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OZET

AKUT LENFOBLASTIK LOSEMIDE MDM2'NiN FARMAKOLOJIK
INHIBiSYONUNUN KLINiK ONCESi YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Akut lenfoblastik 16semiye (ALL) yonelik mevcut tedavilere ragmen, terapi sonucu hastaligin
yiiksek klinik degiskenligi, 6zellikle yiiksek risk 6zelliklerine sahip hastalar i¢in yeni tedavi
stratejileri gerektirmektedir. 7P53 geninin kodladig1 ve genomun koruyucusu olarak bilinen
timor baskilayict protein p53, tliimor gelisiminin engellenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.
ALL vakalarinin %90'indan fazlasi baslangigta yabani tip 7P53'0 barindirir. Yabani tip
TP53'ten kodlanan ancak 7P53 mutasyonlart ve MDM2’nin asir1 ekspresyonu gibi gesitli
nedenlerle islevini kaybeden p53'iin yeniden aktivasyonu, kanser tedavisinde ilgi ¢ekici bir
terapotik yaklasimdir. p53, birincil baskilayicisi olan MDM?2 proteinini hedef alarak
genotoksik olmayan bir sekilde aktive edilebilir. Giinimiizde MDM2 inhibitorlerini igeren
klinik denemeler, bu tedavilerin kanser tedavisi stratejilerine dahil edilmesine olan ilgiyi
yansitan, giderek artan sayida arastrma kapsaminda yiriitiilmektedir. Erken faz klinik
denemeleri, gelistirilen bilesiklerden biri olan idasanutlin'in (RG7388) umut vaat ettigini
ortaya konulmustur. RG7388, gelistirme potansiyeli, seciciligi ve biyoyararlanimi olan ikinci
nesil bir MDM2-p53 baglanma inhibitoriidiir. Bu ¢alismanin amaci, RG7388'in ALL igin
terapotik bir strateji olarak etkinligini hiicre hatlarinda degerlendirmek ve daha ileri
arastirmalar i¢in bir 6n veri olusturmaktir. RG7388, cesitli 7P53 mutasyon profillerine sahip
bes ALL hiicre hattindan doérdiinde canlilig1 azaltirken, yalnizca bir hiicre hatt1 yiliksek direng
sergiledi. RG7388, apoptozun i¢csel ve digsal yollarinda yer alan p53 hedef genlerinin yukari
regiilasyonu ile pro-apoptotik gen ekspresyonlar1 indiiklendi. Bu arastirmada RG7388, yeni
bir tedavi stratejisi olarak ALL hiicrelerinde klinik 6ncesi yontemlerle arastirildi. Bu ¢alisma
daha fazla fonksiyonel arastirma ve in vivo degerlendirme dnermektedir ve p53-fonksiyonel

ALL'min MDM2 inhibitorleriyle tedavi edilmesi ihtimalini vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Akut Lenfoblastik Losemi, p53, Antikanser Tedavisi, Hedefe Yonelik
Tedaviler, MDM2.
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ABSTRACT

INVESTIGATING PHARMACOLOGICAL INHIBITION OF MDM2 IN ACUTE
LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA USING PRECLINICAL METHODS

Despite available treatments for acute lymphoblastic leukemia (ALL), the disease's high
clinical variability necessitates new therapeutic strategies, particularly for patients with high-
risk features. The tumor suppressor protein pS3, encoded by the TP53 gene and known as the
guardian of the genome, plays a crucial role in preventing tumor development. Over 90% of
ALL cases initially harbor wild-type TP53. Reactivation of p53, which is encoded from the
wild type TP53 but lost its function for several reasons, is an attractive therapeutic approach
in cancer treatment. p53 can be activated in a non-genotoxic manner by targeting its primary
repressor, the MDM2 protein. Clinical trials involving MDM?2 inhibitors are currently being
conducted in a growing body of investigation, reflecting of the interest in incorporating these
treatments into cancer treatment strategies. Early-phase clinical trials have demonstrated the
promise of idasanutlin (RG7388), one of the developed compounds. It is a second-generation
MDM2-p53 binding antagonist with enhanced potency, selectivity, and bioavailability. The
aim of this study is to evaluate the efficacy of RG7388 as a therapeutic strategy for ALL and
to investigate its potential impact on improving treatment outcomes for high-risk patients.
RG7388 potently decreased the viability in four out of five ALL cell lines with diverse TP53
mutation profiles, whereas only one cell line exhibited high resistance. RG7388 induced a
pro-apoptotic gene expression signature with upregulation of p53-target genes involved in the
intrinsic and extrinsic pathways of apoptosis. In this research, RG7388 was investigated with
pre-clinical methods in ALL cells as a novel treatment strategy. This study suggests further
functional research and in-vivo evaluation, and it highlights the prospect of treating p53-

functional ALL with MDM?2 inhibitors.

Keywords: Acute Lymphoblastic Leukemia, p53, Anticancer Treatment, Targeted Therapies,
MDM2.
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1. GIRIS
1.1. Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)

Losemi ile ilgili ilk tibbi gdzlemler 1827 yilinda Alfred Velpeau tarafindan yapilmistir
(Kampen, 2012). Velpeau, ates, halsizlik ve yaygin agr1 sikayetleri ile bagvuran bir hastanin
otopsi sonucunu incelediginde, asir1 bliylik bir dalak ve damar iginde sari-beyaz ile yesili
andiran bir kitle tespit etmistir (Kampen, 2012). 1845 yilinda Rudolf Virchow, John Hughes
Bennett ve David Craigie, l6semiyi ayr1 bir hastalik olarak tanimlamis ve Virchow, 1847'de
bu hastalig1 "l6semi" terimiyle adlandirarak, hastalig1 splenik (dalakla ilgili) ve lenfatik (lenf
sistemi ile 1ilgili) olarak iki farkli tipe aymrmustr (Kampen, 2012). 1870 yilinda Ernst
Neumann, 16seminin kékeninin kemik iligi oldugunu belirlemis ve hastaligi miyeloid, dalak
ve lenfatik olmak iizere ii¢ ana tipe smiflandirmistir (Deininger, 2008). 1891 yilinda
gelistirilen boyama yontemleri, losemi alt tiplerinin daha ayrmtili olarak ayrilmasini
saglamistir ve 1913°te ise Turk, 16semiyi akut veya kronik, lenfatik veya myeloid olarak

siiflandirmistir (C. H. Pui vd., 2015).

Akut lenfoblastik 16semi, en genel tanimiyla kan ve kemik iligi kanserlerinin bir
tiirtidiir (S. P. Hunger vd., 2015). ALL, lenfoid projenitor hiicrelerin, kotii huylu ¢cogalmasi ve
farklilagsmig hiicrelerin kemik iligi, kan ve ekstramediiller bolgelere olan gociiyle meydana
gelmektedir (Terwilliger vd., 2017). Kemoterapi ve hedefe yonelik tedavilerdeki onemli
ilerlemelere ragmen, ozellikle miyeloid mutasyonlar veya Philadelphia kromozomu pozitif
(Ph+) t(9;22) ALL gibi yiiksek riskli 6zelliklere sahip olan bir hasta alt grubu, kétii prognoz
ve terapoOtik direngle karsi karsiya kalmaya devam etmektedir (C. H. Pui vd., 2015; D. T.
Teachey vd., 2019). Bu hastalik, B veya T lenfoid projenitér hiicrelerinin olgunlagsmamis
formlarmin (lenfoblastlar) kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucunda ortaya ¢ikmakta ve normal kan
hiicrelerinin iiretimini engelleyerek ¢esitli saglik sorunlarmma yol agmaktadir (D. T. Teachey

vd., 2019).
1.1.1. ALL Tamim ve Epidemiyolojisi

ALL, kemik iligi, kan ve ekstramediiller bolgeleri istila edebilen ve hiicre
farklilagmasinin erken bir asamasinda bloke edilen lenfoid hiicrelerin kétii huylu ¢ogalmasidir
(Hiroto vd., 2013). Hastaligin epidemiyolojisine bakildiginda, ALL’ nin Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)’nde yilda 6000 civar1 yeni vakayla artig gosterdigi tespit edilmistir ve
ABD’deki 2016 yilina ait kayitlara gore, 6500°den fazla yeni vakaya rastlanmaktadir (Stephen
P Hunger vd., 2012). ABD'de goriilme siklig1 2014 yilinda ise 100.000 kiside 1.57 olarak



belirlenmistir (Hiroto Inaba vd., 2021). ABD’deki vaka insidans1 ise 100.000 kiside 1.6
vakadir (S. P. Hunger vd., 2015; Hiroto Inaba vd., 2013). Ulkemizdeki goriilme siklig ise
1.4/100000 olarak tahmin edilmektedir (Yiimlii, 2015). ALL’nin ¢ocuklara oranla yaglhlarda
daha oSldiirticii oldugu arastirmacilar tarafindan kaydedilmistir (Horowitz, Akasha vd, 2018).
Verilere gore %60 gibi bir oranla ¢ocuklarda ve 20 yasa kadar olan bireylerde goriilmekle
birlikte buna ek olarak bir milyon kiside 3,2 gibi bir goriilme sikligmma sahipken, siyahi
cocuklarin beyazlara gore ii¢ kat daha az oranda ALL’ye yakalandig1 arastirmacilar tarafindan
kaydedilmistir (Horowitz vd., 2018). Diger bir veri ise Down sendromlu bireylerin bu
hastaliga yakalanmada artmis bir riske sahip olmasidir (Hasle, Clemmensen vd., 2000). Yasa
ve etnik kokene bagli olarak ALL insidansmnin degisiklik gosterdigi goriilmektedir. Latinlerin
Latin olmayanlara gore, beyazlarin (milyonda 35,6) ise siyahilere (milyonda 14,8) gore
ALL’ye daha fazla yakalandig1 kaydedilmistir (Barrington-Trimis vd., 2017; Lim vd., 2014).
Bu bilgilere 2016 yilinda Surveillance, Epidemiology and End Results Registry (SEER)’deki
kayitlara bakilarak ulagilmistir. Bu kayitlarda 23.829 vakanin 8.297°si (%35) Latin olarak
bildirilirken 11.714’1 (%49) Latin olmayan beyazlar, 1.639°u(%7) ise Latin olmayan siyahiler
olarak bildirilmistir (Feng vd., 2021).

ALL’nin belirli yaglarda pik yaptigi bilinmektedir. Bu piklerin doruk noktalarinin 5
yasinda ve 50’li yaslarda ortaya ¢iktig1 gozlemlenmistir (S. Paul vd., 2016). ALL’de yapilan
immiinofenotipleme sonucunda %75-85 oraninda B soylu, %15-25 oraninda ise T soylu
hiicrelerden meydana geldigi anlasilmistir fakat bu durum yasa ve etnik kokene bagl olarak
degisim gosterebilmektedir. (Terwilliger vd., 2017). Kayzitlara bakildiginda oldukca oldiiriicii
olan bu hastaligin yine ABD’de 2018'de teshis edilen yaklasik 5960 yeni vakanin 1470’1
oliimle sonuclandig1 goriilmiistiir (Siegel vd., 2018). ALL’ nin yaklasik %601 20 yasindan
geng hastalardir. Son kirk yilda 5 yillik genel sag kalim 6nemli 6l¢iide artig gdstermis ve bu
sag kalim 1975'te %30’larda iken 2009'da yaklasik %70'lere ulasmistir (Pulte vd., 2009).
Ancak, cocuklarda %90'lara ulagan bu 5 yillik genel sag kalim orani 50 yas iistii hastalarda
%25'e kadar diismektedir (Pulte vd., 2014). Ozellikle yetiskin hastalar (>40 yas) ve mevcut
tedavilere direngli diger gruplar i¢in daha etkili ve hedefe yonelik tedavi seceneklerine ihtiyag
vardir (Stephen P Hunger vd., 2012). Belirtilmesi gereken bir diger nokta ise, baz1 diisiik ve
orta gelirli iilkelerde 10semi icin etkili mevcut tedavilere siirekli erisim miimkiin
olamayabilmektedir ~(Bonaventure vd., 2017). Ozellikle son on yilda ALL’nin
patofizyolojisinin anlasilmasinda biiylik ilerlemeler kaydedilmis ve hedefe yonelik tedavi

secenekleri de gelismektedir (Lanza vd., 2020). En yaygin tedavi yontemi olarak kullanilan



kemoterapi Ozellikle yetiskin hastalarda, %80-90 oraninda tedaviye tam yanit elde
edilebilmesine ragmen sadece %25-45 hasta 5 yil remisyonda kalabilmektedir (Thomas vd.,
2010). Ayrica bu kemoterapi rejimlerinin tamamlanmasi yiliksek toksisite nedeniyle
zorluklarla kars1 karstyadir. Yetiskinlerin sadece %22'si kemoterapiyi tamamlayabilmektedir
(Stock vd., 2013). Bu sebeplerden dolay1 daha giivenli, daha genis hasta gruplarinda

uygulanabilir ve daha etkili ajanlara ihtiyag¢ kaginilmazdir.
1.1.2. ALL Tam ve Tedavi Yontemleri
1.1.2.1. ALL’de Tam

Tan1 aninda ALL, yiiksek lokosit sayisi, santral sinir sistemi tutulumunun sik olmasi,
CD10 pozitif B hiicre immiinfenotipi, L1 tipi blast morfolojisi ve kotii prognoz ile iligkili
seyir Ozellikleriyle dikkat ceker (Garg vd., 2018). ALL tanis1 genellikle tam kan sayimi
(anemi, trombositopeni ve yliksek beyaz kan hiicresi sayisi1 gibi anormalliklerin belirlenmesi
(Vaitkeviciene vd., 2011).), kemik iligi biyopsisi (kemik iliginden Ornek almarak
lenfoblastlarin varli§1 ve yiizdesinin tespiti (Percival, Lai, Estey vd., 2017), akis sitometrisi
(kan veya kemik iligi 6rneklerindeki hiicrelerin yiizey 6zelliklerinin belirlenmesi.) ve genetik
testler (farkli genetik anormalliklerin (6rnegin, Philadelphia kromozomu) saptanmasi) ile
yapilmakta ve bu tedavi planinin belirlenmesine yardime1 olmaktadir (Bauer, Bastian, Gozzi,
vd., 2009). Kan testlerinde, anormal derecede ylikselmis beyaz kan hiicresi sayis1 ve trombosit
sayisinda diisiis gozlemlenir (Vaitkeviciené vd., 2011). Kemik iligi biyopsisi, lenfoblastlarin
varligmi dogrulamak icin gerekli olmakla birlikte immiinohistokimyasal ve genetik testler,
hastaligin alt tipini belirlemek igin yapilmaktadir (Percival vd., 2017). ALL hastalarinda, en
onemli prognostik faktorlerden biri, kemoterapiye direngli ve kalici kotii huylu hiicreler
olarak tanimlanan minimal rezidiiel hastalik (MRD) durumudur (Briiggemann vd., 2017).
MRD, 10.000 saglikl1 hiicrede bir neoplastik hiicrenin (%0,01) tespitiyle pozitif kabul edilir
ve bu durum hastaligin niiks riskini ve tedaviye yanit1 degerlendirmede biiyiikk 6nem tasir
(Briiggemann vd., 2017). MRD durumu, tedavi sirasinda hastanin kemosensitivitesini ve
tedavi etkinligini gosteren 6nemli bir belirtectir (Briiggemann vd., 2017). Minimal rezidiiel
hastaligin tespiti i¢in kullanilan iki ana yontem vardir. Bunlar multiparametrik akis sitometrisi
(FC-MRD) ve polimeraz zincir reaksiyonuna dayali molekiiler yontemler (PCR-MRD) olarak
ele alinmaktadir (Vaitkeviciené vd., 2011). FC-MRD, florokrom etiketli monoklonal
antikorlarn kullanimiyla l6semiye 6zgii immiinofenotiplerin tespiti i¢in en hizli ve en duyarl
yontemlerden biridir (Nguyen vd., 2020). Bu yontem, ALL hastalarmin yaklasik %90-98’inde
uygulanabilir ve duyarliligi, gercek zamanl kantitatif PCR yontemleriyle karsilastirildiginda
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daha diisiik olsa da yine de oldukea etkilidir (van Dongen, van der Velden, vd., 2015). PCR
tabanli yontemlerde, immiinoglobulin (Ig) ve T hiicresi reseptorii (T-cell receptor:TCR) gen
yeniden diizenlemeleri MRD belirtecleri olarak kullanilir (van Dongen vd., 2015). Ayrica,
yeni nesil dizileme (next generation sequencing: NGS) tabanli Ig klonalite analizi geleneksel

klonalite analizlerine kiyasla daha hassas sonuglar elde edilmesini saglamaktadir (van den

Brand vd., 2021).

Diger prognostik faktorler arasinda tani anindaki yliksek beyaz kan hiicresi (White
blood cell: WBC) sayis1 da olumsuz bir etken olarak 6ne ¢ikar (van den Brand vd., 2021).
Tedavi siireci boyunca, hastalarin tedaviye verdikleri yanitlar ve tedavi siirekliligi, kullanilan
tedavi ajanlarina ve tedavi protokollerine baglh olarak degisir (Moricke vd., 2016). ALL'nin
prognozu, bir¢cok faktore baghdir; yas, hastaliin tipi, tedaviye yanit ve genetik faktorler
bunlar arasindadir (S. Paul vd., 2016). Cocuklarda tedaviye iyi yanit alinmasi durumunda
genel iyilesme oranlar1 oldukca yiliksektir fakat yetiskinlerde prognoz genellikle daha kotii
olabilmektedir (S. Paul vd., 2016). Hiicrelerin B veya T hiicresi kokenli olup olmadigmi
belirlemek i¢in kullanilan immiinohistokimya da hastaligin teshisinde kullanilan yontemler
arasinda yer almaktadir (D. T. Teachey vd, 2019). Genel olarak, cocuklarda ALL tedavi
sonuglar1 olduk¢a umut vericidir ve iyilesme oranlar1 %80-90 civarindadir (C.-H. Pui vd.,
2006). Yetiskinlerde ise iyilesme oranlar1 (%22) genellikle daha diisiiktiir (C.-H. Pui vd.,
2006). ALL’nin teshisinde morfolojik ¢aligmalarin yaninda immiinofenotipleme ve akis
sitometrisi testleri kullanilmaktadwr (Dworzak vd., 2018). Tedavisinde ise genel olarak

kemoterapi kullanilmaktadir (Lukenbill vd., 2013).
1.1.2.2. ALL’de Tedavi Yontemleri
1.1.2.2.1. Kemoterapi ve Radyoterapi

Losemi tedavisi son birkag on yilda 6nemli bir gelisim gdstermistir ve bu iyilesmelerin
ardindan, arastirmalar artik hastalarin tedaviye yanitini etkileyen prognostik faktorleri
belirlemeye odaklanmistir (Berry vd., 2017). Prognostik faktorler, hastalar1 belirli bir risk
grubuna yerlestirerek, tedavi yogunlugunun ne sekilde diizenlenecegine karar verilmesinde
onemli rol oynar (Berry vd., 2017). ALL tedavisi, hastaligin cinsine, evresine ve hastanin
genel saglik durumuna bagh olarak degisir. ALL tedavisi, kemoterapi, radyoterapi, hedefe

yonelik tedaviler ve kok hiicre nakli gibi ¢esitli yontemleri icerebilir.

ALL tedavisi, genellikle ii¢ asamadan olusmaktadir; ilki olan indiiksiyon, hastaligm

hizli bir sekilde remisyona girmesini saglamak i¢in yogun kemoterapi uygulanmasi, yani



16semi hiicrelerinin tamamini yok etmek veya kontrol altina almak i¢in yapilan ilk tedavidir
(Oeffinger vd., 2006; Schrappe vd., 2000). Bu asamada genellikle yiiksek doz kemoterapi
uygulanmaktadir ve birkag hafta siirerken hastanede yatig1 gerekebilmektedir (Aureli Marziani
vd., 2023). Diger bir asama olan konsolidasyon ise remisyonun siirdiiriilmesi ve niiksii
onlemek icin ek tedaviler yapilmasidir (Young vd., 2017). Bu asamda koruyucu tedaviyle
I6semi hiicrelerinin yeniden ¢ogalmasi engellenmeye calisilir (C. H. Pui vd., 2015). Son
asama olarak ele alabilecegimiz bakim (maintenance) ise hastalign tekrarlamasini 6nlemek
icin daha diisiik dozlarda uzun siireli tedavi uygulanmasi olarak bilinmektedir (Group, 1996).
Bu asama genellikle 2-3 yil siirebilir ve tedavi siiresince diizenli kontroller gerektirir (Rudin
Marable vd., 2017). Tiim bu tedavi yontemleri disinda ek olarak bazi hastalarda, 6zellikle
niikks durumunda, kok hiicre nakli Onerilebilinmektedir. Hedefe yonelik ise spesifik bazi
mutasyonlar1 tasiyan veya bazi hedef genler i¢cin yabani tip olan hastalar i¢in
planlanabilmektedir. Yogun kemoterapi rejimleri ALL tedavisinde halen en yaygin
basvurulan yontemlerdendir (Aureli vd., 2023). Ozellikle yetiskin hastalarda, %80-90
oraninda tedaviye tam yanit elde edilebilmesine ragmen sadece %?25-45 hasta 5 yil
remisyonda kalabilmektedir (Stock vd., 2013; Thomas vd., 2010). Ayrica bu kemoterapi
rejimlerinin tamamlanmas: yliksek toksisite nedeniyle zordur. Yetiskinlerin sadece %22'si
kemoterapiyi tamamlayabilmektir (Stock vd., 2013). Kemoterapi disinda, bazi hastalar i¢in
hedefe yonelik tedaviler ve immiinoterapiler de 6nerilebilinmektedir (Aureli vd., 2023). Coklu
ajanl1 ve yogun kemoterapi rejimleri sayesinde, pediatrik hastalarda 9%80-90 arasinda bir
iyilesme orami elde edilmistir ve bu tedavi protokolleri, ergenler ve geng yetiskinlerde de
onemli iyilesmeler saglamistir (S. P. Hunger vd., 2015). Bununla birlikte, bazi hastalarda
farmakolojik direng¢ veya toksisite nedeniyle, Ozellikle "pediatrik benzeri" tedavi
protokollerinin  uygulanmasi1 durumunda, geleneksel tedavi yaklasimlar1 yetersiz
kalabilmektedir (Bowling vd., 2016; S. P. Hunger vd., 2015). Bu, tedaviye cevap vermeyen
veya tedavi sirasinda ciddi yan etkiler gelisen hastalar i¢in daha etkili stratejilerin

gelistirilmesini gerektirmektedir.

