NHL’lerin tedavisinde ne kadar umut verici
oldugunu gosteren calisma ise relaps/refrakter KLL’1i 220 hastada yapilmis olan bir
faz 3 galigmadir. Calisma dizayni olarak randomize ¢ift kor olarak iki gruba boliinmiis;
bir gruba rituximab ve 150 mg idelasilib verilmis, diger gruba rituximab ve plasebo
verilmis. Tiim yanitlara bakildiginda idelasilib kolunda ORR %81, plasebo kolunda
ise ORR %13 bulunmus ve tiim yanitlar parsiyel yanit olarak bulunmus (111). Bu faz
3 ¢alismasinin sonuglarinin bu kadar olumlu olmasi nedeniyle PI3K delta ve pan-PI3K
inhibitdru olan birgok ilacin gesitli ilaglarla kombine edildigi NHL lerde elliye yakin
faz 1-3 calisma devam etmekte olup bu calismalarin higbirinde ETP 45658’in BL
Ozelinde etkinligi arastirtlmamistir. Bu nedenle bizim g¢alismamizin bu yonu ile

literatiire katki saglayacagini diisiinmekteyiz.

Resveratrol’iin PI3K/Akt/mTOR yolag1 inhibisyonu ile kanser tedavisinde
kombinasyon rejimlerinde kullanilmasina iliskin literatiirde mesane kanseri ile yapilan
bir calisma olup Resveratrol’iin kombinasyonda etkili oldugu bulunmustur (95). Bizim
calismamizda da Resveratrol’iin, ETP 45658’in BL hiicreleri tizerine olan sitotoksik
etkisini giiclendirmis olup, sinerjistik etki ile hem yan etki profilini azaltip hem de
etkinligini artiran bir molekiil olarak kombinasyon tedavilerinde alternatif bir ajan
olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Apopitoz iizerine ise anlamli bir etki yapmamis
olup bunun Resveratrol dozu ve apopitoz 6lgiim zamanimizin 24 saat gibi kisa bir

stirede olmas1 nedeniyle olabilecegi diigiiniilmektedir.

Literatiire bakildiginda genel anlamda sonuglar bizim g¢alismamiza paralel

olacak sekilde PI3K/Akt/mTOR yolagi inhibitorlerinin BL hiicre hatlarinin tamaminda
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sitotoksik etki gosterdigi ve bu sitotoksik etkinin doz ve zaman bagimli olarak arttig1
goriilmistiir. Ayrica literatirde yine apopitoz indiiksiyonunda kullanilan farkli
yontemler ile yiiksek doz tek ajan yolak inhibitorlerinin bazi hiicre hatlarinda
apopitozu indiikledigi bulunmus olsa da baz1 hatlarda ise apopitoz indiksiyonunda
istatistiksel agidan anlamsiz bulunmustur. Bizim ¢alismamizda da apopitoz
indiiksiyonu agisindan hem ETP hem de ETP + Resveratrol kombinasyonu kontrol

grubuna gore istatistiksel agidan zayif anlamli bulundu.

Litaratiirde daha 6nce BL hiicre hattinda calisilmamis bir antioksidan olan
Resveratrol’tin ETP 45658 ile kombinasyonun sitotoksik etkiyi artirir mi diye
yaptigimiz calismada, literatiirdeki diger malign hiicrelerle yapilan Resveratrol’iin
PI3K/Akt/mTOR yolagiin etkinligini artirdig1 calismalarla paralel bir sekilde anlamli
olarak bulunmustur. Fakat kombinasyon tedavisinin tek basma ETP ile
kiyaslandiginda apopitoz indlksiyonu Uzerine olan etkisi istatistiksel agidan maalesef
anlamsiz bulunmustur. Calismamizin daha etkili olabilmesi icin farkli hiicre
hatlarinda, farkli yontemlerle deneylerin yapilmasi ve ileri ki siiregte in vivo

yontemlerle desteklenmesi gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

ETP 45668’in hem tek ajan hem de Resveratrol ile kombinasyonu Burkitt
lenfoma hiicre hatt1 lizerinde 24. saatte bile tiim konsantrasyonlarda anlaml
istatistiksel sonug verecek kadar giiglii bir sitotoksik etkinlige sahip olup bu

sitotoksik etkinlik doz bagimli olarak artmaktadir.