Kemoterapiye ek olarak, radyoterapi de se¢ilmis hasta gruplarinda ALL tedavisinde
kullanilmaktadir (Vora vd., 2016). Ge¢miste, kraniospinal 1smnlama ALL tedavisinde 6nemli
bir yer tutmusken, giiniimiizde bu tedavi yonteminin uygulanabilirligi, tan1 aninda belirli bir
merkezi sinir sistemi (MSS) durumuna gore belirlenmektedir (Sun vd., 2017). MSS tutulumu
olan ALL hastalarinda, kotii tedavi sonuglart ve MSS lezyonlarmin tekrar etme egilimi

nedeniyle, kraniospinal 1gmlama MSS tekrarmi engellemek amaciyla kullanilmaktadir (Sun



vd., 2017). Bu tedavi, genellikle MSS tutulumu gdsteren yiiksek riskli ALL hastalarinda
tercih edilir. Bununla birlikte, radyasyon tedavisinin yiiksek toksisite riski nedeniyle, hastanin
radyoterapi aldig1 siire, kullanilan dozaj ve radyoterapinin tedavi planma dahil edilip
edilmeyecegi konusunda pek ¢ok arastirma yapilmaktadir (Arico vd., 2002). Bu ¢aligmalar,
radyasyon dozunun azaltilmasit ve tedaviye yonelik daha etkili stratejilerin gelistirilmesi
amactyla siirdiiriilmektedir. En yaygin kullanilan kemoterapotik ajanlar arasinda metotreksat,
daunorubisin, doksorubisin, vinkristin, sitarabin, siklofosfamid, tiyoguanin ve 6-
merkaptopurin yer alir (Tallman vd., 2005; Young Simmons vd., 2017). Tiim tedavi siireci
genellikle 2-3 yil arasinda siirer. Pediatrik ALL hastalarinda, farkli tedavi protokollerinin
etkinligi lizerine bir¢ok arastirma gerceklestirilmistir (Conter vd., 2010; Méricke vd., 2016).

1.1.2.2.2. immiinoterapi

Pediatrik ALL'de immiinoterapiler ve diger yeni hedeflenmis tedavi stratejileri,
geleneksel kanser tedavilerini desteklemek amaciyla kullanilmaktadir (Hiroto Inaba vd.,
2019). Bu yenilik¢i yaklagimlar, tedaviye bagli toksisiteyi azaltmay1 ve tedavi sonuglarini
tyilestirmeyi hedefler (Hiroto Inaba vd., 2019). Monoklonal antikorlar, neoplastik hiicreler
tarafindan ifade edilen spesifik antijenleri hedefleyen bir grup yeni, hedefli tedavi ajanini
temsil eder (Raponi vd., 2011). Bu antikorlar, bagisiklik sistemini aktive ederek kanser
hiicrelerine karsi sitotoksik bir yanit baslatir. Pediatrik ALL hastalarinda, en yaygin hedefler
arasinda CD19, CD20 ve CD22 antijenleri bulunmaktadir (Raponi vd., 2011). Bu antijenleri
hedefleyen antikor temelli ilaclar, monoklonal antikor tedavilerinin yani sira, antikor-ilac¢

konjugatlar1 gibi yenilik¢i tedavi yaklagimlarini da icermektedir (Stokke vd., 2021).

Immiinoterapiler, kanser hiicreleriyle miicadele etmek igin bagisiklik sistemini
giiclendirmeyi amaclayan ek tedavi yOntemleridir (Aureli vd., 2023). Pediatrik ALL
tedavisinde su anda iic ana immiinoterapi kategorisi kullanilmaktadir. Bunlar bispesifik
antikorlar, CAR T hiicreleri (Kimerik Antijen Reseptorii T hiicreleri) ve antikor-ilag
konjugatlar1 olarak siralanmaktadir (Sekil 1.1) (Hiroto Inaba vd., 2019; C. H. Pui vd., 2015).
Immiinoterapiler, 6zellikle B hiicreli ALL tedavisinde yaygin olarak kullanilir ¢iinkii CD19,
CD20 ve CD22 yiizey antijenleri yalnizca B hiicrelerinde ifade edilir ve hematopoietik kok
hiicreler veya diger dokularda bulunmaz (Hiroto Inaba vd., 2019). Bu tiir tedavi, sadece B
hiicreli ALL hiicrelerini degil, ayn1 zamanda normal B hiicrelerini de hedef alabilir, bu da

intravenéz  veya  subkutan  immiinoglobulin = uygulamalar1  ile  ydnetilebilen

hipogamaglobulinemiye neden olabilir (Fry vd., 2018; Hiroto Inaba vd., 2019). T hiicreli ALL



icin de antikor tedavisi ve CAR T hiicreleri gibi tedavi yontemleri arastirilmaktadir vd.,
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Sekil 1.1. Akut lenfoblastik 16semide immiinoterapi
Kaynak:(Inaba vd., 2020).

FDA (ag¢ilimi: U.S. Food and Drug Administration, Tiirkce: Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve Ilag Dairesi)) tarafindan onaylanan tek monoklonal antikor, CD19 ve
CD3'e kars1 yonlendirilmis iki antikor igeren bispesifik bir T hiicresi baglayicisi1 (BiTE) olan
blinatumomab'dir (Brischwein vd., 2006). CD19, tiim 6ncii B hiicrelerinde ifade edilirken,
CD3, T hiicresine bagli sinyalleme siirecinde ©onemli bir rol oynar. Bu bispesifik
kombinasyon, T hiicrelerinin tiimdr hiicrelerine gii¢lii bir sekilde baglanmasmi saglar. Sonug
olarak, bu baglanma, aktive olan T hiicrelerinin c¢ogalmasini ve kanser hiicrelerinin

oldiiriilmesini tetikler (Brischwein vd., 2006).

DM4 ve anti-CD19 antikorunun birlestirilmesiyle olusturulan antikor-ilag konjugati
SAR3419 (koltuksimab ravtansin), B hiicreli ALL ve MLL gibi hastalik modellerinde
preklinik olarak etkinligini kanitlamigtir (Carol vd., 2013). Fare ksenogreft modellerinde
hastalik progresyonunu onemli dlciide geciktirdigi ve objektif bir tedavi yanit1 olusturdugu
gozlemlenmistir (Carol vd., 2013). Ayrica, SAR3419, hematolenfoid doku ve diger

organlarda (merkezi sinir sistemi hari¢) hastaligin niiksiinii 6nlemeyi basarmistir. Bu bulgular



1s18inda, SAR3419'un pediatrik CD19+ B hiicreli ALL hastalarinda tedavi sonuglarmni

iyilestirme potansiyeline sahip oldugu 6ne siiriilmiistiir (Carol vd., 2013).

CD20, tiim olgun B hiicrelerinin yiizeyinde bulunan ve MS4Al geni tarafindan
kodlanan bir proteindir (Pavlasova vd., 2020). B hiicrelerinin gelisiminde ve olgunlagsmasinda,
aynt zamanda B hiicrelerinin optimal islevini siirdiirebilmesi i¢in 6nemli bir rol oynar
(Pavlasova vd., 2020). Bu 6zgiil B hiicresi antijeni, su anda B hiicreli ALL tedavilerinde
ikinci basamak tedavi hedeflerinden birini olusturmakta olup, tiim hastalarin yaklasik
%?25'inin anti-CD20 immiinoterapisi i¢in uygun oldugu belirtilmektedir (Wei, Wang, Huang,
vd., 2017).

CD22 antijeni, B hiicreli ALL hiicrelerinin yaklasik %80 ila %90" tarafindan ifade
edildigi i¢in, immiinoterapide 6nemli bir hedef haline gelmistir (Fry vd., 2018). Bu antijeni
hedef alan mevcut antikorlar arasinda epratuzumab ve moxetumomab pasudotox yer
almaktadir (Fry vd., 2018). CAR-T hiicreleri, hastadan tiiretilen ve genetik olarak modifiye
edilen T hiicreleridir (Raponi vd., 2011). Bu hiicreler, genetik miihendislik ile timor
hiicrelerindeki spesifik antijenlere baglanabilen hiicre dis1 alanlar kazanir, boylece bir T
hiicresi tepkisini tetikleyerek kanser hiicrelerinin yok edilmesini saglar (Raponi vd., 2011).
ALL hastalarinda niiks oran1 yaklasik %20 civarmdadir ve hastalarin kalan %10’u geleneksel
tedavilere diren¢ gostermektedir. Niikseden hastalarin prognozu son derece kotiidiir; 5 yillik
sagkalim oran1 %5-10 arasindadir (Gokbuget vd., 2012). Niikkseden ALL'li ¢ocuklarm
prognozu ise, niiksiin gerceklestigi zaman dilimi, tam1 ile niiks arasindaki siire ve blast
hiicrelerindeki genetik degisikliklere baglh olarak degiskenlik gostermektedir (Aureli vd.,
2023).

Son yillarda, refrakter ve niikseden ALL hastalarmin tedavisinde yeni tedavi
secenekleri oldukca umut verici hale gelmistir. Bu tedaviler, 16semik blast hiicrelerinin
yiizeyinde ifade edilen CD19, CD20, CD22 ve CD52 gibi antijenleri hedefleyen monoklonal
antikorlara dayanmaktadir (Jabbour O’Brien, vd., 2015). Geleneksel kemoterapi ile
kombinasyon halinde, anti-CD20 antikoru rituksimab, yeni teshis konmus CD20+ (CD20
pozitif) ALL hastalarmda sagkalim oranlarini iyilestirdigi gosterilmistir (Maury vd., 2016).
CD19 ve CD3'e dogrudan etki eden bir T hiicresi etkilesimli bispesifik tek zincirli antikor
(BiTE) olan blinatumomab, niikseden ve refrakter ALL hastalarinda monoterapi olarak
kullanildiginda niikssiiz sagkalimi uzatmaktadir (A. S. Stein vd., 2019). Ayrica, inotuzumab
ozogamisin, bir toksinle konjuge edilmis anti-CD22 antikoru, tek basina veya kemoterapi ile

birlikte kullanildiginda, relaps ve refrakter B hiicreli ALL hastalarinda timit verici sonuglar
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saglamaktadir (Yilmaz vd., 2015). Bunun yami sira, ofatumumab, obinutuzumab,
epratuzumab, denintuzumab mafodotin ve moxetumomab pasudotox gibi yeni monoklonal
antikorlar, su anda tek basina veya kemoterapiyle kombinasyon halinde arastirilmakta ve

tedavi seceneklerini genigletmektedir (Farhadfar vd., 2016).
1.1.2.2.3. Hedefe yonelik tedaviler

Kemoterapinin yan etkileri ve saglikli kok hiicrelerdeki toksisitesi gbz Oniine
alindiginda daha etkili ve hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir.
Ayrica maliyetli 16semi tedavilerine bazi kesimlerin erigiminin zor oldugu bilinmektedir.
Buda bize herkesin yararlanabilecegi, saglikli hiicrelerdeki toksititesi diisiik, daha etkili ve
daha giivenli tedavi ajanlarinin ¢esitlendirilmesi gerektigini gostermektedir (Shilpa Paul vd.,
2016). Hedefe yonelik kanser tedavileri, kanser hiicrelerine 6zgii molekiiler degisimlere
odaklandigindan kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel tedavi yontemlerinden daha
etkilidir. Ayrica saglikli hiicrelere daha az zarar verir (S. Paul vd., 2016). Bu nedenle yeni
nesil tedavi yaklasimlari, bu tiir hedefe yonelik tedavi ajanlarimmin tekli veya kombine
kullanimlar1 iizerinde sekillenmektedir. ALL i¢in farkl tedaviler mevcut olmakla birlikte,
yiiksek klinik heterojenite sebebiyle hi¢cbir mevcut tedavinin tiim vakalarda iyilestirici
olamamasi yeni stratejilerin ihtiyacin1 dogurur (Schultz vd., 2014). Tirozin kinaz inhibitorleri
(TKI) ABL1 -sinifi fiizyonlar1 olan hastalar1 tedavi etmek i¢in kullanilir (Schultz vd., 2014).
Bunun yaninda BCL-2 (B hiicreli lenfoma geni-2) ve BCL-X . (B hiicreli lenfoma ekstra
biiyilk)  inhibitorleri c¢esitli genetik mutasyonlara sahip kanserlerin tedavisinde

kullanilmaktadir (Autry vd., 2020).

Tirozin kinazlar, adenozin trifosfat (ATP) substratinin hedef proteine transferini
katalize ederek hiicre i¢i sinyal iletimini diizenler (Thoreen vd., 2009). Onkogenik tirozin
kinazlar, bu sinyal yollarinin kontrolsiiz bir sekilde aktive olmasmna yol acgarak kanser
gelisimine katkida bulunabilir. Bu onkogenik kinazlar, TKI adli hedeflenmis tedavi bilesenleri
ile inhibe edilebilir. TKI'lar, kinazin aktif veya inaktif konformasyonuna baglanabilme
ozelliklerine gore Tip I ve Tip II olarak iki ana grupta smiflandirilabilir. Tip I inhibitorleri,
ATP baglanma bolgesine dogrudan rekabet ederken, Tip II inhibitorleri ATP ile rekabet
etmeden farkli bir baglanma alanini hedef alir (Kaczmarska vd., 2021). Ayrica, tirozin kinaz
inhibitorleri, tedaviye dahil edildikleri zaman dilimine gore farkli nesillere ayrilabilir ve bu
smiflandirma tedavi stratejilerini belirlemede Onemli rol oynar (Kaczmarska vd., 2021).
Interlokin-7 (IL-7)/Janus kinaz (JAK)/sinyal déniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii STAT

(Transkripsiyonun ilk sinyal donistiiriiclisii ve aktivatorii) sinyal yolu, hem T hem de B
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hiicrelerinin gelisiminde énemli bir rol oynar (Schluns vd., 2000; Kieper vd., 2000; Sudo vd.,
1993). Bu yol, STAT proteinlerinin antiapoptotik BCL-2 proteininin sentezini artirarak
hiicrelerin hayatta kalmasinda kritik bir islev goriir (Ribeiro vd., 2018). Ayrica, IL-
7/JAK/STAT yolunun hem losemik hiicrelerde hem de T-ALL hiicre hatlarinda aktive oldugu
gosterilmis olup, bu aktivasyon kanser hiicrelerinin hayatta kalma siiresinin uzamasiyla

iliskilendirilmistir (Zenatti vd., 2011).

B hiicreli ALL'in bir alt kiimesi, Philadelphia kromozomu ad1 verilen ve spesifik bir
BCR-ABLI tirozin kinaz flizyon proteinini kodlayan t(9:22) translokasyonunu icerir. Bu
genetik degisiklik, pediatrik ALL vakalarinin %3-4'tinde ve yetigkinlerin yaklasik %25'inde
goriiliir, ayrica yasla birlikte goriilme sikligi artmaktadir (Malagu vd., 2009). Ph+ ALL
hastalar1, birinci basamak tedavi olarak BCR-ABLI1, TKI ile biiyiik ol¢iide fayda saglarlar
(Nacheva vd., 2013). Bununla birlikte, TKI monoterapisi, yaslt hastalarda bile diisiik toksisite
profili ile %90-100 oraninda tam remisyon saglasa da, Ph+ ALL tedavisinde TKI'nin standart
kemoterapi ile kombinasyonu genellikle daha yiiksek uzun vadeli hastaliksiz sag kalim
oranlar1 elde etmek i¢in gereklidir (van Dongen vd., 2015). Bu, hem yetiskinlerde hem de
cocuklarda uzun vadeli tedavi basarisin1 artiran 6nemli bir yaklasim olarak diisiiniilmektedir.
Bu bilgiler disinda bir¢ok sinyal yolagi inhibitorleri de ALL tedavisi i¢in kullanilmaktadir.
Yeni nesil tedavi yaklasimi spesifik olarak gelistirildigi i¢in daha etkili sonuglar elde

edilmesini saglayacaktir.
1.1.3. ALL Tipleri ve Genetik Anomalileri
1.1.3.1. ALL’de simiflandirma

Losemi ve lenfoma gibi kanserlerde tan1 koyma siirecinde 6nemli bir doniim noktasi
1976 yilinda gergeklesmistir (Bennet, 1976). Bu tarihte Fransiz, Amerikan ve Ingiliz
hematologlari, ALL olgularmin periferik kan yaymalar1 ve kemik iligi aspirasyonu drnekleri
iizerinde  yaptiklar1  morfolojik  incelemelerle =~ FAB  (French-American-British)
klasifikasyonunu gelistirmistir (Bennet, 1976). Bu klasifikasyon, hiicrelerin biiylikligi,
cekirdek sekli, c¢ekirdekcik sayisi ve sitoplazmanin bazofilik derecesi gibi Ozelliklere
dayanarak yapilmis sonrasinda ise, hiicre tiplerinin daha ayrmtili smiflandirilmas: amaciyla

L1, L2 ve L3 olarak giincellenmistir (Bennet, 1976).

Immiinolojik smiflandirma, lenfositlerin yiizeylerinde ve sitoplazmalarida bulunan
Cluster of Differentiation (CD) olarak bilinen lenfoid farklilasma antijenlerinin, akig

sitometrisi ile incelenmesiyle yapilmaktadir (Bernard vd., 1984). B hiicrelerinin
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immiinfenotipi, CD19, CD79a veya sitoplazmik CD22 belirteglerinden en az ikisinin
ekspresyonu ile tanimlanirken, T hiicreleri ve miyeloid hiicre belirteclerinin ekspresyonu bu
tantya ters diismektedir (Bernard vd., 1984; C. H. Pui vd., 2015). Ozellikle CD10, ALL
smiflamasinda kritik bir belirteg¢ olup vakalarin %80'inde goriilmekle birlikte CD20, B hiicreli
ALL'nin 6nemli bir belirteci olarak ele alinmaktadir (C.-H. Pui vd., 2009).

ALL, hastaligin seyrine ve hiicrelerin 6zelliklerine gore B hiicreli ALL, T hiicreli ALL
ve burkitt hiicreli ALL olarak ii¢ alt tipe ayrilmaktadir (Harris vd., 1999). Fakat sonrasinda
burkitt hiicreli ALL, ALL’nin bir tiirii olarak goriilmemesi sonucu T ve B hiicreli ALL olarak
smiflandirilmasi yapilmistir (Vardiman vd., 2009). B Hiicreli ALL ise, tekrarlayan genetik
anormallikleri olan B ALL ve bagka tiirlii tanimlanmayan B ALL olarak iki bashk altinda
incelenmektedir (Vardiman vd., 2009). B hiicreli ALL; B lenfositlerinin anormal ¢ogalmasi
ile karakterizedir ¢cogunlukla ¢ocukluk cagi caligmalarina dayanan protokollere gore tedavi
edilir, ayrica daha yaygin olan ve daha iyi prognoza sahip olan ALL tiiriidiir (Thomas vd.,
2010). B hiicreli ALL, biyolojik ve klinitk ac¢idan farkli mutasyonlar1 bir arada
bulundurmasindan dolay1r heterojen bir hastalik olup pediatrik, ergen, yetiskin ve yash
hastalar1 etkileyebilir. Ancak, en sik ¢ocukluk caginda goriiliir ve genellikle yetigskin hastalara
gore daha iyi bir prognoza sahiptir (C. H. Pui vd., 2015). T Hiicreli ALL ise, T lenfositlerinin
anormal gelisimi ile ortaya ¢ikar ve genellikle daha kotii prognoza sahip olmaktadir. T hiicreli
ALL; ALL hastalarmin %20-25’ini olusturmakta ve erkek ¢ocuklarinda 2-3 kat daha yiiksek
oranda goriilmektedir (D. T. Teachey vd, 2019). Bu T hiicreli ALL vakalarmin %16'sinda
goriilen kromozom X iizerindeki tiimor baskilayict bir gen olan PHF6 (PHD parmak proteini
6)nin inaktive edici mutasyonlar1 veya delesyonlar1 ile aciklanabilinmektedir (Van
Vlierberghe vd., 2010). T hiicreli ALL'deki genetik degisiklikler cesitlidir ve sonuglarla ilgili
heniiz net bir iliski olusturulamamistir (Y. Liu vd., 2017). B hiicreli ALL vakalarin yaklasik
%75-85'ini olustururken geri kalan vakalar T hiicreli ALL olarak alinabilir ancak bu yiizdeler

tan1 anindaki yasa, rka veya etnik kokene bagl olarak farklilik gosterebilir (Arber vd., 2016).
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1.1.3.2. ALL Genetik Anomalileri

Prognoz ve tedavi iizerinde en biiylik etkiye sahip sitogenetik tani, Philadelphia
kromozomunun t(9;22)'nin varligidir (Moorman vd., 2007). Yetiskin ALL'de t(9;22) bulunma
siklift %15-50 arasinda degisebilmekte ve yasla birlikte artmaktadir (Moorman vd.,
2007). Ph+’in hem prognoz hem de tedavi agisindan etkileri vardwr. Tarihsel olarak, Ph+
ALL'min bir yilda yaklasik %10’unu olusturmaktadir (Van Etten, 2001). Ancak, tedavi
seceneklerinin gelistirilmesiyle sag kalim oranlar1 iyilesmis ve bu nedenle tedaviye
baslamadan O0nce tiim hastalarin Ph+ durumu kontrol edilmelidir (Moorman vd., 2007). ALL
kromozomal ve tek gen mutasyonlar1 ile diger l6semilerden ayrim gostermektedir ve 30’dan
fazla genetik alt grubu oldugu genomik analizler sonucunda kesfedilmistir (Gu vd., 2019).

Daha fazla goriilen ve yiiksek risk barindiran birkag tiirii siralayacak olursak (Sekil 1.2);

Hiperdiploidi (>50 kromozom) ALL hastalarinda en yaygin tip olarak goriiliirken,
ETV6-RUNXI1 (ETS Varyant Transkripsiyon Faktorii 6/ RUNX ailesi transkripsiyon faktorii
1) t(12;21)(p13;932) birikiminden etkilenmektedir (Lopez-Lopez vd., 2020). Hipodiploidi
(<44 kromozom)) ALL vakalarinin %1-2’sini olusturan yiiksek riskli bir tip olmakla birlikte,
RAS yolu mutasyonlari, 7P53 (Tiimor protein 53) mutasyonlar1 ve IKZF3 (Cinko parmak
proteini 3) delesyonu ile yakindan iligkilidir (Holmfeldt vd., 2013). t(12;21) (ETV6-RUNX1)
hastaligin ortaya ¢ikmasi i¢in ¢ift vurusa ihtiya¢c duymaktadir ve hastalari yaklagik %2 1’inde
bulunmaktadir (Alpar vd., 2015). TCF3/PBF1 (Transkripsiyon faktorii 3/ fotosistem
biyogenez faktorii 1) fiizonu t(1;19)(q23;p13) translokasyonuyla ortaya ¢ikmaktadir (Jeha vd.,
2021). BCR/ABLI1 fiizonu t(9;22)(q34;q11) kemoterapi tedavisi ve kemik iligi nakli ile
tedavide oldukca diisiik iyilesme oranmna sahip riskli bir tiir olmakla birlikte, yeni nesil
ajanlarm  kemoterapiyle birlikte kullanilmasiyla daha yiikksek oranlarda iyilesme
gostermektedir (Arico vd., 2010; Schultz vd., 2014). 2013 yilinda, BCR-ABL fiizyon proteini
icermeyen ancak BCR-ABL pozitif ALL’ye benzer gen ekspresyonu gosteren yeni bir ALL
alt tipi tanmimlanmistir (Nacheva vd., 2013). Bu alt tip, "BCR-ABL benzeri ALL" olarak
adlandirilmis ve tedaviye direngli, kotii prognozlu bir hastalik profili sergilemektedir
(Nacheva vd., 2013). KMT2A (Lizin metiltransferaz 2A) (MLL (Yeniden diizenlenmis akut
lenfoblastik 16semi)) kromozom 11g23’te bulunmakla birlikte, 80’den fazla gen ile yeniden
diizenlenmesi miimkiin olan ve yiiksek risk bulunduran bir tiir olarak ele alinmaktadir (Brown
vd, 2019). Bu tiirler ve sekilde verilen diger tiirler ALL i¢in ayirt edici olarak kabul edilse de;
Bu kanser tiirline sahip bireylerde tekrarli kromozomal anomaliler bulunmamaktadir

(Moorman vd., 2007). Son birka¢ yildir genetik dizileme de yasanan hizli ilerlemeler, klonal
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evrimde ve ALL’nin tekrarlama riskinde genetik mekanizmalarin ve kalitsal genetik
varyantlarmn roliiniin anlasilmasina ¢ok biiyiik ol¢iide katk: saglamistir (Mullighan vd., 2009).
Ancak ALL’nin genetik temelinin tam anlamiyla aydinlatilmasi bir¢ok kanserde oldugu gibi

heniiz miimkiin olamamustir.

HOxA Other T-ALL
TLX3 23% 3.6%

28%
Moz X!
Pt

N

Intermediate High
hyperdiploid

ETV&/RUNX1-like 258%

DUX4r
3.3%

0.3% 28% 0.5%

Sekil 1.2. ALL’de taniya yardimci olan mutasyonlarin dagilimi. Turuncu bolge: T hiicreli
ALL ; Yesil bolge: Low risk (diisiik risk); Mavi bolge: Other (diger); Kirmizi bolge: High risk
(yiiksek risk); Sar1 bolge: Intermediate risk (Orta seviye risk)Genetik alt gruplar, St. Jude
Toplam Terapi Calismas1 XVI'da tedavi edilen hastalara ve Cocuk Onkoloji Grubu
calismalarinda tedavi edilen ve Etkili Tedaviler Uretmek I¢in Terapétik Olarak Uygulanabilir
Arastirma girisimi kapsaminda genetik agidan degerlendirilen ALL hastalarma gore
listelenmistir (Jeha vd., 2009). Yizdeler, pediatrik ALL'deki yaklasik insidanslar1
vermektedir. T hiicreli ALL i¢in, hi¢bir genetik alt tip sonuglarla acikea iligkili degildir, ancak
grup bir biitiin olarak orta riskli bir grup olarak kabul edilir. (H. Inaba vd., 2020)

Kaynak: (Jeha vd., 2009)
1.2. MDM2 (murine double minute 2)-p53 yolag:
1.2.1. TP53 geni ve p53 proteini

TP53, kromozom 17p13.1 lizerinde yer alan ve kanser gelisimini engellemeye yonelik ana
islevi olan bir tiimor baskilayici gendir (Brady vd., 2010). p53 proteini, farkli biyolojik
islevlere sahip ¢ok sayida hedef geni aktive eden ya da baskilayan bir transkripsiyon
faktoriidiir (Leenders vd., 2013). Bu nedenle, p53 (protein 53) cok cesitli stres sinyalleri
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sonucu hiicre kaderini belirler; apoptoz (programlanmis hiicre O6liimii) baglatabilir veya
hiicreleri geri doniisiimlii olarak G1/S faz diizenleme noktasinda durdurarak hiicre dongiisiinii
kontrol edebilir (Burgess vd., 2016). Ayrica, geri doniisiimsiiz bir ¢ogalma kapasitesinin
kaybiyla karakterize senesens olarak indiiklenebilir. p53 disfonksiyonu, bir¢ok insan
timoriiniin  baslangicin1 ya da ilerlemesini destekleyebilir, ayrica hiicresel farklilasma
bozukluklarina, genetik instabiliteye ve artmis metastatik potansiyele yol agabilir (Bieging
vd., 2014). Genel olarak, 7P53, yanlis anlamli mutasyonlar ve delesyonlar yoluyla proteinin
transkripsiyonel ekspresyonunu bozar ve bu da insan kati tlimorlerinin ¢ogunda p53'iin
inaktive olmasima neden olur (Olivier vd., 2010). Ancak, hematolojik malignitelerde 7P53
mutasyonlar1 daha az yaygindir ve burada p53 proteininin islevi, iki ana diizenleyicisi olan
MDM2 ve ARF (pl4/pl19)(alternatif okuma cercevesi) ile etkilesimler aracilifiyla da
tehlikeye girebilir (Ishizawa vd., 2016). MDM?2, p53'e baglanarak onun stabilitesini ve
hiicresel lokalizasyonunu diizenler (Poyurovsky vd., 2010). Bu etkilesim, p53'in
transkripsiyonel aktivitesini inhibe eder ve p53'iin proteazomal degradasyonunu tesvik eder.
ARF (p14/p19), MDM2 ile etkileserek p53'iin diizenlenmesinin kontrol edilmesine katk1
saglar. CDKN2A (Siklin bagimli kinaz inhibitérii 2A) geni tarafindan kodlanan bu tiimor
baskilayici, p53'iin degradasyonunu engeller ve boylece p53'iin c¢ekirdek ve sitoplazma

arasinda diizgiin bir sekilde mekik yapmasini saglar (Vivo vd., 2015).

Tiimor baskilayici protein p53't kodlayan TP53 geni, apoptoz, DNA (Deoksiribo
niikleik asit) onarmmi ve hiicre dongiisiiniin tutuklanmasi1 gibi temel hiicresel siirecleri
diizenleyerek hiicresel biitiinliigiin korunmasinda 6nemli bir rol oynar (Lane vd., 1997). TP53
mutasyonlar1 kat1 tlimorlerin yaklasik %50'sinde yaygindir ve hiicresel ¢ogalmay1 ve hayatta
kalmay1 artirarak onkogenik siirecleri tesvik eder (Olivier vd., 2010). Buna karsilik, 7P53
mutasyonlar1 ALL'de nispeten nadirdir; tan1 sirasinda vakalarin %10'undan azinda ve niiks
sirasinda %30'a kadar ortaya ¢ikar (Holmfeldt vd., 2013; Mullighan vd., 2009). Bu nadirlik
ozellikle pediatrik ALL'de dikkat cekicidir (Holmfeldt vd., 2013). p53 aktivitesini
diizenlemenin merkezinde, p53'e baglanan, onun protein aktivitesini inhibe eden ve
proteozomal bozulmasini tesvik eden bir E3 ubikuitin ligazi olan MDM2 yer alir (Marine
Lozano vd., 2010). ALL dahil olmak iizere cesitli kanserlerde gozlenen MDM2'nin asir1
ekspresyonu, p53 inaktivasyonuna ve tiimor ilerlemesine katkida bulunur (J. D. Oliner vd.,
2016). MDM2-p53 etkilesiminin kiiciik molekiil inhibitorleriyle hedeflenmesi, vahsi tip
TP53'1i kanserlerde p53 tiimor baskilayic1 fonksiyonunun yeniden saglanmasi i¢in umut

verici bir terapotik yaklagimi temsil etmektedir (Vassilev, 2007).
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Protein p53, cesitli streslere ve ¢evresel hakaretlere yanit olarak aktive olan ve hiicre
dongiisii  tutuklanmasi, apoptoz veya senesens indiiksiyonuna yol acgan giicli bir
transkripsiyon faktoriidiir (Vousden vd., 2009). Bu nedenle p53'iin ana islevi, genetik
dengesizlikleri olan doniistiiriilmiis hiicrelerin ortaya ¢ikmasinit smirlamak ve 'genomun
koruyucusu' olarak hareket etmektir (Vousden vd., 2009). TP53 geninden kodlanan p53
proteini, timor olusumunu Onleme agisindan ¢ok onemli gorevlere sahiptir ve bu sebeple
genomun koruyucusu olarak adlandirilmistir (S. Nag vd., 2013). ALL vakalarinin %90’ mdan
fazlas1 hastaligin ilk teshisinde yabani tip 7P53 genine sahiptir (Hof vd., 2011). Yabani tip
TP53 geninden kodlanan fakat 7P53 mutasyonlar1 ve MDM2 nin asir1 ekspresyonu gibi farkl
sebeplerle fonksiyonunu kaybetmis p53’iin tekrar aktivasyonu kanser tedavisinde ¢ekici bir
terapotik yaklasimdir (Rossi vd., 2009). p53, birincil baskilayicisi olan MDM2 proteininin
hedeflenmesi ile genotoksik olmayan bir sekilde aktive edilebilir. Son 20 yilda bir¢ok kiigiik
molekiillii MDM2 inhibitorii gelistirilmis, bir kismi da klinik degerlendirmeye deger
bulunmustur (Burgess vd., 2016).

1.2.2. MDM?2 geni

MDM?2 geni, ilk olarak BALB/c 3T3 adh Oliimsiizlestirilmis fare hiicre hattinin
kendiliginden doniisiimiinde rol oynayan gen olarak tanimlanmistir (Fakharzadeh, vd., 1991;
Momand vd., 1992). Baslangigta yapilan hiicre kiiltiiri calismalarinda, MDM?2 geninin asir1
ekspresyonunun, niide (genetik sistemi baskilanmig ‘¢iplak’) farelerde kemirgen
fibroblastlarmi tiimor olusturucu hale getirdigi goriilmiis ve bu sebeple bir onkogen olarak
tanimlanmistir (Zhang vd., 2000). Sonraki arastwrmalarla, MDM2 geni klonlanmis ve
kromozom 12q13-14 bdlgesine yerlestirilmistir. Ayrica, bu genin biri p53'e bagimli olmak
iizere iki transkripsiyonel promotor elementi (P1 ve P2) icerdigi bulunmustur (J. Oliner vd.,
1992). MDM?2 geni, farkli izoformlar seklinde ifade edilmektedir ve tam uzunluktaki
transkript, 491 amino asitten olusan bir proteini kodlar (Olson vd., 1993; Perry Mendrysa vd.,
2000). Normal kosullarda MDM2 proteini ¢ekirdekte bulunur, ancak proteazom araciligiyla
bazi hedef proteinlerin bozulmasini saglamak amaciyla sitoplazmaya tasimir (Olson vd., 1993;

Zhang vd., 2000).

MDM?2 geninin yaygin kemik ve yumusak doku kanserleri de dahil olmak iizere 47
farkli sarkom Orneginin iigte birinden fazlasinda fazladan kopyaya sahip oldugu gosterilmistir
(Momand vd., 1998). MDM?2 geninin bu c¢ogaltilmasina, genin promotdr bolgesindeki
niikleotid 309'da (SNP309) bulunan tek niikleotid polimorfizmi ve bunun sonucunda artan

transkripsiyon ve translasyon gibi ¢esitli mekanizmalar neden olmaktadir (Cordon-Cardo vd.,
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1994; Watanabe vd., 1996) . insan kanserlerinde, MDM2 geninin asir1 ifadesi, kotii prognoz
ile iliskilendirilmistir; Ozellikle meme, akciger, mide ve yemek borusunun kat1 tiimérlerinde,
liposarkomlar, glioblastomlar ve l6semilerde kotii prognozla baglantilidir (Rayburn vd.,
2005). Ayrica, MDM?2'nin asir1 ekspresyonu, osteosarkomlar, kolon, meme ve prostat
kanserlerinde metastaz ve hastaligin ileri evreleriyle iliskilidir ve genellikle tedaviye direncli

tiimorlerle birlikte goriiliir (Rayburn vd., 2005).

MDM2’nin p53 ilizerindeki inhibe edici etkisi, hiicresel yanitlarin diizenlenmesi ve
timor gelisiminde onemli rol oynamaktadir (S. Nag vd., 2013). MDM2 yolagi, 6zellikle
kanser arastirmalarinda dikkat ¢ekmektedir. MDM2, 491 amino asitten olusan bir proteindir
ve cesitli bagimsiz yapisal bolgeler icerir (S. Nag vd., 2013). Bu yapilar; p53 ile baglanma ve
onu inhibe etme islevini istlenen N-Terminal bolge, ubiquitin tasima ve p53'iin
ubiquitinasyonunu kolaylastirma islevi tasiyan ¢inko parmak alani ve MDM2'nin stabilitesini
ve p53 ile etkilesimini etkileyen Onemli alanlar iceren C-Terminal bdlge olarak
siralanmaktadir (Poyurovsky vd., 2010). MDM?2, p53°’i coklu ubiquitin monomerleri ile
isaretleyerek onu proteasomal yikima gonderen ve p53 seviyelerinin diismesini saglar.
Boylece p53 inhibe edilir ve hasarli DNA onarilmadan hiicre dongiisii devam eder. Ayrica
onemli bir apoptoz diizenleyicisi olan p53°iin bu rolii de baskilanmis olur (Hof vd., 2011; S.
Nag vd., 2013). Apoptoz diizenlemesi; p53’iin stres altinda apoptozu tetiklemesiyle
baslamaktadir (De Rozieres vd., 2000). MDM2, bu siireci inhibe ederek hiicrelerin hayatta
kalmasina katkida bulunmaktadir (De Rozieres vd., 2000).

MDM?2, p53 ile yiiksek afiniteli bir sekilde baglanarak onu inaktive etmektedir. Bu
etkilesim, p53'lin transkripsiyonel aktivasyonunu inhibe etmekte ve hiicrelerin yanit vermesini
engellemektedir (D. Wu vd., 2018). Normal kosullarda, MDM?2 ve p53 arasindaki bu denge,
hiicresel homeostazin korunmasina yardimei olmaktadwr (Furet vd., 2016). Ancak bazi
durumlarda, bu denge bozulabilmekte ve T7TP53 mutasyonlari, p53'in fonksiyonunu
kaybetmesine neden olabilmektedir (Vousden vd., 2009). Bu durumda, MDM2’nin etkisi
daha da belirginlesir. MDM2’nin asir1 liretimi, p53°iin siirekli olarak inhibe edilmesine yol
acarak tiimor gelisimini tesvik eder (Vousden vd., 2009). MDM2 yolagi, p53 ile olan
etkilesimleri ve tiimor gelisimindeki rolii ile kanser arastrmalarinda O6nemli bir odak
noktasidir. MDM2’nin p53 iizerindeki inhibe edici etkisi, kanser tedavisinde yeni stratejilerin
gelistirilmesi i¢in biliylik bir firsat sunmaktadir. MDM2 inhibitorleri gibi yeni tedavi
yontemlerinin klinik uygulamalara girmesi, gelecekte kanser tedavisinin daha etkili hale

gelmesine katki saglayabilir. MDM2 yolaginin daha iyi anlagilmasi ve bu yolakla iliskili yeni
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tedavi hedeflerinin belirlenmesi, hem temel bilim hem de klinik onkoloji alaninda 6nemli

gelismelere yol acacaktir.

MDM?2 proteini pS3'iin kritik bir negatif diizenleyicisidir ve fiziksel olarak p53 ile
iligkili oldugu bulunmustur (Momand vd., 1998). MDM2 p53'e baglanir ve transkripsiyonel
aktivasyon alanini bloke ederek p53'in fonksiyonlarmi diizenler (Momand vd., 1992).
Yabani tip p53 protein inaktivasyonunun sebeplerinden biri MDM2'nin asir1 ekspresyonundan
kaynaklanir (Momand vd., 1992; Picksley vd., 1993). Bu nedenle, sentetik kiiciik molekiiller
ile p53-MDM2 etkilesiminin inhibe edilmesi, yabani tip p53'iin aktivasyonu icin bir terapotik
strateji olarak arastirilmistir. 7P53 geni, tiimor baskilayici protein p53'ii kodlayarak apoptoz,
DNA onarmmu ve hiicre boliimlerinin durdurulmasi gibi 6nemli parcaciklari diizenlenmesinde
kritik bir rol iistlenir ve bu sekilde biitiinliiglin korunmasina katkida bulunur (Lane vd., 1997).
Cesitli kanser tiirlerinde, 6zellikle ALL gibi kanser tiirlerinde, 7P53 gen kaybi veya nokta
mutasyonlari, hiicrelerin kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasina ve hayatta kalmasinin yol actigi
timor fonksiyonel gelisimini destekleyebilir (Lane vd., 1997). Ayrica TP53 mutasyonlar1 kati
timorlerin  yaklasik %50'sinde gozlemlenmektedir (Olivier vd., 2010). Ancak, TP53
mutasyonlar1 ALL'de nispeten daha nadirdir; tan1 sirasinda vakalarin %10'undan azinda ve
niikks durumunda %30'a kadar ortaya ciktig1 goriilmektedir (Holmfeldt vd., 2013; Mullighan
vd., 2009). Bu durum, pediatrik ALL hastalarinda dikkat cekicidir (Holmfeldt vd., 2013).
MDM2-p53 kompleksinin kiigiik molekiil inhibitorleriyle hedeflenmesi, p53 tiimor baskilayici
fonksiyonunun geri kazandirilmas: agisindan umut verici bir tedavi stratejisidir (Vassilev,

2007).