ETP 45658’in hem tek ajan hem de Resveratrol kombinasyonu ile apopitozu
indiklemistir. Fakat istatistiksel olarak zayif anlamli sonu¢ bulunmustur.
Bunun nedeni ilacin  potensini  gOstermek  amaciyla  apopitoz
degerlendirilmesinin 24 saat gibi erken bir zamanda yapilmasi, mevcut ilag
kombinasyonunun sitotoksik etkisinin apopitoz dis1 (ferroptoz, piropitoz,
otofaji vb.) bir mekanizma ile olabilecegi veya literatirde de benzer
calismalarda oldugu gibi iki farkli apopitoz belirtecinin ayni ¢alismada farkli
sonuglar vermesi olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu konuda ek caligmalar

yapilmasi1 gerekmektedir.

Guclu sitotoksik etkisinin yan1 sira gorece daha diisiik apopitoz etkisi ile PI3K
inhibitorlerinin sitotoksik etkisinin sadece apopitoz iizerinden olmamasi
hipotezi ileri aragtirmalarla kamitlanirsa; bu molekiiller relaps/refrakter
lenfomalar gibi kemoterapi direngli gruplarin tedavisinde tedavi sec¢enegi

haline gelebilir.

PI3K/Akt/mTOR yolak inhibitdrleri kendi iginde degerlendirildiginde; mTOR
inhibisyonu yapan grubun sadece mTORC1 kompleksini inhibe etmesi ve
mMTORC2 kompleksini inhibe etmemesinin dogal sonucu olarak mTORC2
kompleksinin pozitif feedback ile PI3K/Akt/mTOR yolagini aktive edip bu
molekdllerin etki gliclnl azaltmaktadir. Bu nedenle PI3K (ETP 45648 gibi)

inhibitorlerinin temsirolimus/omlipalisib gibi mTOR inhibitorlerine Gstin
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oldugu literaturdeki temsirolimus/omlipalisib vs idelasilib klinik ¢aligmalarini
kiyasladigimizda anlagilmaktadir. Bu nedenle PI3K inhibitorlerinin Gzerine

calisma yapilmasi daha akilc1 olacaktir.

PI3K inhibitorleri, farkli alt gruplara karsi inhibisyon saglayan molekiiller olup
ileri ¢alismalar ile kanser hiicrelerinde hangi alt grubun aktif oldugu belirlenir
ve bu alt gruba spesifik inhibitor molekiil kullanilirsa, mevcut molekilin yan

etki potansiyeli azaltilarak daha etkin bir tedavi saglanabilir.

Resveratrol gibi PI3K/Akt/mTOR yolagini inhibe eden antioksidanlarin
kombinasyon tedavilerinde kullanim1 hem yan etki potansiyelini azaltmakta
hem de tedavinin etkisini artirarak tedavi basarisin1 pozitif ydnde
etkilemektedir. Bu nedenle lenfoma gibi malign hastaliklarin tedavisinde tek

ajan yerine kombinasyon tedavileri tercih edilmesi daha akilcidir.

PIBK/Akt/mTOR vyolak inhibitorlerinin etki mekanizmasi ile kemoterapi
rejimlerinin etki mekanizmasinin farkli olmasi nedeni ile kemoterapi direngli
lenfomalarin tedavisinde iki ilacin kombinasyonu, tedavi sansini artirmaktadir.
[k basamak tedavide olmasa bile sonraki basamaklarda kemoterapi rejimlerine
protein  kinaz inhibitorleri/immunoterapi  ajanlar1  gibi molekiillerin
eklenmesinin tedavi basar1 oranmi arttiracagi diistiniilmektedir. Elbette bu

konuda daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizda c¢ikan sonuclar, literatlr ile birlikte degerlendirildiginde
gostermistir ki 6zellikle relaps/refrakter BL ve intensif kemoterapileri tolere
edemeyecek hastalar icin hem tek ajan ETP 45658’in hem de ETP
45658/Resveratrol kombinasyonunun yeni bir tedavi segenegi olma
potansiyelibulunmaktadir. Bu molekiillerin hastalar tizerinde etkinliginin,
yan etki profilinin ve sag kalima olan etkisinin degerlendirilmesi agisindan

daha fazla klinik ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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