MDM?2, p53'i proteazom araciligiyla ubikitinasyon ve bozunma i¢in hedefler, ayni
zamanda p53'ti ¢ekirdekten disar1 tasir, p53'iin transkripsiyonel ko-aktivatorlerle etkilesmesini
engeller ve p53'iin transkripsiyonel ko-represorleri ¢ekmesini saglar (Lane vd., 1997). Bunun
yanm1 sira, pS3 de MDM2'nin onkoprotein ekspresyonunu diizenleyerek, MDM2nin
promotoriine baglanir. Artan MDM?2 seviyeleri, p53'iin transaktivasyonel alanin1 dogrudan
bloke eder ve p53 proteininin proteazom aracilifiyla ubikitin bagimli bozunmasini
tetikleyerek p53'iin etkisiz hale gelmesine yol acar (Haupt vd., 1997; Honda vd., 1997). Bu
karmagsik otoregiilasyon dongiisii, normal hiicrelerde p53'iin diisiik seviyelerde kalmasii
saglamaya yardimci olur (Chi vd., 2005; X. Wu Bayle vd., 1993). Stres altinda olmayan
hiicrelerde p53 diizeylerinin siki1 bir sekilde kontrol edilmesi gerekir, ¢linkii yiiksek diizeydeki
anti-proliferatif ve pro-apoptotik p53, hiicre biiylimesi ve gelisimi i¢in zararh olabilir (Sanjeev

Shangary vd., 2009; Vousden vd., 2009).
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Baslangicta, MDM2-p53 etkilesiminin yalnizca MDM2 ve p53'in N-terminal
bolgeleri araciligryla karsilikli baglanmasindan kaynaklandigi diisiiniiliiyordu (Poyurovsky
vd., 2010). Poyurovsky ve arkadaslari, p53'iin C-terminalindeki degisikliklerin (silinme,
mutasyon veya asetilasyon gibi) MDM2-p53 etkilesimini etkileyebilecegini kesfetmislerdir
(Chi vd., 2005). Ayrica, MDM2'nin C-terminal halka parmak bolgesi, p53 proteolizini
gerceklestiren bir E3 ubikitin ligazi gibi calisir ve p53'i birkag lizin kalintisinda
ubikitinlestirir (Bottger vd., 1997). Diisiik MDM2 seviyeleri, p53'iin mono-ubikitinasyonunu
ve niikleer ihracini tetiklerken, yiliksek seviyeler p53'iin poli-ubikitinasyonunu ve niikleer
bozunmasini destekler (Nakamura vd., 2000; Poyurovsky vd., 2010) . MDM2'in p53'i
diizenlemedeki rolii, farelerde MDM?2 geninin hedeflenmis olarak silinmesinin embriyonik
oldiiriiciiliigiiyle daha da pekistirilmektedir (Haupt vd., 1997; Honda vd., 1997; Lai vd., 2001;
Rodriguez, Desterro, Lain, Lane, vd., 2000). Bu go6zlemler, MDM2-p53 etkilesiminin
yalnizca basit bir protein baglanmasiyla smirli olmadigmi, ¢cok daha karmasik bir siireg

icerdigini ortaya koymaktadir (de Oca Luna vd., 1995).
1.2.2.1. p53 Bagimsiz MDM2 Etkilesimleri

Giderek artan klinik ve klinik 6ncesi veriler, MDM2'nin p53'e bagimli olmayan
hiicresel siireclerde de 6nemli roller {istlendigini gostermektedir (Poyurovsky vd., 2010)
(Sekil 1.3). Baz1 kanser tiirlerinde MDM2 asir1 ekspresyonunun yaninda p53 proteininde
mutasyonlar oldugu tespit edilmistir. Bu MDM2’nin asir1 ekspresyonundaki duruma bagl
olarak da kanser hiicrelerinin ¢ogalmasma ek avantaj kazandirdigi goriilmiistiir (Jones
vd.,1998). MDM2 ile etkilesimde olan bazi proteinlerin ise MDM2 {izerinde cesitli p53
bagimsiz etkilere sahip oldugu goriilmektedir (Jones vd.,1998).

pRb (ribozomal proteinler), p5S3 benzeri islevlere sahip olan, hiicre dongiisiinii inhibe
edebilen bir tiimor baskilayicidir (Bouska vd., 2008). MDM2 ile olusturdugu komplekste pRb
aracilt G1 tutuklanmasini bozabilmekte ve ayn1 zamanda p53 ile olusturdugu kompleksle de
MDM2’nin islevini bozabilmektedir (Bouska vd., 2008). pRb boylece MDM2'nin p53 aracilt

apoptozu inhibe etme yetenegini ortadan kaldirmaktadir.

MDMX, N-terminal p53 baglanma bdlgesinde MDM?2 ile yiiksek afiniteli bir sekilde
baglanabilmekte, p53 iizerinde MDM?2 gibi etkiler gostermekte olan bir MDM2 varyantidir
(Wang vd., 2012). MDM2 yerine p53 ile baglanarak bozunmasma yol agmadan p53’li inhibe
eder. Kanser tiirlerinde agir1 ifade edildigi ve MDM2 ile heterodimerize olarak onun E3 ligaz

aktivitesini diizenledigi goriilmiistiir (Marine vd., 2004). MDM2’nin ayrica DNA hasar1
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uyarilar1 tizerine MDMX'i dogrudan ubiquitinleyebildigi ve parcalayabildigi goriilmiistiir
(Zdzalik vd., 2010).

ARF (pl14/p19) proteininin, MDM2’nin proteolitik bozunma i¢in p53°i hedefleme
yetenegini engelleyebildigi bilinmektedir (Kuo vd., 2004). Bu ARF-MDM2 etkilesimiyle
birlikte, MDM2’nin sitoplazmaya olan hareketi engellenir ve MDM?2 ¢ekirdekg¢ige hapsolur
(Kuo vd., 2004). Sonug olarak ARF (p14/p19) MDM2’nin asir1 ekspresyonuna neden olabilir
ve ayrica pS53 serbest kaldigindan p53 seviyesinde de artig goriilebilir. ARF (p14/p19),
p53’ten bagimsiz olarak MDM2’nin aktivitesini etkilemektedir (Sherr vd., 2005).

Protein niikleofosmin (NPM) MDM?2 ile rekabet edebilmekte, niikleustaki ARF
(p14/p19)’nin konsantrasyonunu arttirabilmekte, ARF (p14/p19)’yi stabile edebilmekte ve
p53 bozunmasmi azaltabilmektedirler (Korgaonkar vd., 2005). Tipki MDMX gibi,
MDM2’nin p53 ile baglanma bolgesine baglanarak p53 ubikitasyonunu azalttigi goriilmistiir
(Korgaonkar vd., 2005). p53’ten bagimsiz etkilerinin oldugu bilinen NPM’nin asir1
ekspresyonunun c-Myc modiilasyonu yoluyla cogalmayir ve onkogen aracili doniisiimi

artirabilecegi goriilmiistiir (Rayburn vd., 2009).

PML (Progresif multifokal l6koensefalopati), proteinlerin cekirdege yerlesmesini
saglamakta ve MDM2’1 izole ederek p53’ti MDM2 aracili ubikitasyondan korumaktadir
(Louria-Haon vd., 2003). PML, Thr18 aracili p53 fosforilasyonuyla p53 korunmasinda rol
oynar ve p53°tii MDM?2 aracili bozunmadan korur (Alsheich-Bartok vd., 2008). p53’iin alt akis
hedefi olan 14-3-3-¢ proteini ise, bazi proteinler araciliyla (CDK2, CDC2 gibi) hiicre
dongiisiinii  negatif yonde diizenlemektedir. Buna ek olarak MDM2’nin sitoplazmaya
tasinmasini saglayarak ve MDM2’nin otoubikitasonunu arttirarak, p53’lin bozunmasini

azaltmaktadir (Louria-Haon vd., 2003).

HIPK?2, p53 ile dogrudan veya dolayli olarak iliskili olan faktorleri, diizenleyerek
apoptozu tesvik eden bir tiimdr baskilayict proteindir (Bitomsky vd., 2009). HIPK2,
proteazomal bozunma icin MDM?2'yi fosforile eder ve p53 apoptotik aktivitesini geri
kazandirarak MDM2 kaynakli p53 inaktivasyonunun saglayabilir. Arica, MDM2 ve HIPK2-
p53 etkilesimi, DNA hasarinin, p53 kaynakli MDM?2 aktivitesini i¢eren bir protein bozunma
mekanizmasi ile HIPK2 inhibisyonuna yol agabilir. Tiim bunlar, MDM2'nin gereksinimlere
gore p53 aracili hiicre dongiistinii durmasini ve apoptozda bir rolii oldugunu gostermektedir.
Bu ayrica, vahsi tip p53'ten bagimsiz olarak, MDM2'yi asir1 ifade eden tiimorlerde p53
inaktivasyonunu da agiklayabilir (Bitomsky vd., 2009).
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Polikomb Proteinleri p53'ti, MDM2'yi bozarak aktive eden bir diger tiimor baskilayici
proteinlerdir. RYBP’ler ubikitin baglayici protein olarak gorev alan proapoptotik polikomb
grubudur (Chen vd., 2009). RYBP, MDM2 ile etkilesime girerek MDM2 aracilt p53
ubikitinasyonunu azaltir, p53'iin stabilizasyonuna ve p53 aktivitesinde artisa yol acarak hiicre
dongiisiiniin durmasina neden olur (Chen vd., 2009). Arica bir diger polikomb kompleks
proteini RNF2'nin kolon kanseri hiicre hatlarinda hem p53 hem de MDM2 ile baglandig1 ve
MDM2 aracili p53 ubikitinasyonunu sagladigi goriilmektedir. RNF2 asir1 ekspresyonu ayrica

MDM2'nin yar1 dmriinii artirir ve ubikitinasyonunu inhibe eder (Su vd., 2013).

Proteazom aktivatorii PA28y proteazom aracili fonksiyondan bagimsiz olarak MDM2-
p53 etkilesimini diizenler ve p53 bozunumunda gorev alir (Zhang vd., 2008). Ek olarak,
PA28y, ubikitin bagimsiz bir sekilde bozunmasini diizenlemek i¢in p21'e, hiicre dongiisii
kontrol proteinleri ARF (p14/p19) ve pl6'ya baglanabilir (Zhang vd., 2008). Bu gozlemler,
PA28y, p21 ve ARF (p14/p19) gibi MDM?2 ile etkilesimli proteinlerin, hiicre dongiisiinde yer
alan c¢esitli proteinlerin proteazomal bozunmasint artrmak i¢in  bir kompleks

olusturabilecegini diisiindiirmektedir.

JMY proteini p53 yanit1 sirasinda, p300 ko-aktivatorii ve MDM?2 onkoproteini ile
cekirdekte DNA hasarina bagl bir kompleks olusturur (Coutts vd., 2007). JIMY ve p300
proteinleri, DNA hasarindan sonra bir protein kompleksi tarafindan p53 yanitini artirmak i¢in
tasmir. JMY, MDM2 halka alan1 tarafindan ubikitinasyonun ardindan parcgalanir (Coutts vd.,
2007). Arica, JIMY 'nin yakin zamanda kaderin ekspresyonunu ve aktin niikleasyonunu kontrol

ettigi, boylece hiicre hareketliligini ve invazyonunu etkiledigi goriilmiistiir (Coutts vd., 2010).

MDM2, p53'ten bagimsiz olarak Rb-E2F kompleksi, DNA metiltransferaz DNMT3A,
p107, MTBP, siklin kinaz inhibitorii p21 gibi ¢esitli proteinlerle etkilesime girebilmekte ve
hiicre dongiisii ilerlemesini S fazinda yonlendirebilmektedir (Xu vd., 2010). Benzer bir
sekilde, MDM2 onkoproteini apoptozu engellemek icin Rb-E2F yoluyla etkilesime
girebilmektedir (Bouska vd., 2008).
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Sekil 1.3. Tiimor baskilayicilar ve onkoproteinler, MDM2-p53 etkilesimini diizenler. Yesil
kutu: Tumor suppressor (tiimor baskilayici); Sar1 kutu: Oncoprotein (onkoprotein); Sola dogru
olan mavi ok: Activation/stabilization (etkinlestirme/stabilizasyon); Kirmizi ¢izgi: Inhibition
(inhibisyon); Mavi iki yonlii ok: Interaction and stabilization (etkilesim ve stabilizasyon).
Ribozomal proteinler (Rps) biiyiik ve kii¢iik alt birimler olarak p53 ile MDM?2 arasinda bir
kompleks olusturan MDM2 aracili p53 ubikitinasyonunu ve stabilizasyonunu engeller. ARF
(p14/p19) ve PML, MDM2'yi niikleolusta izole ederek, MDM2'nin p53 ile baglanmasini ve
p53'iin parcalanmasini engeller. CK1, stres ve DNA hasarina yanit olarak p53'ti Thr18'de
fosforile eder ve bu sekilde p53 ile PML (Progresif multifokal 16koensefalopati) niikleer
govdelerine yerlesir. MDMX, MDM2 ile heterodimerler olusturur ve p53'iin yikimini baslatir.
PA28y proteini, hem MDM2 hem de p353 ile etkilesime girerek MDM2-p53 etkilesimini
giiclendirir ve MDM?2 aracili p53 ubikitinlenmesini ve par¢alanmasini arttirr. RYBP, MDM2
ile baglanarak p53'iin ubikitinlenmesini azaltirken, RNF2 'iin yok edilmesini tesvik eder.
Tiimor baskilayict (Ts) proteini HIPK2, MDM2'yi fosforile ederek proteazomal bozulmasini
saglarken, Rs proteini ise pS3 ve MDM?2 ile kompleks olusturur.

Kaynak:(Subhasree vd., 2013)
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1.2.3. ALL Tedavisinde MDM2-p53 Yolaginin Hedeflenmesi

Nuclearexport
— S )—

Proteasomal
degradation

Autoregulatory
feedback Loop

Sekil 1.4. Geleneksel MDM2-p53 diizenleyici yolu. Nuclear export: Niikleer diga aktarma;
Proteasomal degradation: Proteozomal bozulma; Nuclear import: Niikleer ice aktarma;

Autoregulatory feedback loop: Otodiizenleyici geri bildirim dongiisii.
Kaynak: (Nag vd., 2013)

Kapsamli mutasyon arastirmalari, 7P53 timor baskilayic1 genindeki mutasyonlarin
insan kanserlerinin yaklasik %50'sinde meydana geldigini gostermistir (Hollstein vd., 1991).
Bu mutasyonlar, yumurtalik, 6zofagus, kolorektal, bas ve boyun, girtlak ve akciger kanserleri
gibi kat1 tiimorlerde %38-50 gibi yiiksek oranlarinda goriilmekle birlikte (Olivier vd., 2010)
ALL ve kronik lenfositik l6seminin de i¢inde bulundugu bazi hematolojik kanser tiirlerinin
tan1 asamasinda daha nadir olarak yaklasik %10 oraninda goriildiigii bildirilmistir (Hof vd.,
2011; Zenz vd., 2010). TP53 mutasyonlar1 losemi ve lenfomalarda kotii prognoz ile
iligkilendirilmistir (Rossi vd., 2009; Salmoiraghi vd., 2016). Bazi tiimdrlerde 7P53 geninin
yabani tipte olmasina ragmen, p53 protein fonksiyonunun baskilandigi gosterilmistir (Riley
vd., 2016; Watanabe vd., 1994). TP53 geninin yabani tip yani potansiyel olarak fonksiyonel
oldugu ancak MDM2 asir1 ekspresyonu gibi sebeplerle p53 proteininin islev dis1 kaldigi
vakalarda, MDM?2 inhibit6rlerinin kullanilmas1 kanser tedavisi i¢in bir strateji sunmaktadir.
Bu tedavi yontemleri, ALL hastalarinin tedavi siireclerinde umut verici sonuglar
gostermektedir. ALL ve MDM2 yolag: arasindaki iliski, ALL'nin patogenezinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. MDM2'min p53 {izerindeki inhibe edici etkisi, ALL’nin gelisimini
destekleyebilir ve tedavi siireglerini zorlastirabilir. MDM2-p53 etkilesiminin hedeflenmesi,
ALL tedavisinde yenilik¢i stratejilerin gelistirilmesine olanak tanimaktadir. MDM2-p53
yolagmin detayli incelenmesi hem temel bilim hem de klinik onkoloji alaninda 6nemli
gelismelere yol acacaktir. Bu nedenle, MDM2 inhibitorlerinin kullanimi, ALL tedavisinde

Oonemli bir aragtirma alani olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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1.3. MDM2 inhibitorleri

Cesitli klinik 6ncesi ¢aligmalar, MDM2 inhibitdrlerinin yabani tip p53 tasiyan timor
hiicrelerini 61diirme konusunda in vitro ve in vivo etkilerini gostermistir (Andreeff vd., 2016).
Bu nedenle, kanser tedavisindeki potansiyel yararlar1 nedeniyle, bu ilaglar, hastalarda
biyolojik etkilerini ve toksisitelerini daha ayrmtili degerlendirmek i¢in klinik c¢aligmalara
donistiiriilmektedir. RG7112, klinik testlere giren ilk MDM2 inhibitoriidiir ve faz I ¢aligmasi,
ALL dahil olmak tizere hematolojik maligniteleri olan hastalarla gergeklestirilmistir (Andreeff
vd., 2016). Bu ¢alisma, MDM?2 antagonist tedavisinin ardindan p53 stabilizasyonu ve p53
hedef genlerinin transkripsiyonel aktivasyonunu dogrulamis, aynt zamanda kotii prognozlu,

relaps veya refrakter hastalarda klinik aktivite gostermistir (Andreeff vd, 2016).

Kiiciik molekiilli MDM2 inhibitérlerini  gelistirmek i¢in  farkli  stratejiler
benimsenmistir ve ¢cogu calisma, MDM?2 ile p53 arasindaki etkilesimi engellemeye yonelik
ajanlarin tasarimina odaklanmistir (Kamal vd., 2012; Klein vd., 2004; S. vd ., 2008). Bu
ajanlara O0rnek olarak Nutlinler, spiro-oksindoller, benzodiazepinler ve p53’ii RITA (p53'iin
Reaktivasyonu ve Tiimor Hiicre Apoptozunun Indiiksiyonu) ile yeniden aktive eden bilesikler
verilebilir (Kamal vd., 2012). Alternatif olarak, deazaflavinler gibi ubikitin ligaz aktivitesini
inhibe eden bilesikler de gelistirilmistir. Bu bilesikler, ICso (Enzim aktivitesini yariya diisiiren
inhibitér konsantrasyonu) degerleri 20-50 uM (Mikromolar) arasinda degisen ve p53'in in
vitro ubikitinasyonunu inhibe eden etkiler gostermektedir (Kamal vd., 2012). Kanser
hiicrelerinde, bu bilesikler pS3 sinyallemesini aktive ederek p53'e bagli apoptozu indiikler (De
Rozieres vd., 2000). Ancak, MDM?2 ile p53 arasindaki fiziksel etkilesim tizerinde herhangi bir
etkileri olmadigi i¢in, bu inhibitorlerin etkisinin allosterik bir mekanizma araciliiyla
gerceklestigi diisiiniilmektedir (Kaur vd., 2022). Yani, bu bilesikler, MDM2in yapisal
yeniden diizenlenmesini engelleyerek p53'in ubikitinasyonuna karst bir blokaj
olusturabilirler, ancak MDM2’nin kendi otoubikitinasyonunu etkilemezler (Kamal vd., 2012;

Yang vd., 2005).

Buna ek olarak, ginseng tiirevleri, kurkumin ve genistein gibi flavonoid bilesenler gibi
cesitli kemopreventif ajanlarin  MDM2 onkoprotein ekspresyonunu asagi diizenledigi
gosterilmistir. Bu bilesikler, hem yabani tip p53’e hem de mutant p53’e sahip tiimdrlerde
MDM?2 seviyelerini etkileyerek, MDM?2 inhibitorlerinin p53'ten bagimsiz olarak islev
gorebilecegini gostermektedir. Ayrica, bazi bilesikler, MDM2'min MDM2-DAXX-HAUSP

kompleksini bozarak bu etkilesimi engeller. MDM2'nin dogal {irlin inhibitorleri lizerine
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yapilan kapsamli bir inceleme, bu alandaki arastirmalarin son gelismelerini

detaylandirmistir (Qin vd., 2016).

MDM?2 inhibitorleri, diger onkolojik tedavi yontemleriyle kombinasyon halinde
kullanildiginda daha etkili olabilir. Ornegin, kemoterapi veya immiinoterapilerle birlikte
MDM?2 inhibitorlerinin  kullanilmasi, sinerjik etkiler gosterme potansiyeline sahiptir
(Konopleva vd., 2020). MDM2 inhibitorlerinin etkinligi iizerine bir¢ok klinik c¢aligma
yapilmaktadir. Bu calismalar, g¢esitli kanser tiirlerinde (sarkom, meme kanseri, ALL gibi)
MDM?2  inhibitorlerinin ~ giivenliligini  ve etkinligini  degerlendirmektedir. MDM2
inhibitorlerinin, 6zellikle ALL gibi hematolojik malignitelerde umut verici sonuglar vermistir
(Hoffman-Luca vd., 2015). Bu inhibitorler, tedaviye direngli hastalarda p53 aktivitesini
artrrarak tedavi etkinligini artirma potansiyeline sahiptir (Q. Ding vd., 2013). MDM?2
inhibitorlerinin, geleneksel kemoterapdtik ajanlarla birlikte kullanilmasi, tedavi etkinligini
artirmak amaciyla degerlendirilmektedir. Bu kombinasyonlarin etkinligi {izerine aragtirmalar
siirmektedir. MDM2 inhibitorleri, p53 aktivitesini artirarak kanser tedavisinde yeni bir
yaklagim sunmaktadir. MDM2'min p53 {izerindeki inhibe edici etkisini hedef alan bu
molekiiller, cesitli kanser tiirlerinde etkili bulunmus ve klinik arastirmalarda umut verici
sonuglar gostermistir. MDM?2 inhibitorlerinin kullanimi, ALL gibi hematolojik malignitelerde
yeni tedavi stratejileri gelistirilmesine olanak tanimakta ve onkolojide 6nemli bir arastirma
alan1 olarak one ¢ikmaktadir. Bu alandaki ¢alismalar, gelecekte kanser tedavisinin daha etkili

ve hedefe yonelik hale gelmesine katkida bulunacaktir.

Hedefe yonelik kanser tedavileri, kanser hiicrelerine 6zgii molekiiler degisimleri
hedeflediklerinden kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel tedavi yontemlerinden daha
etkilidir. Ayrica saglikli hiicrelere daha az zarar verir. Bu nedenle yeni nesil tedavi
yaklagimlari, bu tiir hedefe yonelik tedavi ajanlarinin tekli veya ¢oklu kullanimlar1 tizerinde
sekillenmektedir. ALL i¢in farkli tedaviler mevcut olmakla birlikte, yiiksek klinik heterojenite
sebebiyle hi¢cbir mevcut tedavinin tiim vakalarda iyilestirici olamamasi yeni stratejilerin
ihtiyacin1 dogurur. 7P53 geninden kodlanan p53 proteini, tiimdr olusumunu dnleme agisindan
cok onemli gorevlere sahiptir ve bu sebeple genomun koruyucusu olarak adlandirilmistir (S.
Nag vd., 2013). ALL vakalarmim %90’indan fazlas1 hastaligin ilk teshisinde yabani tip 7P53
genine sahiptir. Yabani tip 7P53 geninden kodlanan fakat farkli sebeplerle fonksiyonunu
kaybetmis p53’iin tekrar aktivasyonu kanser tedavisinde g¢ekici bir terapotik yaklagimdir
(Graves vd., 2012). p53, birincil negatif regiilatorii yani baskilayicist olan MDM2 proteininin
hedeflenmesi ile genotoksik olmayan bir sekilde aktive edilebilir (Furet vd., 2016). Son 20
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yilda birgok kiiciik molekiilli MDM2 inhibitorii gelistirilmis, bir kismi da klinik

degerlendirmeye deger bulunmustur.

Normal hiicrelerde MDM?2, p53’tin yikimini tesvik ederek hiicresel homeostazin
korunmasina yardimci olur. Ancak, kanser hiicrelerinde MDM2’nin agir1 ekspresyonu, pS3’iin
inhibe edilmesine ve tlimor gelisimine katkida bulunur (Furet vd., 2016). Bu nedenle, MDM2
inhibitorleri, pS3 aktivitesini artrmak ve tiimor hiicrelerinin biiylimesini engellemek i¢in
onemli bir tedavi stratejisi olarak kabul edilmektedir. MDM2 inhibitorleri, MDM2 nin p53 ile
olan etkilesimini hedef alarak p53’lin islevselligini artirir (Graves vd., 2012; Vousden vd.,
2009). MDM2 inhibitorleri, MDM2’nin p53 ile olan baglanma yerini igsgal eder, boylece
p53’tin MDM?2 tarafindan inhibe edilmesini engeller (S. Yu vd., 2009). Bu inhibitorler,
pS3’lin ubiquitin ile isaretlenmesini engelleyerek onun hiicre i¢inde daha uzun siire stabil
kalmasmi saglar (S. Yu vd., 2009). Bu, p53’iin hiicresel stres kosullarina yanit verme
yetenegini artirrr. MDM2 inhibitorlerinin, ALL tedavisinde p53’iin yeniden aktive edilmesi
yoluyla fayda saglayabilecegi gosterilmistir. Nutlin-3, belirli sarkom tiirlerinde basarili
sonuglar vermistir (Michaelis, vd., 2011). MDM2 inhibitorlerinin meme kanseri tedavisinde
pS3’iin aktivitesini artirarak tiimor biiylimesini engelledigi bildirilmistir (Xiong vd., 2014).
MDM?2, kanser tedavisinde 0nemli bir hedef olarak kabul edilmektedir. MDM?2 inhibitorleri,
pS3'in aktivitesini artirmak ve tiimor hiicrelerinin biiyiimesini engellemek amaciyla
gelistirilmistir.

MDM2-p53 etkilesiminin inhibisyonu, kanser tedavisinde biiylik bir aragtirma alani
olusturmus ve bu konuda cok sayida kiiciik molekiil inhibit6rii gelistirilmistir. Bunlardan
klinik ¢alismalara girenlerden bazilar1 sunlardir: RG7112, RG7388 (Idasanutlin), MK-8242,
AMG232, MI-77301 (SAR405838), DS-3032b, HDM201 (Siremadlin), NVP-CGMO097 ve
APG-115. Bu bilesiklerin bir¢ogunun yapisal modifikasyon siirecleri ve klinik sonuglar1
iizerinde yapilan arastirmalar, MDM2-p53 etkilesiminin engellenmesinin kanser tedavisindeki
potansiyelini vurgulamaktadir (Sekil 1.5) (Tablo 1.1) (Fang vd., 2020; Kocik vd., 2019; Wang
vd., 2017; Zhao vd, 2013).
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Sekil 1.5. Klinik ¢alismalara konu olmus bazt MDM?2 inhibitorleri
Kaynak: (Fang vd., 2020; Kocik vd., 2019; Wang vd., 2017; Zhao vd., 2013)

MDM?2 inhibitorleri, p53'lin tiimor baskilayic1 aktivitesini geri kazandirmay1
amaglayarak kanser tedavisinde biiylik bir potansiyel sunmaktadir. Nutlin bilesigi klinik
olarak uygun olmamakla birlikte, Nutlin tiirevi olarak gelistirilen baz1 bilesikleri, 6zellikle
pS3'in p53-MDM2 etkilesimini engellemekte daha etkili olmus ve ilk klinik denemelerde
umut verici sonuglar elde edilmistir (Miiller vd., 2007). Bununla birlikte, bu bilesiklerin
etkinligi, ¢esitli kanser tiirlerinde farklilik gosterebilir ve tedaviye kars1 direng gelistirme riski
de bulunmaktadir. Bu nedenle, bu ilaclarin etkinligini artrmak i¢in daha fazla arastirma ve
yapisal optimizasyon gereklidir. Klinik calismalar devam etmekte ve bu bilesiklerin etkileri,
gelecekteki tedavi stratejileri i¢in 6nemli bir yol haritasi olusturacaktir. Nutlin-3 MDM?2 ile
p53 arasindaki etkilesimi engelleyen kiigiik bir molekiildiir (Miiller vd., 2007). Klinik
denemelerde, Nutlin-3'lin baz1t ALL ve meme kanseri hastalarinda olumlu sonuglar gosterdigi
bildirilmistir (Xiong vd., 2014). 2004 yilinda, “nutlinler” adi verilen cis -difenil ikameli
imidazolin iceren bilesiklerin, giiclii, spesifik ve oral yoldan etkili kiiciik molekiil MDM?2
inhibitorlerinin birinci smifi oldugu rapor edilmistir. ilk rapordaki en etkili bilesiklerden biri,
ICso = 90 nM ile MDM2 proteinine baglanan nutlin-3a (nutlin’in aktif izomeri) olarak
bildirilmistir (Vassilev vd., 2004).
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Tablo 1.1.Klinik ¢alismalardaki kii¢iik molekiillii MDM2 inhibitorlerinin listesi

Ilaglar Klinik Caligmalar | MDM?2 ile Kullanilan Hastaliklar
Baglanma
Aktivitesi (nM)
RG7112 Faz II Caligmalar1 90 fleri Kat1 Tiimérler, Sarkomalar,
(RO5045337) Hematolojik Neoplazmlar, AML, KML
(Vu vd., 2013)L. T. Vassilev vd., 2004).
RG7338 Faz 1, Faz 11 6 Kat1 Tiimorler, AML, Nan-Hodgkin’s
(Idasonutlin) | Calismalar1 Lenfomalar, Meme Kanseri,
Glioblastomalar, Koleteral Kanserler,
Noroblastomalar (Reis vd., 2016;
Lakoma vd., 2015; Daver vd., 2023)
AMG-232 Faz 1, Faz II 0,6 AML, Beyin Kanseri, Glioblastomalar,
(KRT-232) Calismalar1 [leri Kat1 Tiimérler, Melanomalar (Sahin
vd., 2020; Gonzalez vd., 2014).
APG-115 Faz 1, Faz 11 <1 Kat1 Tiimorler, Lenfomalar, AML,
(AA-115) Calismalar1 Noroblastomalar, ALL (Chen vd., 2017 )
HDM-201 Faz 1,6 Faz 11 0,015 Liposarkomalar, AML, Hematolojik
Calismalar1 Timorler, Meme Kanseri, Koleteral
Kanserler (E. M. Stein vd, 2021).
DS-3032b In vitro, in vivo AML, Lenfomalar, Ileri Kat1 Tiimorler
(Milademat) (Arnhold vd., 2018).
SAR405838 |In vitro, in vivo 3 Kot Huylu Tiimorler.
MK-8242 In vitro, in vivo AML, Kat1 Timorler.
CGMO097 In vitro, in vivo 1,7 Tleri Kat1 Tiimérler (Holzer vd., 2015).
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Roche tarafindan gelistirilen RG7112, Nutlin serisinin yapisina dayali olarak modifiye
edilmistir ve klinik ¢aligmalara dahil edilen ilk MDM2 inhibitoriidiir (Vu vd., 2013). Nutlin-
3a, MDM2 ile baglanma aktivitesi gosteren ve p53'lin aktivitesini artiran giiclii bir bilesik
olarak 2004 yilinda kesfedilmistir (L. T. Vassilev vd., 2004). RG7112, MDM2 ile p53
arasindaki etkilesimi engelleyerek p53'iin serbest kalmasini saglar ve timor hiicrelerinin
apoptozunu indiikler. Klinik ¢aligmalarda, RG7112 bazi kanser tiirlerinde, 6zellikle meme

kanseri ve 16semi gibi durumlarda olumlu sonuglar gostermistir (L. T. Vassilev vd., 2004).

AMG232, Amgen tarafindan gelistirilen ve MDM2'nin p53 ile baglanma alanini
hedefleyen bir inhibitordiir (Sahin vd, 2020). Morfolinon iskelesine dayali olarak tasarlanan
bu bilesik, MDM2-p53 etkilesimini engelleyerek p53'iin aktivitesini artirir (Gluck vd., 2020).
Yapisal analizler, bu bilesigin etkinligini artirmak i¢in ¢esitli modifikasyonlarla gelistirilmistir
(Moschos vd., 2017). On degerlendirmeden sonra, morfolinon iskelesinin, p53'in MDM2'ye
baglanmasmin ii¢ temel amino asit kalntisini (ICsp = 5,4 pM) 1yi bir sekilde simiile
edebilecegi ve C2 pozisyonuna bir benzil grubunun eklenmesinin AMG232 aktivitesini

arttirdig belirlenmistir (Gonzalez vd., 2014).

NVP-CGMO097, dihidroizokinolinon iskeleti kullanilarak tasarlanmis ve MDM2 ile
baglanma aktivitesi gosteren bir bilesiktir (Holzer vd., 2015). NVP-CGMO097'nin kokristal
yapisi, MDM2 ile farkli baglanma modlarma sahip oldugunu ortaya koymustur (Townsend
vd., 2015). Yapisal optimizasyon yoluyla, baglanma yetenegi artirilarak bu bilesik daha giiclii
bir aktivite gostermektedir. (Zhu vd., 2022). NVP-CGM097, MDM2 proteinine
baglandiginda, dihidroizokinolinon iskeleti tamamen diizlemsel degildir ve bu nedenle, NVP-
CGMO097 ve MDM2 proteininin kombinasyonu, van der waals kuvvetleri veya baglanma
yerleriyle hidrojen bagi etkilesimleri tarafindan iistesinden gelinebilen bir konformasyonel

enerji kaybina neden olur (Holzer vd., 2015).

Novartis tarafindan gelistirilen HDM201 (siremadlin), MDM2'nin p53 ile
baglanmasini engelleyen bir bilesiktir. Tasarimi, MDM?2 proteininin dihidroizokinolinon
bilesiklerine baglanmasmin konformasyonel analizlerine dayanmaktadir (A. S. Stein vd.,
2019; E. M. Stein vd., 2022). Bu bilesik, MDM?2 ile p53 arasindaki etkilesimi engelleyerek
p53'iin hiicredeki diizeylerini artirir (E. M. Stein vd., 2021).

MI-77301 (SAR405838), daha yeni bir MDM?2 inhibitoridir ve p53'in
transkripsiyonel aktivitesini artirmay1 hedefler (Wang vd., 2014). Bu bilesik, MDM2'nin p53
tizerindeki inhibe edici etkisini azaltarak p53'lin aktivitesini artirir (Wang vd., 2014). Klinik

arastrmalar faz I ve II asamalarinda degerlendirilmektedir ve bazi kanser tiirlerinde umut
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verici sonuglar gostermektedir (de Jonge vd., 2017). SAR405838 ve APG-115, p53 ve
MDM2'in protein baglanmasina dayanarak gelistirilen spirooksindollere aittir (Wang vd.,
2014). indol halkasi, p53 ve MDM2 arasindaki baglanmanin anahtaridir. Indol halkasindaki
amino grubu, MDM?2 ile hidrojen baglar1 olusturabilir ve ayrica oksindoliin, p53'iin triptofan
23 kalintisinin MDM2 ile baglanma modunu miikemmel bir sekilde simiile edebildigi

bulunmustur (Koo vd., 2022).

DS-3032b, MDM2-p53 etkilesimini inhibe eden bir baska bilesiktir. Bu bilesik, p53'iin
aktivitesini artirarak kanser hiicrelerinin biiylimesini engeller ve klinik c¢aligmalarda
degerlendirilmistir (Arnhold vd., 2018). Wang Shaomeng'in arastrma grubunun gelistirdigi
APG-115, spirooksindol iskeleti tasiyan bir MDM2 inhibitoriidiir (H. Chen vd., 2017). Bu
bilesik, p53'iin MDM?2 ile etkilesimini engelleyerek p53'in hiicredeki diizeylerini artirir ve
kanser hiicrelerinin biiyiimesini inhibe eder (H. Chen vd., 2017). APG-115'in ¢esitli kanser
tiirlerinde antitiimor etkinligi gosterdigi bildirilmistir (Rasco vd., 2019; Yi vd., 2018).

1.3.1. RG7388 (Idasanutlin) inhibitorii

Roche arastirmacilari, bildirilen MDM2 inhibitorlerinin yapisindaki triptofan 23 ve
16sin 26'nin aktif bosluklarmma bagli iki benzen halkasinin hepsinin cis-konformasyon
oldugunu, trans-konformasyonlu =~ MDM?2 inhibitorlerinin ~ ise  bildirilmedigini
gozlemlemiglerdir (Sekil 1.6) (Ke Ding vd., 2006; S. Yu vd., 2009). Bu nedenle, MI-219 ve
RG7112'ye dayanarak, siyanonun konformasyonunu ve aktivitesini siirdiirmesi i¢in kritik
oneme sahip oldugu iki 6nemli benzen halkasinin trans-konformasyonlarina sahip RG7388'i
tasarlamis ve sentezlemislerdir (Q. Ding vd., 2013) (Sekil 1.6). Yapisal optimizasyondan
sonra, klinik ¢alismalara giren ikinci MDM2 inhibitorii RG7388 elde edilmistir (Q. Ding vd.,
2013).
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Sekil 1.6. RG7388’in MDM?2 ile baglanma seklinin gosterimi

Kaynak: (Zhu vd., 2022)

Klinik agidan bakildiginda, RG7112'nin etkinligi i¢in yliksek doz gerekmesi ve bu
yiiksek dozlarin gastrointestinal intolerans ile birlikte degisken maruziyet seviyelerine yol
acmasi gibi birka¢ dezavantaji bulunmaktadir. Bu siirlamalar1 agsmak amaciyla RG7388 adli
glicli bir MDM2 inhibitorii kesfedilmistir (Sekil 1.7) (Ding vd., 2013) ve bu ilag,
relaps/refrakter AML hastalarinda faz 1/1b denemelerine dahil edilmistir. Calisma sonuglari,
idasanutlin ile tedavi edilen 16semik blastlar ve kok hiicrelerdeki MDM?2 protein ekspresyon
diizeylerinin, AML hastalarinda tam remisyon ile iligkili oldugunu gostermistir (Reis vd.,
2016). Ayrica, ayni ¢alisma idasanutlin'i monoterapi olarak veya sitarabin ile kombinasyon
halinde degerlendirmistir (Reis vd., 2016). Ancak, ALL hakkinda heniiz giincel bir veri

mevcut degildir.
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Sekil 1.7. RG7388'"in kesfi
Kaynak: (Zhu vd., 2022)

RG7112, MDM2 proteininin ii¢ temel aktif bolgesini isgal ederek, MDM?2 ile
baglanma aktivitesi sergiler (B. Yu vd., 2018). Bu baglanma aktivitesi, 196 nM'lik ICs
degeriyle Ol¢iilmiistiir. Ancak, RG7112'in yabani tip p53 tiimor hiicrelerine karsi orta diizeyde
bir inhibe edici aktivitesi varken, p53 mutant hiicrelere karsi belirgin bir etki
gostermemektedir (B. Yu vd., 2018). Bu durum, p53 mutant hiicrelerin MDM2-p53
etkilesimine daha az duyarli oldugunu veya alternatif onkogenik yollarla tiimor biiyimesini

stirdiirebilecegini gostermektedir (Illidge vd., 2000).

RG7388, RG7112 ve MI-219'un daha gelismis bir tiirevidir ve farmakokinetik
parametreleri iyilestirilmis bir ikinci nesil MDM2 inhibitoriidiir (Q. Ding vd., 2013).
RG7388'in basarisi, onun baglanma kapasitesinin 6 nM (Nanomolar)'a kadar diismesi ve
yabani tip p53'in yiiksek ekspresyonunu artirmasiyla agiklanabilir (Z. Zhou vd., 2021;
Chitneni vd., 2021). Bu 6zellik, RG7388'in hiicre dongiisiinii durdurma veya apoptozu aktive
etme yetenegini biliylik dl¢lide artrmistir (Z. Zhou vd., 2021). Ayrica, bu bilesik, ¢iplak
farelerdeki noroblastoma ksenograft deneylerinde tiimor proliferasyonunu inhibe etmistir
(Lakoma, vd., 2015). Farelerde yapilan ksenograft modelinde RG7388 (25 mg/kg
(Miligram/Kilogram) oral doz) tiimdr biiylimesinin inhibisyonuna ve gerilemesine yol agmus,
apoptoz ve antiproliferatif etkiler gostermistir (A. Lakoma vd., 2015). Bu, RG7388'in tiimor
hiicrelerini hedef alirken saglam bir antikanser etkinlik sergileyebilecegini isaret etmektedir

(B. Higgins vd., 2014; A. Lakoma vd., 2015). Ayrica, RG7388, klinik ¢alismalarin pek ¢ok
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asamasinda degerlendirilmistir. Ozellikle, relaps/refrakter AML tedavisinde sitarabin ile
kombinasyon halinde yapilan faz III klinik ¢aligmalarda, tedavi dncesi MDM2 diizeyleriyle
iligkili olarak %25'lik tam remisyon orami bildirilmistir (Khurana vd., 2019). Ancak, bu
calisma, beklenmeyen sonuglar nedeniyle durdurulmustur (Brian Higgins vd., 2015).
RO6839921, RG7388'in bir 6n ilacidir. Bu bilesik, RG7388'in farmakokinetik 6zelliklerini
iyilestirmeyi ve maruz kalma degiskenligini azaltmay1 hedefler (Brian Higgins vd., 2015).
RO6839921'in intravendz enjeksiyonu, osteosarkom ve AML ksenograft modellerinde iyi bir
anti-timor aktivitesi gostermistir. Ancak, faz 1 caligmalari, RO6839921'in farmakokinetik
parametrelerinde iyilesme saglasa da, giivenlik profili RG7388 ile benzerdir ve klinik fayda
acisindan belirgin bir avantaj sunmamistir (Uy vd, 2020; Zhu vd., 2022). Ozellikle RG7388,
farmakokinetik iyilestirmeleri ve daha giiclii etkinligiyle 6ne ¢ikmakta ve klinik ¢aligmalarda
umut verici sonuclar gostermektedir. Ancak, tedaviye karsi edinilen direng ve klinik
calismalarda beklenmeyen sonucglar gibi zorluklar, bu terapotik stratejilerin daha fazla
optimize edilmesi gerektigini gostermektedir. RO6839921'in intravendz uygulama secenekleri
ve diger farmasotik modifikasyonlarla birlikte, bu bilesiklerin gelecekte daha genis bir tedavi
yelpazesinde kullanilabilir hale gelmesi beklenebilir. Bu ¢alismalarin, 6zellikle AML ve ileri

solid tiimorlerde tedavi seceneklerini ¢esitlendirme potansiyeli vardir.

RG7388, MDM2-p53 etkilesimini bozacak sekilde tasarlanmis, kanser hiicrelerinde
p53'iin stabilizasyonuna ve aktivasyonuna yol acan giiclii ve se¢ici bir MDM2-p53 antagonisti
olarak ortaya ¢cikmistir (Q. Ding, Zhang, vd., 2013; Lyubomir T Vassilev vd., 2004). Klinik
oncesi calismalar, idasanutlinin spesifik olarak 7P53 wvahsi tip hiicrelerde apoptozu
indiikledigini, 7P53 mutant hiicrelerinin ise diren¢ sergiledigini ve bunun terapotik
ozgilliigiinii vurguladigmi gostermistir (L. Chen vd., 2019; Ciardullo vd., 2019). Mekanik
olarak, idasanutlin aracili p5S3 aktivasyonu, hem i¢sel (mitokondri aracili) hem de digsal (6liim
reseptdr aracili) apoptotik yollarda yer alan pro-apoptotik genlerin yukari regiilasyonu ile
sonucglanir (Aptullahoglu vd., 2024). Bu aktivasyon, kaspaz aktivitesinin artmasi ve apoptotik
hiicre 6liimiiniin anahtar belirtegleri olan poli (ADP-riboz) polimerazin (PARP) bdliinmesiyle
sonuglanir. Son klinik arastirmalar, idasanutlinin hematolojik malignitelerdeki terapdtik
potansiyeline iliskin cesaret verici bilgiler saglamigtir. Tekrarlayan veya direngli AML
hastalarinda idasanutlin'i standart kemoterapi veya venetoklaks ile kombinasyon halinde
degerlendiren bir faz I c¢aliymasi, bir hasta alt kiimesinin tam yanitlara ulagmasiyla
yonetilebilir giivenlik profilleri ve umut verici etkinlik gosterdigi gosterilmistir (Daver vd.,

2023). Ayrica, devam eden veya tamamlanmis ancak heniliz yaymlanmamig klinik
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arastirmalar, idasanutlin'i monoterapi olarak veya c¢esitli hastaliklarda diger ajanlarla
kombinasyon halinde arastirarak klinik faydasmi dogrulamay1 ve optimal tedavi rejimlerini
tanimlamayr  amacglamaktadir  (ClinicalTrials.gov ~ tanimlayici:  NCT02633059  ve
NCT03287245). Bu klinik deneylerin 6n sonuglari, idasanutlin'in 7P53 yabani tip ALL i¢in
umut verici bir terapotik strateji olarak roliiniin altin1 ¢izmekte ve potansiyel olarak sinirli

tedavi segcenekleri olan hastalarda sonuglari iyilestirmek igin yeni bir yol sunmaktadir.

RG7388, MDM2’nin p53 ile olan etkilesimini engelleyen hidrofobik ve elektrostatik
etkilesimleri optimize etmek i¢in tasarlanmistir (Khurana vd., 2019). RG7388, MDM2'nin
pS53 ile olan baglanma bolgesine baglanir ve bu etkilesimi engeller. Sonug olarak, p53’lin
hiicre icindeki stabilitesi artar (Khurana vd., 2019; A. Lakoma vd., 2015). Aktiflesen p53,
DNA onarmi ve hiicresel stres yanitini tetikler. Ayrica, apoptoz yolu iizerindeki etkileriyle
kanser hiicrelerinin 6liimiinii artirir. pS3, bircok hedef genin (6rnegin, CDKNIA, MDM?2,
BAX) transkripsiyonunu artirarak hiicresel yanitlar1 modiile eder (Ciardullo vd., 2016).
RG7388 AML, ALL ve bazi lenfoma tiirlerinde test edilmistir (Bell vd., 2020; Khurana vd.,
2019). Meme kanseri, sarkom ve diger kat1 timorler lizerinde de denenmistir (A. Lakoma vd.,
2015). ilk bulgular, RG7388’in kanser hiicrelerinin bilyiimesini énemli dlgiide engelledigini
ve tedaviye direngli hastalarda umut verici etkiler gosterdigini ortaya koymustur. RG7388'in
diger tedavi yontemleriyle (6rnegin, kemoterapi veya immiinoterapilerle) kombinasyonu,
daha etkin tedavi stratejileri gelistirmek icin degerlendirilmektedir (A Lakoma vd., 2015). Bu
kombinasyonlar, 6zellikle MDM2’nin asir1 ekspresyonu olan tiimorlerde daha fazla etkili

olabilir.

RG7388nin  diger tedavi  yontemleriyle (kemoterapi,  immiinoterapiler)
kombinasyonlari, daha etkili tedavi stratejileri gelistirme potansiyeline sahip olabilir. Farkli
kanser tiirlerinde etkinligini degerlendirmek amaciyla yeni klinik ¢aligmalar yapilmaktadir
(C.-E. Wu vd., 2022). RG7388’nin etkinligini tahmin etmek i¢cin biyomarker arastirmalari,
kisisellestirilmis tedavi yaklasimlarini destekleyebilir. RG7388, MDM2 inhibitdrleri smifinda
onemli bir adaydir. MDM2-p53 etkilesimini hedefleyerek, kanser tedavisinde umut verici bir
yaklasim sunmaktadir. Hem hematolojik malignitelerde hem de kati tlimorlerde etkili
olabilecegi diistiniilmektedir. Klinik ¢aligmalar, RG7388'nin giivenligini ve etkinligini daha
fazla degerlendirmek amaciyla devam etmektedir. Onkolojik tedavi stratejilerinin geligmesine

katkida bulunmasi beklenmektedir.
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1.3.2. Tez Cahismasinin Gerekgesi ve Hedefleri

Bu tez ¢aliymasinda temel amag, ALL hastalarinin tedavilerinin iyilestirilmesi i¢in
potansiyel bir hedefe yonelik tedavinin hiicre hatti modellerinde test edilmesidir. ALL
gelisiminde ve tedaviye yanitta yer alan onemli bir sinyal iletim yolagi yeni nesil kiigiik
molekiillii inhibitor ile hedeflenecek ve giintimiizde mevcut olan giincel klinik 6ncesi ilag
aragtirma teknikleri kullanilarak bu tedavi stratejisinin etkileri arastirilacaktir. Hedefe yonelik
ilag tedavileri, kansere 6zel olan molekiiler ve hiicresel degisikliklere odaklanarak kemoterapi
ve radyoterapi gibi diger tedavi yontemlerinden daha etkili olabilir, ayrica normal hiicrelere
daha az zarar verir. Bu nedenle yeni nesil tedavi stratejileri bu tiir hedefe yonelik ilaglarin
tekli veya ¢oklu kullanimlar1 lizerinde sekillenmektedir. ALL klinik olarak bir¢ok genetik
anomaliyi an1 anda bulundurdugundan heterojen bir hematolojik kanserdir (Horibata vd.,
2019). Ozellikle tedavi agisindan en zorlu malignitelerinden biri olmaya devam etmektedir
(C.-H. Pui vd., 2009). Ancak diger bircok kanserden farkli olarak vakalarin %90'imden
fazlasinda TP53 geni hastaligin teshisi asamasinda yabani tip durumundadir (Comeaux vd.,
2017). Niikseden ALL'de ise, TP53 mutasyonlar1 veya delesyonlar1 daha sik goriilmekte ve
tedavi basarisizliginin 6nemli bir belirleyicisi olmaktadir (Hof vd., 2011). Geriye kalan
yiiksek orandaki bir hasta toplulugu ise fonksiyonel bir p53 proteinine sahiptir. MDM?2
proteininin p53’iin birincil negatif regiilatérlerinden biri oldugu diisiiniildiigiinde, MDM?2
proteinini hedeflemek ALL tedavisi icin de ¢ekici bir terapotik yaklasimdir. Bu yolla p53°iin
stabilizasyonu ve bdylece yeniden aktivasyonu saglanabilir (Q. Ding, Zhang, vd., 2013).
MDM?2 inhibitorleri, yabani tip p53 eksprese eden kanser hiicrelerinde spesifik bir p53
aktivatorii olarak arastirilmistir. Bu sebeple ALL'de de uygulanabilir ¢iinkii bir¢cok kati
timoriin aksine, vakalarm sadece %5'1 ilk tanida TP53 delesyonlu veya mutasyonludur (K.
Ding vd., 2005). ALL hiicrelerinin ¢ogalmasi ve hayatta kalmas1 yabani tip p53 aktivitesinin
kaybin1 gerektirdiginden, bu mekanizmayi tersine cevirecek bir molekiiler strateji gii¢lii bir
biiyiime inhibisyonu indiikleyebilir (Q. Ding vd., 2013). Buradaki 6nemli diger bir nokta,
MDM2 inhibitorlerinin herhangi bir DNA hasarina neden olmadan yabani tip p53'i aktive
edilebilmesi yani genotoksik olmayan bir hedeflenmis tedavi se¢enegi olmasidir (Bottger vd.,
1997). Ayrica Faz III klinik ¢aligmalara giren ilk MDM2-p53 antagonistidir (NCT02545283).
Idasanutlin (RG7388), MDM2-p53 etkilesimini bozacak sekilde tasarlanmis, kanser
hiicrelerinde p53'iin stabilizasyonuna ve aktivasyonuna yol agan giiglii ve secici bir MDM?2
antagonisti olarak ortaya ¢ikmistir (K. Ding vd., 2005; Lyubomir T Vassilev vd., 2004).

Klinik 6ncesi ¢aligmalar, idasanutlinin spesifik olarak 7P53 vahsi tip hiicrelerde apoptozu
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indiikledigini, 7P53 mutant hiicrelerinin ise diren¢ sergiledigini ve bunun terapotik

ozgilliigiini vurguladigini gostermistir (L. Chen vd., 2019; Ciardullo vd., 2019).

MDM2, hiicresel streslere yanit olarak tiimor baskilayic1 gen TP53'lin diizenleyicisi
olan ve p53 fonksiyonunu baskilayan bir proteindir (S. Nag vd., 2013). Normalde p53, hiicre
dongiistinii diizenleyerek, DNA hasarin1 onarmak i¢in hiicrelerin apoptoz (programlanmis
hiicre Olimil) gecirmesini saglar (De Rozieres vd., 2000). Ancak, p53'in islevinin
engellenmesi, kanser hiicrelerinin hayatta kalmasina ve ¢ogalmasina izin verir. MDM2'nin
p53 ile olan etkilesimi, kanserin gelismesinde kritik bir rol oynar, ¢linkii p53'iin baskilanmasi,
hiicrelerin kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasma neden olabilir (Vousden vd., 2009). MDM2
inhibitorleri, p53'in islevini yeniden aktive ederek kanser hiicrelerinin Sliimiinii tesvik
edebilir (Graves vd., 2012). Son yillarda, MDM2 inhibitorlerinin hematolojik malignitelerde,
ozellikle ALL gibi hastaliklarda kullanimi biiytik bir ilgi uyandirmistir (M. Zhou vd., 2000).
MDM?2 inhibitorleri, p53'tin MDM?2 tarafindan inhibe edilerek fonksiyonlarini geri
kazanmasma yardimci olabilir. 7P53 geninin ¢ogu tiimdr tipiyle iliskili olarak inaktive
oldugunu ve genetik degisikliklere ugradigmi bilmekteyiz (Olivier vd., 2010).

ALL tedavisinde kullanilan kemoterapi ve diger tedavi yaklagimlarina ragmen,
nilkseden vakalar hala biiyiik bir tedavi zorlugu yaratmaktadir. Bu nedenle, yeni tedavi
stratejileri arayisi devam etmektedir. MDM?2 inhibitdrleri, bu yeni tedavi se¢enekleri arasinda
umut verici bir yer tutmaktadir. Klinik oncesi ¢alismalarda, MDM?2 inhibitorlerinin ALL
hiicrelerinde etkili oldugu gosterilmistir (Trino vd., 2016). Bu ¢alismalar, MDM?2
inhibitorlerinin p53'in stabilizasyonunu sagladigini ve p53 hedef genlerinin transkripsiyonel
aktivasyonunu tetikledigini ortaya koymustur (T. Liu vd., 2024). Bu mekanizma sayesinde,
p53'in indiikledigi apoptoz ve hiicre dongiisii duraklatma gibi siiregler tetiklenir. Bu, 16semik
hiicrelerin 6liimiine yol agarak tedaviye direngli hastalarda etkinlik saglar (Hohtari vd., 2022).

RG7388 (Idasanutlin), giicli bir MDM2 inhibitorii olarak gelistirilmistir ve bazi
calismalarda AML (Akut Miyeloid Losemi) hastalarinda diger inhibitorler ile kombine
kullanimiyla tam remisyon saglanmistir (Khurana vd., 2019). Bu ilag, ALL iizerine de
arastirilmaktadir. Calismalar, 16semik blastlarda ve kok hiicrelerde MDM2 protein
ekspresyonunun yiiksek oldugunu ve bunun tam remisyon ile iliskili oldugunu gostermistir
(Bell vd., 2020). Ancak RG7388’in ALL hastalarindaki etkinligi hakkinda daha fazla veri
gereklidir. MDM2 inhibitérlerinin etkinligi, 7P53 mutasyon durumu ve MDM?2 ekspresyon
diizeyleri gibi biyomarkorlere bagli olabilir. MDM2 inhibitorleri, ALL gibi hematolojik

malignitelerde yeni bir tedavi umudu sunmaktadir. Ancak, bu tedavi yaklagimimin etkinligi,
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ozellikle p53 mutasyonu olmayan hastalar i¢in daha belirgin olabilir. Sonu¢ olarak, MDM?2
inhibitorleri, ALL tedavisinde 6nemli bir tedavi se¢cenegi olma potansiyeline sahiptir. Bununla
birlikte, bu tedavi stratejisinin klinik etkinligini tam olarak belirlemek icin daha fazla
aragtirma ve klinik deneme yapilmasi gerekmektedir. MDM?2 inhibitdrlerinin toksisite ve
yanit biyomarkorlerinin belirlenmesi gibi zorluklarin {istesinden gelmek, bu ilaglarmn ALL
tedavisindeki basarisini artirmak i¢in kritik dneme sahiptir. MDM2 ekspresyonunun bir¢ok
kanser tiirtinde yiiksek olmasi, MDM2’nin hedeflenmesinin gerekli oldugunu gostermektedir
(Burgess vd., 2016). Kullanacagimiz MDM2 inhibitorii 7P53 yabani tip hiicrelerde oldukc¢a
etkilidir. Saglikli hiicrelerde ise (6rnegin saglikli kok hiicreler) toksik olmadigi arastirmalarda
gozlemlenmistir (Hohtari vd., 2022; T. Liu vd., 2024). Ayrica MDM2 inhibitoriiniin
genotoksik olmamasi, tedavi uygulanacak bireylerde ileriye doniik olumsuz sonuglarin ortaya
cikmasisin Oniine gececektir. MDM2 inhibitorleri halen aktif olarak test edilmektedir ve

bir¢ok inhibitdr de klinik asamalar i¢in kullanilmasi uygun olarak goriilmiistiir.
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2. MATERYAL METOD
2.1. Hiicre Soylarmin Kiiltiirii

Bu tez ¢alismasinda kullanilan akut lenfoblastik 16semi (ALL) hiicre soylar1 (bknz.
Tablo 2.1) giivenilir hiicre soyu koleksiyonlarindan temin edilmistir (ATCC veya DSMZ).
RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) besiyeri (Sigma-Aldrich) ile %10 (hacmen)
fetal buzag1 serumu ve %1 (hacmen) 100X penisilin/streptomisin (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, ABD) kullanilarak uygun hiicre kiiltiirii kaplarinda ve inkiibator igerisinde (%5 CO»
(Karbondioksit), 37°C) kiiltiire edilmistir. Bunun icin -80°C’de saklanilan hiicreler hizlica
cozdiiriilerek 5 ml besiyerinde, 1200 rpm (dakikadaki devir sayis1)’de 5 dakika olacak sekilde
iki defa yikandi. Yikamanm ardindan T75 (75cm? taban yiizey alanl) flasklara 15 ml besiyeri
icerisinde hiicrelerin ekimi yapildi. Giin asir1 hiicrelerin durumu ve besiyeri kontrolii yapildi.
Bu hiicre paneli, bahsedilen anti-kanser ilacinin test edilmesi i¢in uygundur. Caligmada
kullanilan 7P53 mutant ALL hiicre soylari, literatiirde siklikla mutasyona ugradig: bildirilen
ve DNA baglanma bolgesini i¢ine alan bolgede nokta mutasyonlar tasimaktadir (Joerger vd.,
2007). Secilen hiicre paneli p5S3 molekiiler mekanizmasi ile iliskili anti-kanser ilaglarmin test
edilmesi i¢cin uygundur. MDM?2 inhibitorleri, yabani tip p53 proteinine sahip hiicrelerde
sitotoksisite gosterdigi i¢in (Lane vd., 1997; Vassilev, 2007) mutant hiicre soylar1 kontrol
olarak kullanilmis, boylece tedavinin hedefe yonelik 6zgiinliigii ve TP53 gen durumuna bagli
olup olmadigr da gosterilmistir. Besiyerindeki renk degisimi gz Oniine almarak yeterli
yogunluga ulasan hiicreler pasajlanmak tizere toplandi. Toplanan hiicreler 1200 rpm’de 5
dakika coktiiriilerek iizerlerindeki besiyerleri atilip, hiicre yogunluguna goére 5-10 ml taze
besiyerinde coziildii. Hiicre yogunluguna gore bir miktar hiicre tekrar taze besiyeriyle
seyreltilerek hemositometre (Neubauer improved) ile sayim yapildi. Sayim sonucuna gore
gerekli hesaplamalar yapilarak (Formiil 1) gerekli miktarda hiicreler son hacim 15 ml besiyeri

olacak sekilde yeni flasklara ekildi.
Formiil 1.
Hiicre sayis1 (hiicre/ml) = (4 alanda sayilan hiicre sayisi/4) X Diliisyon faktorii X 10*
2.2. Inhibitériin Hazirlanmas:

MDM2 inhibitorii olarak idasanutlin (RG7388) (Q. Ding, Zhang, vd., 2013) kullanild1.
Bu kiiciik molekiil inhibitoriin kimyasal formiilii bilinmekte ve ticari olarak temin
edilebilmektedir. Toz halde temin edilen RG7388 (Cayman Chemicals #21532) gerekli
hesaplamalardan sonra dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziindiiriilerek 10 mM'lik stoklar
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hazirlandi ve -20°C'de muhafaza edildi. Her deney oncesinde DMSO kullanilarak seri
seyreltmeler ile farkli konsantrasyonlarda inhibitdrler hazirlandi. DMSO’nun sitotoksik
etkisini minimuma indirmek ic¢in besiyeri igerisindeki hacimsel orani en fazla %0,5 olacak

sekilde hiicreler inhibitorle muamele edildi.
2.3. Sitotoksisite Olciim Yontemi

Pasajlamadaki gibi hiicreler toplanarak sayimlar1 yapildiktan sonra gerekli
hesaplamalar yapildi. 10 ila 3000 nM arasinda degisen konsantrasyonlarda DMSO ile
hazirlanan ilaglar hiicrelere uygulandi. Ila¢ uygulamasinda izlenen siire¢ soyledir: Kuyucuk
basina 100 ul ve 2,5 x 100.000 hiicre/ml yogunlukta olacak sekilde hiicreler 96 kuyucuklu bir
plakaya (Labselect) ekildi. Ekildikten 24 saat sonra ise hesaplamalardan elde edilen ilac
miktarlar1 uygun kuyucuklara eklendi. Her hiicre hatt1 i¢in ii¢ adet kuyucuga karsilastirma
yapmak i¢in ila¢ icermeyen DMSO eklendi (DMSO kontrol). Ayrica ii¢ adet kuyucuk da bos
kontrol olarak kullanilmasi i¢in sadece besiyeri ile muamele edildi. 72 saat sonra DMSO
kontroliine gore biiyiime inhibisyonunu degerlendirmek i¢in XTT Test Kiti (Cayman
Chemical Company, MI, ABD) kullanildi. XTT testi, hiicre canliligin1 metabolik olarak
O0lemek icin kullanilan bir test tiiriidiir. Saglikli hiicrelerde, XTT mitokondriyal enzimler
tarafindan turuncu bir formazan boyasma doniistiiriiliir. Daha sonra 450 nanometrede tespit
edilen bagil emilim, canli hiicre sayisini1 tahmin etmek i¢in kullanildi. Bu yontemin hiicre
sabitleme, geg¢irgenlestirme veya ikincil tespit yontemleri gerektirmemesi ve analizden sonra
hiicrelerin daha fazla incelenmesini saglamasi nedeniyle siispanse hiicre hatlar1 i¢in oldukca
avantajli bir hiicre canliligit 6lgme yontemidir (Scudiero vd., 1988). Kitteki kilavuz
kullanilarak uygun miktarda XTT soliisyonu hazirlanip, gerekli miktarlar kuyucuklara
dagitildi. Hazirlanan plakalar 4 saat boyunca %5 CO;’de ve 37°C’de inkiibasyon i¢in
bekletildi. Sonrasinda 450 nm (nanometre) de absorbans dl¢limii 96 kuyulu plaka okuyucu

cihaz (Thermo Scientific) kullanilarak yapildi.
2.4. Protein Immiinoblot Analizi (Western Blotlama)

Hiicreler 1x10° hiicre/ml olacak sekilde 6 kuyulu plaklara (Labselect) 2 ml besiyeri
icerisine ekildi ve se¢ilen dozlarda (15 nM, 50 nM, 150 nM ve 500 nM) inhibitorlerle
muamele edildi. 24 saat sonrasmda tiim 6rnekler ayr1 ayr1 ependorflara alindi. Ornekler,
4°C°de ve 2500 rpm’de santrifiijlenerek siipernatantlar atildi. Uzerlerine 50 pl liziz tamponu
(Takara #635656) eklenerek vortekslenmis ve lizatlar oda 1sisinda 10 dakika bekletilmistir.

4°C’de ve 12.000 rpm’de tekrar santrifiijlenen lizatlarin siipernatantlar1 western blotlama icin
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kullanilmak tizere yeni ependorlara toplanarak -20°C’ye kaldirildi. Protein konsantrasyonlari

BCA protein test kiti (Takara #T9300A) kullanilarak 6l¢iildii.

Esit miktarlarda protein %4-20’lik SDS (sodyum dodesil siilfat)-poliakrilamid jellere
(Biorad Mini-PROTEAN Tetra Cell #1658001) yiiklenerek proteinlerin jelde ayrimi saglandi.
Jelde molekiiler agirliklarina gore ayrilan proteinler PVDF (Poliviniliden floriir) membranlara
(Biorad #1620177) aktarildi. (Transkripsiyonun ilk sinyal doniistiiriiclisii ve aktivatori 3)
primer antikorlar1 ve sekonder tayin reaktifi olarak anti-mause ve anti-rabbit antikorlar1
kullanildi. Proteinler, gelistirilmis kemiliiminesans (ECL) (Biorad Clarity Western ECL
#1705060) reaktifleri ve uygun deteksiyon platformu kullanilarak goriintiilendi.

Protein lizatlarinin jelde yiiriitiilmesinde su adimlar izlenmistir; BCA protein test kiti
ile hesaplanan protein konsantrasyonlari, gerekli SDS/tris/glicine soliisyonu ve distile su ile
birlikte ependorflara eklenildi. Proteinlerin lineer hale gelmesi i¢in ependorf tiipler 1s1
blogunda 95°C’de 10 dakika tutuldu. Ardindan tiip icerisinde buharlasan ve tiip ceperlerine
dagilan karisim dipte toplamak icin 10 saniye santrifiij islemi yapildi. Ornekler yiiklenmeden
once yiiriitme tamponu (running buffer) saf su ile 10X’ten 1X’e seyreltildi. Yiiriitme
tamponunun igerigi; 0,5 molar (M) 13,11gr tris (200 ml saf suda ve ph’s1 6,8’¢ ayarlanmis
olarak hazirlanmis), 0,5 M 0,2 ml pH’s1 6,8 ayarlanarak hazirlanmus tris, 0,4 gr SDS, 1 ml
beta-merkaptoetanol, 2 ml gliserol, 1 ml % 0,1’lik bromofenol mavi ve 13,5 ml saf sudan
olugsmaktadir. Daha Oncesinde hazir olarak temin edilen yiikleme jeli tank igerisine
yerlestirildi. Ardindan western tanki seyreltilen yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Temin
edilen uygun marker (Precision plus protein™ Standards #161-0374) ve hazir halde bulunan
ornekler tank icerisindeki jele belirli sirayla yiiklenildi. 180 voltta 45 dakika yiirtitme islemi
gerceklestirildi.

Yiriitme isleminin ardindan sirasiyla siyah siinger, filtre kagidi, jel, etanolle
aktiflestirilmis PVDF membran, tekrar filtre kagidi ve son olarak kirmizi siinger konularak
sandvi¢ sekli verildi (Siyah negatifi, kirmizi pozitifi temsil eder). Membran etanolle
aktiflestirildikten sonra transfer tamponu ile yikandi. Ayrica sandvi¢ olusturmak icin
kullanilacak diger tiim malzemeler hazirlanmadan once transfer tamponu icinde bekletildi.
Transfer tamponu hazirlamak i¢in; 3 gram (gr) tris, 14,14 gr glisin, 200 mililitre (ml) metanol
ve gerekli miktarda saf su kullanildi. Transfer i¢in kullanilacak tankin i¢i 1X transfer tamponu
ile dolduruldu. Yonlere dikkat edilerek hazirlanan sandvig¢ tanka yerlestirildi. 100 voltta 30
dakika transfer islemi gergeklestirildi.
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Transferden sonra %5°’lik siit tozu (1gr siit tozuna 20 ml TBS (Tris tamponlu tuzlu su)
tween konularak hazirlandi. TBS-tween ise; 10X’lik TBS, saf su ile 1X’e seyreltildi ve
litresine 1 ml olacak sekilde tween20 eklendi. Transfer islemi tamamlanan membran
hazirlanan siit tozu soliisyonu bulunan kapta ve yatay calkalayict platform tizerinde 110
rpm’de 45 dakika olacak bloklandi. Bu islem devam ederken antikorlarimiz (anti-PARP (CST
#46D11), anti-PUMA (CST #D30C10), anti-pS3 (DO-7, CST), anti-p21 (CST #12D1), anti-
aktin (Sigma)ve anti-MDM?2) 6nceden hazirlanan %35’lik siit tozu soliisyonuyla 1/1000 olacak
sekilde gerekli miktarda hazirlandi. Calkalayicidan alinan membran belirlenen yerlerden
kesilerek, once hazirlanan PARP ve PUMA falkonlari icerisine, transfer yapilan kisim falkon
duvarmna gelmeyecek sekilde yerlestirildi. Falkonlar, tiip cevirici cihaza (tube roller)
yerlestirildi ve bir gece boyunca buzdolabi icerisinde (+4°C) inkiibasyona birakildi. Bu
islemin sonrasinda alman membranlar 5’er dakika olacak sekilde 4 kez 1X TBS-tween20 ile
yikandi. Birincil (primer) antikorlardan tavsan koékenli olanlar anti-rabbit ikincil (sekonder)
antikoru, fare kokenli olanlar anti-mouse ikincil antikoru ile %5’lik siit tozu soliisyonunda
1/2000 (1 hacim ikincil antikor, 2000 hacim %35 lik siit tozu) oraninda ikincil antikorla inkiibe
edildi. Bunun i¢in, birincil antikorlama sonrasi yikamasi yapilan membranlar uygun bir kapta
hazirlanan ikincil antikorlarla 60 dakika yatay calkalayicida tutuldu. Bu islem sonunda alinan
membranlar tekrar 5 kez 1X TBS tween ile yikandi. Yikamadan aliman membranlar gerekli
miktarda ve 1:1 oraninda hazirlanan ECL soliisyon karigimi (Biorad Clarity Western ECL
#1705060) ile karanlik bir ortamda birka¢ dakika muamele edilerek fotograflamalar yapildi.
Fotograflama islemi i¢in 2D jel goriintiileme platformu (Syngene G:Box System) kullanildi.
Fotograflamadan sonra membranlar %5’lik siit tozu ile bir saat kadar bloklandi. Ardindan
pS3, MDM2 ve p21 primer antikorlar1 ile aynmi islemler yapilarak tekrar fotograflamalar
yapildi. Sekonder antikorla muamele agamasinda p53 primer antikoru mause oldugu isin, ona
ayr1 olarak 1/2000 olacak sekilde anti- mause sekonder antikoru hazirlandi. %5°lik siit tozu ile
bir saat kadar tekrar bloklanan membranlar son primer antikor olan aktin ile ayni islemler

tekrarlanarak fotograflandi. Sadece p53 antikoru mause olarak kullanildi.
2.5. Akim Sitometrisi

Akim sitometrisi teknigi, hiicrelerin siispansiyon halinde bir akis kanali boyunca tek
tek gegmesi ve bu sirada hiicre biiyiikliigii ve graniilaritelerine gore smiflandirilmasi esasmna
dayanan bir tekniktir. Hiicre yasam dongisiiniin farkli fazlarindaki (G1, S ve G2/M)
hiicrelerin yiizdesel dagilimlar1 belirlenebilmekte veya fraksiyonel DNA igerigi olan apoptotik

hiicrelerin saptanmas1 miimkiin olmaktadir. Apoptoz veya diger adiyla programlanmis hiicre
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Oliimii, hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasimin 6nemli ve aktif bir diizenleyici yoludur. Hiicreler,
disaridan bir etki ile indiiklenen spesifik sinyaller sonucunda karakteristik fizyolojik
degisiklikler gecirirler. Apoptoz sirasinda, normal saglikli hiicrelerde hiicre zarmin i¢ kismina
lokalize olmus fosfatidilserinler (PS) hiicre zarinin disa bakan kismima yonelir. Membran
biitiinligiiniin kayb1 ise apoptozun son asamalarinda gergeklesir. Annexin-V, kalsiyuma
bagimli bir maddedir ve PS'ye yiiksek afiniteye sahiptir. Apoptotik yolun baslarinda PS
molekiilleri, Anneksin-V'in bulundugu hiicre zarmin dis yiizeyine dogru yer degistirir. Muse®
Annexin-V ve 6lii hiicre testi, apoptotik hiicrelerin dig membranidaki PS'yi tespit etmek i¢in
Annexin-V'i kullanir. Olii hiicre belirteci olarak ise hiicre zar1 yapisal biitiinliigiiniin bir
gostergesi olarak 7-aminoaktinomisin D (7-AAD)’yi kullanir. Bu testte dort hiicre
popiilasyonu ayirt edilebilir:

* apoptotik olmayan hiicreler: Annexin V (-) ve 7-AAD (-)

* erken apoptotik hiicreler: Annexin V (+) ve 7-AAD (-)

* ge¢ asama apoptotik ve Olii hiicreler: Annexin V (+) ve 7-AAD (+)
* cogunlukla niikleer enkaz: Annexin V (-) ve 7-AAD (+)

Akim sitometrisi analizinde su yol izlenmistir:

5x10° hiicre/ml, 6 kuyulu plakta kuyu basmna 2 ml tam besiyeri icerisinde ekildi. Ertesi
giin (24 saat sonra) RG7388 eklendi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyonu
takiben hiicreler iki kez +4°C Dulbecco’s fosfat tampon ¢ozeltisi (D-PBS) (Serox #SRX-
0615) ile yikandi. Son olarak 0,5 ml soguk D-PBS icerisinde siispanse edilen hiicreler analiz
edilecegi yere buz igerisinde transfer edildi. Canli hiicre, erken/ge¢ apoptotik hiicre ve hiicre
Olimiiniin kantitatif analizi i¢cin Muse® Annexin-V ve 0li hiicre kiti (Cytek #MCHI100105)
kullanildi. Kitin tavsiye edilen boyama ve analiz protokolii aynen takip edildi ve analizler
Eskisehir Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’'nde yer alan Guava® Muse®

hiicre analiz cihaz ile ger¢eklestirildi. Her bir numune i¢in en az 50.000 hiicre analiz edildi.
2.6. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi ve grafiklerin olusturulmasi i¢in GraphPad Prism
programi kullanildi. Tlgili kisimlarda aksi belirtilmedikge, istatistiksel karsilastirmalar igin
eslenmis veya eslenmemis t-testi kullanildi. Her bir bagimsiz degisken ayni deney seti
icerisinde en az licer kez tekrar edildi. Ayrica tiim deneyler en az ii¢ defa bagimsiz olarak

tekrarland1. Veriler “ortalama + standart hata” veya “ortalama + standart sapma” olarak
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sunuldu. 0.05’ten kiiciik p degerleri %95 giiven diizeyinde istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi (p> 0.05 ise anlaml1 degil; *, p < 0.05; **, p<0.01; *** p <0.001; **** p <0.0001).
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3. BULGULAR

3.1. RG7388, ALL hiicrelerinde doza bagh biiyiime inhibisyonunu indiikledi

Bes farkli ALL hiicre hatti, MDM?2 inhibitorii RG7388'in artan konsantrasyonlarina (0
ila 3000 nM aras1) maruz birakildi. Hiicrelerin goreceli biiylimesini 6lgmek i¢in bir XTT testi
kullanildi. Sekil 3.1, 72 saat boyunca RG7388’in artan dozlarina maruz birakilan ALL hiicre
hatlar1 icin biiyiime inhibisyonunun renge gore degisimini gosteren Ornek bir plate
goriintiisiidiir. Ug ALL hiicre hattinda (A:RS4;11; B:REH; C:MOLT4) her bir 96 kuyucuklu

plakanin kendi i¢inde soldan saga dogru konsantrasyon artigina bagli renk degisimi yani hiicre

canliliginda azalma goriilmektedir.

Sekil 3.1. 96 kuyucuklu tabakalarda RS4;11 (A), REH (B) ve MOLT4 (C) hiicre hatlarmin
ilag konsantrasyonunda artiga bagli hiicre canliliklarindaki diisiisiin goriintiisti. Renk

yogunlugundaki azalma Metabolik aktivitedeki azalmay1 gostermektedir.

Sekil 3.2, 72 saat boyunca RG7388’e maruz birakilan ALL hiicre hatlar1 i¢in biiyiime
inhibisyon egrilerini gostermektedir. Bes ALL hiicre hattindan dordii (Sekil 3.2A-D), diger

hiicre hatti CCRF-CEM’e(Sekil 3.2E) kiyasla MDM2 inhibitdriine karst duyarliyd: (ICso <
346 nM).
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Sekil 3.2. RG7388'in ALL hiicrelerinin ¢ogalmasi lizerinde konsantrasyona bagli etkisi. (A)
Nalm-6, (B) RS4;11, (C) MOLT-4, (D) REH ve (E) CCRF-CEM. Grafikler iizerindeki herbir
cizgi bagimsiz bir tekrar gosterir (1. tekrar: yesil, 2. tekrar: kirmizi ve 3. tekrar: mavi). Hata
barlar1 ortalama + SD'yi gosterir. Yildizlar, DMSO kontroliine kiyasla ilacin her dozda hiicre
Oliimiine ne kadar anlamli baskiladigini gosterir (n=3 bagimsiz tekrar i¢in eslestirilmis t-testi

uygulandi. *, p< 0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; **** p<0,0001.

RG7388, 3 uM'ye kadar olan konsantrasyonlarda dahi 7P53 cift mutant CCRF-CEM
hiicreleri lizerinde anlamli bir etki gostermedi (Sekil 3.2E ve Sekil 3.3). Tablo 3.1, bu
calismada kullanilan tiim ALL hiicre hatlarinda 7P53 gen durumunu ve RG7388 ICso
degerlerini 6zetlemektedir. T7P53 genindeki heterozigot ¢.541C>T mutasyonunu tastyan REH
hiicre hatt1, diger duyarl hiicrelerle karsilastirildiginda nispeten daha yiiksek bir ICso degerine
sahipti (Nalm-6 1Cs50=82+6 nM vs. REH 1C50=289+9) nM; eslestirilmemis t-testi, p=0,0022).
Bu artisa ragmen mutant pS3 REH ilaca duyarlh aralikta kalmaktadir (Zanjirband vd., 2023),

bu da tedaviye hala yanit verdigini gostermektedir.

Tablo 3.1. ALL hiicre soyu paneli i¢cin RG7388'in ortalama ICs¢ konsantrasyonlar1 +
ortalamanin standart hatasi1 (SEM).

Hiicre soyu | Hiicre *TP53 **RG7388
tipi (nM)

Nalm-6 B-ALL YT 82 +

RS4;11 B-ALL YT 47 + 8
Anlamsiz mutasyon

MOLT-4 T-ALL (heterozigot) 52+11
c.916C>T;p.R306*
Yanlis anlamli mutasyon

REH B-ALL (heterozigot) 346 + 38
c.541C>T;p.R181C
Yanlis anlamli
mutasyonlar

g](gjll\{/[F- T-ALL (Heterozigot) >3000
c.524G>A;p.R175H
c.43G>A;p.R248Q

*TP53 gen mutasyon durumlari, IARC TP53 (//p53.iarc.ft/) ve COSMIC
(Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) veri tabanlarindan alinmustir.
**]Cso degerleri, en az 3 bagimsiz tekrarin ortalamasimi ve + ortalamanin
standart hatasin1 (SEM) gostermektedir.
YT:yabani tip nM:nanomolar ALL: akut lenfoblastik 16semi
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Sekil 3.3. Tiim hiicre soylar1 i¢in RG7388'"in 6zet ICso degerleri. TP53 yabani tip (TP53YT) ve
TP53 mutant (TP53MYT) hiicrelere iliskin sonuglar sirastyla mavi ve kirmizi boliimlerde
gosterilmektedir. Her nokta bagimsiz bir tekrar1 gésterir. Cubuklar ortalama + SEM'yi

gosterir.
3.2. RG7388'e yanit olarak yabani tip 7P53 ALL hiicre hatlarinda p53 yolunun
fonksiyonel aktivasyonu

p53 proteininin stabilizasyonunu ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ve apoptozda yer
alan asag1 yondeki hedef genlerin ekspresyonunu degerlendirmek i¢in western blot analizi
kullanildi. RG7388 ile tedavinin ardindan, vahsi tip 7P53 durumuna sahip oldugu bilinen
Nalm-6 ve RS4;11 hiicre hatlarinda p53 proteininin konsantrasyona bagli stabilizasyonu
gbzlemlendi. Bu stabilizasyona, hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda yer alan p53'lin iyi
bilinen bir asag1 akis hedefi olan p21WAM™ protein seviyelerinde bir artis eslik etti (Sekil
3.4.A). RG7388 tedavisi, p53 wvahsi tip hiicrelerde MDM2 protein seviyelerinin
konsantrasyona bagl bir sekilde yukari regiile edilmesiyle sonugland1 (Sekil 3.4.B). Tersine,
TP53-mutant hiicre hattt CCRF-CEM'de RG7388, p53'iin stabilizasyonunu veya MDM2'nin
yukar1 regiilasyonunu indiiklemedi (Sekil 3.4.B). MOLT-4 hiicrelerinde fonksiyonel p53
aktivasyonuna herhangi bir kanit goriilmedi (Sekil 3.4.A). Fonksiyonel olarak, Nalm-6 ve
RS4;11 hiicrelerinde RG7388 ile indiiklenen p53 aktivasyonu, pro-apoptotik protein
PUMA'nin (apoptozun p53 ile yukari regiile edilmis modiilatorii) yukari regiilasyonu ile
kanitlandig1 gibi, apoptotik yolaklarin indiiksiyonu ile iliskilendirilmistir (Sekil 3.4.B). Ek

olarak, mutasyona ragmen REH hiicreleri, p53 aktivasyonu ve p21VAF! yukari regiilasyonu
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sergiledi; bu spesifik mutasyonun hala ilaca yanit vermeye izin verdigini ve klinik dneme

sahip oldugunu gosterebilir (Sekil 3.4.A).

A MOLT-4 REH RS4;11 Nalm-6
RG7388mM) o 50 150 500 0 50 150 500 0 50 150 500 O 50 150 500
g pEES
cPARP
Aktin ey 20
B Nalm-6 RS4;:11 CCRF-CEM

RG7388 [nM] 0 100 1000 0 100 1000 0 100 1000
i
|

S - ww
|
RENA f-. -. e =i
i —— T - - -
Sekil 3.4. ALL hiicrelerinin RG7388 uygulamas1 sonras1t Western blotlama goriintiileri. (A)

MOLT-4, REH, RS4;11 ve Nalm-6 hiicreleri, 24 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda (0,
50, 150 ve 500nM) RG7388 ile muamele edildi. p53 stabilizasyonu ve p21"VAF!

MDM2 |

ekspresyonuna bakildi. Tam boyutlu PARP taki azalma ve cPARP’taki artis apoptozla
iliskilendirilebilir. Aktin yiikleme kontrolii olarak kullanildi. (B) Nalm-6, RS4;11 ve CCRF-
CEM hiicreleri, 24 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda (0, 100 ve 1000nM) RG7388 ile
muamele edildi. p53 stabilizasyonu, PUMA ve MDM?2 ekspresyonuna bakildi. Aktin ytlikleme

kontrolii olarak kullanildi.
3.3. ALL hiicrelerinde RG7388 (Idasonutlin) uygulamasi erken ve gec apoptotik
hiicrelerin oranmim arttird:

ALL hiicrelerinin 24 saat boyunca 1xICso RG7388 ve 3xICso RG7388 ile muamele
edilmesi, apoptotik hiicre sayisinin (erken+ge¢ apoptotik) artigina ve canli hiicre
popiilasyonunun anlamli bir sekide azalmasina neden oldu. Test edilen hiicre hatlarindaki
toplam apoptotik hiicre yiizdesi, RG7388 1xICso’ye kiyasla RG7388 3xICso’de yaklagik iki
katlik bir artig gosterdi (Sekil 3.6). DMSO kontroliine gore apoptotik hiicrelerin (erken+gec)

toplam hiicre poplilasyonlarina oraninda 24 saatlik RG7388 tedavisinin ardindan bir artis
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oldugu goriildii (Sekil 3.6). Annexin V/PI analizi ile 6lgildiigii iizere, ALL hiicrelerinde
gozlemlenen canliliktaki bu azalma ve apoptotik hiicrelerdeki artiy, XTT hiicre canlili1
testinde elde edilen sonuglarla paralel olarak ilerledigi goriilmektedir (Sekil 3.2 ve Sekil3.5).
Tiim bu sonuglar RG7388’in ALL tedavisinde kullanilmasmin ve RG7388’in daha ayrintil1

arastirilmasinin oldukc¢a 6nem arz ettigini gostermektedir.

A RS4;11 B REH C MOLT-4
4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
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0.40 % g 7.60 % rre o 450 %
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0.05 % 10.25 % 0.20 % 8.40 % 17.05 %
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= e E
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Sekil 3.5. RS4;11(A), REH(B) ve MOLT-4(C) hiicrelerinde erken apoptotik ve gec
apoptotik/nekrotik hiicrelerin AnneksinV /PI boyama yoluyla tespiti.

Hiicreler 24 saat boyunca 1xICso RG7388 ve 3xICso RG7388 ile muamele edilmis ve
apoptotik hiicre yiizdeleri Guava® Muse® hiicre analiz cihazi ile analiz edilmistir. 24 saatlik
RG7388 tedavisinden sonra canli hiicrelerin oraninda dnemli bir azalma goézlendi. Canli
hiicrelerin normallestirilmis ytlizdeleri, RG7388 ICso’ye kiyasla RG7388 3xICso yaklagik iki
kat daha fazla artis gosterdi (Sekil 3.6). DMSO kontroliine gore erken ve gec apoptotik hiicre
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oranlar1 24 saatlik RG7388 tedavisinin ardindan anlaml bir sekilde artt1 (Sekil 3.6). Annexin

V/PI boyamanin analizi ile dl¢lildiigli iizere, ALL hiicrelerinde gozlemlenen canliliktaki bu

azalma, XTT hiicre canlilig1 testinde elde edilen sonuglarla giiclii bir pozitif korelasyon

gosterdi.
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Sekil 3.6. RS4;11, REH ve MOLT-4 hiicrelerinde erken apoptotik ve ge¢ apoptotik/nekrotik

hiicrelerin yiizdesel toplaminin ila¢ uygulamasima bagli degisimleri. ALL hiicreleri (A)
RS4;11, (B) REH ve (C) MOLT-4, her bir hiicre soyunun kendisi i¢in karsilik gelen 1xICso
RG7388 veya 3xICso RG7388 ile ayr1 ayr1 24 saat inkiibe edildi. Erken ve gec apoptotik hiicre

yiizdeleri, Annexin-V/PI boyama sonrasinda akim sitometrisi teknigiyle dl¢iildii. Ornekler

arasindaki istatistiksel olarak anlamli farklar, eslestirilmis t-testi (¥*p<0,05) ile analiz edildi.
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4. TARTISMA

Bu tez ¢aligmasi, ikinci nesil bir MDM?2 inhibit6rii ve Nutlin ailesinin bir tiirevi olan
RG7388'in, degisen TP53 gen durumuna sahip ALL hiicrelerini hedeflemedeki etkinligini ve
mekanizmalarini arastirdi. Elde ettigimiz bulgular, RG7388’in MDM?2-p53 interaksiyonunun
yeni nesil bir kii¢iik molekiil inhibitorii olarak ALL tedavisindeki potansiyel katkisina 11k
tutarak p53 yolu aktivasyonu ve apoptotik indiiksiyon iizerindeki genotipe 6zgii etkileri
hakkinda fikir verdi. Hiicre proliferasyonu ve canlilik analizi, ALL hiicre hatlar1 arasinda
RG7388'e karsi1 farkl hassasiyet profilleri ortaya ¢ikardi. Calismada ALL hiicre modeli olarak
tercih edilen bes hiicre hattindan dordii, RG7388’¢ karsi nanomolar seviyelerinde 1Cso
degerleriyle yiiksek hassasiyet sergiledi. Bu da bize MDM2 inhibisyonuna yanit olarak gii¢lii
biiylime inhibisyonunu isaret etmektedir. Buna karsilik, 7P53 geninde iki farkli nokta
mutasyon iceren CCRF-CEM hiicre hatt1 diren¢ sergileyerek (ICs0>3 pM) RG7388

uygulamasinin gen durumuna bagli 6zgiinliiglinii ortaya koymaktadir.

MOLT-4 hiicreleri, TP53 geninde erken durdurma kodonuna (p.R306*) neden olan bir
mutasyona sahiptir. Bu, p53 proteinini keser ve muhtemelen proteinin fonksiyon kaybina yol
acar. Mutasyon, p53'iin niikleer lokalizasyon bolgesinde (Harms vd., 2006), 6zellikle ekzon
8'de yer almaktadir. Bu hiicrelere ait western blot sonuglarina gére fonksiyonel p53'e dair
hicbir kanit tespit edilemedi (Sekil 3.4A). Bununla birlikte, bu hiicrelerde MDM?2
baskilamasina kars1 hassas yanit, RG7388'in, p53'ten bagimsiz alternatif yollar yoluyla hiicre
biiylimesini baskiladigini géstermektedir. MDM2 en 1yi p53'iin birincil negatif diizenleyicisi
olarak bilinmesine ragmen, artan sayida kanit MDM2'nin p53 aktivasyonunu modiile
etmedeki roliinden bagimsiz bir dizi fonksiyona sahip oldugunu gostermektedir (Bohlman

vd., 2014; Thomasova vd., 2012).

REH hiicre ¢izgisi, ekson 5 tarafindan kodlanan DNA baglama alaninda (DNA
binding domain veya kisaca DBD) bulunan p53 proteini i¢indeki 181. pozisyonda arjinin-
sistein ikamesi ile sonuclanan bir 7P53 mutasyonunu barindirir. Bu mutasyona ragmen REH
hiicreleri, TP53 yabani tip hiicre hatlariyla karsilastirildiginda biraz daha yiiksek bir ICso'ye
sahip olsa da MDM2 inhibitorii RG7388'e kars1 duyarlilik sergiledi (Sekil 3.3). Western blot
analizi, RG7388'in p53'i stabilize ettigini ve REH hiicrelerinde transkripsiyonel hedefi
p21WAfl'in  ekspresyonunu arttirdigini ortaya koydu (Sekil 3.4A). Bu da bize, TP53
mutasyonunun varhigmma ragmen test edilen inhibitore spesifik bir tepki verildigini
gostermektedir. Diger bir ifadeyle, REH hiicrelerinde mutasyona ugramis p53'iin bile RG7388
tarafindan hedeflenebilecek fonksiyonel aktivitesini korumaktadir (Sabapathy vd., 2018).
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CCRF-CEM hiicreleri, TP53'te iki yanlis anlamli mutasyon taswr. c.524G>A
mutasyonu, 175. pozisyondaki (ekzon 5) arjinin yerine histidin koyar ve c¢.743G>A
mutasyonu, 248. pozisyondaki (ekson 7) arjinini glutamin ile degistirir. Her iki mutasyon da
sicak nokta mutasyonlaridir ve p53'iin DBD'sinde bulunur (Sabapathy vd., 2018). Bu alandaki
mutasyonlar, pS3'in spesifik DNA dizilerine baglanma yetenegini bozabilir ve dolayisiyla
onun transkripsiyonel aktivitesini etkileyebilir (Sabapathy vd., 2018). Sonug¢larimiz CCRF-
CEM hiicrelerinin RG7388'e kars1 oldukca direngli oldugunu gosterdi (Sekil 3.2E). Yakin
zamanda yayilanan bir ¢aligmayla tutarl olarak bu mutasyonlar muhtemelen DNA baglama
kapasitesinin kayb1 veya diger diizenleyicilerle etkilesimin bozulmas: yoluyla p53
fonksiyonunu ciddi sekilde bozmaktadir (Zanjirband vd., 2023). Ozetle, bu hiicre hatlarinda
RG7388'e duyarhilik veya direng, 6zellikle bu mutasyonlarin p53 proteininin DNA baglanma
alan1 i¢indeki konumu g6z Oniine alindiginda, barmndwdiklar1 7P53 mutasyonlarinin
fonksiyonel sonuclariyla iliskilidir (Kato vd., 2003). Bu ¢alismada kullanilan hiicre modelleri
gdz Oniine alindiginda, p.R306* gibi erken durdurma kodonu mutasyonu p53’iin
fonksiyonelligini bir miktar koruyabilirken p.R175H ve p.R248Q gibi yanlhs anlamli

mutasyonlar, p53 fonksiyonunun bozulmasi nedeniyle ciddi ila¢ direncine yol agabilir.

RG7388, MDM2-p53 etkilesimini bozarak hem 7P53 yabani tipte (Nalm-6 ve
RS4;11) hem de mutant (REH) ALL hiicrelerinde p53 stabilizasyonuna ve aktivasyonuna yol
act1 (Sekil 3.4A). Bu aktivasyon, hiicre dongiisii ilerlemesini diizenleyen p21VAf! (Engeland,
2022) transkripsiyonunu indiikledi (Sekil 3.4A). RG7388 ayni zamanda oto diizenleyici bir
geri besleme dongiisii nedeniyle TP53 vahsi tip hiicrelerde (Sekil 3.4B) MDM2 seviyelerini
konsantrasyona bagli bir sekilde yukari regiile etti (D. Wu vd., 2018). PUMA'nin indiiksiyonu
ve PARP-1'in kaspazlar tarafindan kesilerek cPARP’a doniismesi, RG7388'in TP53 vahsi tip
ALL hiicrelerinde p53 aracilt mekanizmalar yoluyla apoptotik hiicre 6limiinii indiikleme
yetenegini desteklemektedir. MOLT-4 hiicreleri ise fonksiyonel p53 aktivasyonu sergilemedi
(Sekil 3.4A), bu da potansiyel diger diizenleyici mekanizmalarin veya translasyon sonrasi
modifikasyonlarm p53 islevselligini farkli sekilde etkileyebilecegini gostermektedir. ilgingtir
ki, MOLT-4 hiicreleri, Kanser Sanger Veri Tabani tarafindan belirtildigi iizere, SF3BI
geninde yanlis anlamli mutasyonlar barindirir. Bu, bu hiicrelerde p53 yolunu potansiyel olarak
etkileyen protein varyantlarmmin (hatali alternatif splaysing varyantlar)) varligmi
diistindiirmektedir (Aptullahoglu vd., 2023). Bu, bu hiicre hattinin ilaca duyarliliina ragmen
western blot analizlerinde fonksiyonel p53 kanitlarmin bulunmamasini kismen agiklayabilir.

Bu alanda daha fazla arastirma yapilmasi oldukca degerli olabilir.
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Yapilan ¢aligmada western blot analizlerinde kaspaz aktivitesindeki artis sonucunda,
cPARP’larda artis oldugu diisiiniilmekte ve hiicrelerin AnneksinV /PI boyama yoluyla tespiti
sonucunda, apoptozda artiy oldugu goriilmektedir. Bu iki sonu¢ apoptoza tesviki
gostermektedir. Ayrica birbirini ve kullandigimiz inhibitorli destekler niteliktedir.
Inhibitoriimiiziin vahsi tip ve mutasyona sahip kanser hiicre hatlarmi apoptoza tesvik ettigi
p53 stabilizasyonunu sagladigi goriilmektedir. Bu sonuca bagli olarak inhibitoériimiiziin
spesifik olarak ¢alistig1 ve klinik olarak degere sahip oldugu sdylenebilinir. Proapoptotik bir
protein olan PUMAdaki yukari regiilasyonuna bagli olarak, MDM2 nin p53 proteinini aktive
ederek p53’e bagl proapoptotik proteinleri etkiliyor olabilecegi diisliniilmektedir. p53’iin
asag1 akis hedefi olan ve kanserli hiicrelerin hiicre dongiisiinii durmaya tesvik eden
p21VAFin  RG7388 ile muamelesinden sonra, doza bagl olarak artis gosterdigi
goriilmektedir. Buda bize ilacimizin kullanimiyla birlikte kanserli hiicrelerin hiicre

dongiisiiniin durdurulmasi yoluyla da tedavi saglandigini gostermektedir.

Bulgularimiz, idasanutlin'in vahsi tip 7TP53'li ¢esitli kanser tiirlerinde etkinligini
gosteren onceki calismalarla tutarli olup, bunun hedefe yonelik bir tedavi olarak potansiyelini
vurgulamaktadir. Idasanutlin'in TP53 vahsi tip ALL hiicreleri i¢in 6zgiilliigii, pediatrik ALL
popiilasyonlar1 gibi TP53 mutasyonlarinin nadir oldugu ortamlarda potansiyel klinik faydasimi
ortaya koymaktadir (Holmfeldt vd., 2013; Zanjirband vd., 2023). Bu ¢alisma, p53'ii yeniden
aktive etme ve kanser hiicrelerinde apoptozu tetikleme stratejisi olarak MDM?2 inhibisyonunu
destekleyen giderek artan kanitlara katkida bulunmaktadir. Bu yaklagim 6zellikle apoptozdan
kacisin standart tedavilere karsi direncin yaygm bir mekanizmasi oldugu hematolojik

malignitelerde gecerlidir (Qian vd., 2022; Testa vd., 2007).

Gelecekteki klinik aragtirmalar, idasanutlin'in TP53 vahsi tip durumu dogrulanmis
hasta popiilasyonlarindan elde edilecek primer orneklerdeki etkinlik ve giivenlik profillerinin
dogrulanmasma odaklanmalidir. Biyobelirte¢ calismalari, idasanutlin yanitinin 6ngoriicii
belirteclerini belirlemek ve potansiyel olarak kisisellestirilmis tedavi stratejilerini miimkiin
kilmak i¢in c¢ok Onemlidir. Genomik ve molekiiler profil olusturma tekniklerinin
entegrasyonu, idasanutlin tedavisinden en ¢ok fayda gormesi muhtemel hastalarin
belirlenmesini kolaylastirabilir. Ayrica, idasanutlin'i standart kemoterapdtik ajanlarla veya
yeni hedefe yonelik tedavilerle birlestiren kombinasyon tedavileri (Aptullahoglu vd., 2023;
Chamberlain vd., 2021), tedavi sonuglarini gelistirmek ve diren¢ mekanizmalarini hafifletmek

icin yeni tedavi stratejileri sunabilir. Sinerjistik etkileri aragtrmak ve toksisiteyi en aza
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indirirken terapdtik etkinligi en iist diizeye ¢ikaran dozlama rejimlerini optimize etmek icin

klinik dncesi modeller kullanilmalidir.

Bu c¢alisma, RG7388'in farkli 7P53 durumlarma sahip ALL hiicreleri hedefleme
potansiyelini  vurgulamistir. Caligmanm sinirlamalar1  arasinda  klinik  dogrulamanin
bulunmamasi1 yer almaktadir. Bununla birlikte, ¢alismanin gii¢lii yonleri, genotipe 0zgii
tepkilerin kapsamli bir sekilde degerlendirilmesinde ve RG7388'in etkinligini ve
mekanizmasini degerlendirmek i¢in ¢esitli analizlerden yararlanan kapsamli yaklasiminda
acikca gorilmektedir. Bu bulgular, RG7388'in hedefe yonelik tedavi potansiyelini
desteklemekte, gelecekteki daha ileri klinik Oncesi ve klinik arastirmalar i¢in bir temel
olusturmaktadir. Calismanin temel giiclii yoOnleri arasinda RG7388'in  farklh TP53
mutasyonlar1 iizerindeki etkilerinin ayrintili analizi yer almaktadir. REH hiicreleri bir mutant
pS3 barmndirsa da RG7388'in neden oldugu biiylime inhibisyonuna karsi yanit verdiler.
Calismamiz, kanser hiicrelerinde p53 fonksiyonunu yeniden saglama ve apoptozu tesvik etme
stratejisi olarak MDM2 inhibisyonunu destekleyen artan kanitlara katkida bulunmaktadir.
Gelecekteki arastirmalar, idasanutlin yanit1 i¢in dngoriicii biyobelirteclerin belirlenmesine ve
ALL ve diger TP53 wvahsi tip kanserlerde sonuglar1 iyilestirmek i¢in kombinasyon
tedavilerinin optimize edilmesine odaklanmalidir. Sonug olarak, idasanutlin, 7P53 vahsi tip
ALL'ye karst yeni bir terapotik ajan olarak umut vaat etmekte ve klinik ortamlarda

arastirmaya devam edilmesini 6nermektedir.

pS3-MDM2 etkilesimleri, kanser tedavisini iyilestirme amaciyla biiyilk bir odak
noktasi olusturur. MDM?2, p53 aktivitesini translasyon sonrasi diizeyde diizenler (Lai vd.,
2001). Bu da, MDM2-p53 etkilesiminin inhibisyonunun, p53 aracili yanitlari tetikleyebilecegi
anlamina gelir. Bu etkilesimi dogrudan hedeflemek veya hiicredeki islevsel pS3 seviyelerini
artrmak ya da MDM2 seviyelerini azaltmak, kanser tedavisinde etkili stratejiler sunabilir.
Ancak, p53-MDM2 etkilesiminin yalnizca bu iki proteinin birbirine baglanmasindan ibaret
oldugu goriisii, konuya dar bir perspektiften bakmak anlamina gelir. pS3 tabanli kanser
tedavisinin temel amaci, islevsel p53 seviyelerini artirmak ve/veya p53’lin daha fazla
bozulmasini engellemek i¢cin MDM2 seviyelerini inhibe etmektir. Bununla birlikte, ARF
(pl4/p19) gibi endojen sinyal bilesenlerini taklit eden bilesikler, MDM2'yi p53 ile
etkilesiminden engelleyerek, veya MDM2’nin ubiquitinleme yeteneklerini bozarak p53’iin
islevini yeniden kazandwan ilging yaklasimlar sunar. Benzer sekilde, ubiquitin ligaz
modiilatorleri de benzer sekilde p53'in bozulmasmni engelleyebilir. NFATI1 gibi
transkripsiyon faktorlerinin MDM2 transkripsiyonunu yukar1 diizenledigi bilindiginden, bu
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transkripsiyon faktdrlerinin inhibisyonu, MDM2’yi inhibe etmek ve p53 seviyelerini artirmak
icin baska bir strateji saglayabilir. Ancak, bu tiir bir yaklasimin olas1 dezavantaji,
transkripsiyon faktorlerinin genis bir diizenleyici protein yelpazesi iizerinde etkili olmasi
nedeniyle diger sinyal yollarinda istenmeyen etkilere yol acabilmesidir. Ayrica, MDM?2 ve
MDMX arasindaki etkilesim de onemli bir aragtirma alanidir. MDM2 ve MDMX’in timor
olusumunda hem oOrtiisen hem de Ortiismeyen rolleri oldugu ve sadece MDM2-p53
etkilesiminin inaktivasyonu ile MDMX’in p53 iizerindeki onkojenik inhibe edici etkilerinin

engellenemeyecegi goriilmiistiir (Pazgier vd., 2009; Wade vd., 2013).

MDM2-p53 etkilesimini bozan kii¢iik molekiillii inhibitorler, kanser tedavisinde cazip
bir strateji olsa da, bu konseptin tedavi agisindan ne kadar uygulanabilir oldugu hala
belirsizdir. Nutlin serisi bilesiklerden biri olan RG7112 {izerinde yapilan klinik ¢aligmalar,
doz artisma karsi iyl bir tolerans gostermis olsa da, MDM2 inhibitorlerine uzun siireli
maruziyetin toksik etkileri heniiz belirlenmemistir. Ayrica, MDM2-p53 etkilesiminin
inhibitorleri, p53 aktivasyonuna karsi edinilmis diren¢ riski de tasir. Vahsi tip p53'iin
ekspresyonu, MDM2 inhibitorlerinin kanser karsiti etkileri i¢in kritik oldugundan, kanser
hiicrelerinde p53 mutant klonlarinin veya edinilmis p53 mutasyonlarinin bu tedavilere direng
gelistirebilecegi bir sorun teskil etmektedir. Bircok kiiciik molekiil inhibitorii klinik
calismalara girmis olsa da, nihai kavram kanit1 heniiz saglanamamistir. Ancak, ozellikle
nutlinler, klinik Oncesi ¢alismalarda oldukg¢a etkili olduklarim1 kanitlamis ve MDM?2
inhibisyonu disinda kanser biliylimesini engelleme potansiyeli gostermistir. Ayrica bu
calismada ve halen yapilan ¢alismalarda gorildiigi lizere RG7388 diisiik toksisitesi, diigiik
ICso degerleri, vahsi ve mutant kanser hiicre hatlar1 iizerindeki inhibe edici 6zelligi ile dikkat
cekmektedir. Buda, bu inhibitor iizerinde yapilacak ¢alismalarm umut verici sonuglar

verebilcegini gostermektedir.

MDM2-p53 etkilesimi ilizerine devam eden biiyiik bir arastirma ¢abasi mevcuttur ve
tibbi kimyagerler, bu etkilesimi hedeflemek i¢in yeni sentetik bilesikler gelistirmektedirler.
Ancak, p53 ve MDM2’nin yani sira, bu protein-protein etkilesimini ¢oklu diizenleyici
seviyelere tabi tutan giicli "destekleyici oyuncular"in varligimi unutmamak gerekir. Bu
etkilesimlerin her birinin roliinii netlestirmek ve basarili bir sekilde hedeflenebilecegi
kosullar1 belirlemek i¢in daha fazla arastirma gereklidir (Zhuang vd., 2012). Kombine tedavi
alternatiflerinin ve yiiksek verimli arastirma tekniklerinin kullanimi, MDM2 ve

diizenleyicilerinin biyokimyas1 ve molekiiler biyolojisi hakkindaki derinlemesine anlayisla
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birlestiginde, umariz ki yeni ve daha etkili tedavilerin gelistirilmesi her gecen giin daha da

artacak ve daha genis hasta gruplari bu farkli tedavilerden faydalanabilecektir.
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