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SMAC MIMETIKLERININ NOROBLASTOM HUCRELERI UZERINDE
APOPTOTIK VE NEKROPITOTIiK OLUM MEKANiIiZMALARINA ETKIiSi

Doktora Tezi

Burcin BARAN

DOKUZ EYLUL UNIiVERSITESI, SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Onkoloji Anabilim Dal

OZET

SMAC proteinleri, hiicre igerisindeki inhibitdr apoptoz proteinlerine baglanir
ve onlar1 ubikutinleyerek pargalanmasini saglar veya direkt onlar1 bloklarlar. Bu
sayede hiicre 6liim yanitinin baslatilmasina katkida bulunurlar. SMAC mimetikleri,
SMAC proteinlerinin 3 boyutlu yapisin1 taklit ederek gelistirilen kimyasal ajanlardir.
Bir¢ok farkli hematolojik veya solid kanser hiicre hatlarinda SMAC mimetiklerinin
hiicre olimiinii ve kemoterapi etkinligini arttirdigi gosterilmistir. Noroblastom
cocukluk caginin en sik goriilen solid tiimoriidiir. Hastalarin sag kalim oranlari
farklilik gostermekle birlikte 6zellikle yiiksek risk grubu hastalarin sag kalimlar1 halen
yiizde ellinin altindadir. Yiiksek riskli hastalar i¢in daha iyi tedavilerin gelistirilmesine
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yapilan c¢alismada SMAC mimetik cesitlerinden biri olan LCL-161'in
noroblastom tedavisinde aday ajan olup olamayacaginin arastirilmasi amaglanmaistir.
Calismada farkli prognostik fenotipleri yansitan iki insan noroblastom hiicre hatti
kullanilmistir: MYCN- pozitif KELLY ve MYCN-negatif SH-SY5Y. LCL-161'in
mono veya kombine ajan olarak Etoposid ve Cisplatin ilaglari ile hiicre canliligi ve
apoptotik hiicre 0liimii iizerindeki etkisi incelenmistir. KELLY hiicrelerinin LCL-
161'e ve uygulanan kemoterapi ajanlarina SH-SYSY hiicrelerine gore daha duyarh
oldugu saptanmistir. Kombine kullanimda LCL-161, bu hiicre hatlarinda Cisplatin
etkinligini arttirirken Etoposid etkinligini arttiramamastir.

Calismanin devaminda, mono olarak LCL-161 uygulamasinin total gen
ekspresyonu degisimleri {izerindeki etkisi RNA sekanslama yontemiyle, apoptotik,
anti-apoptotik ve nekroptotik gen ekspresyonlart iizerindeki etkisi es-zamanl
kantitatif PCR yontemleriyle incelenmistir. RNA sekanslama sonuglarinda, LCL-161
uygulamasinin hiicrelerde endoplazmik retikulum stresi (ER) ile iligkili genlerin
ekspresyonunda 6nemli bir artisa yol agtig1r gosterilmistir. ER-stres iligkili genlerin
ekspresyonundaki artig PCR caligsmalar ile de dogrulanmistir. Bunun haricinde LCL-
161 uygulamasina bagl olarak bazi apoptotik genlerde artis, bazi anti-apoptotik genler
de azalis saptanirken, nekroptotik genler de ise herhangi bir degisim izlenmemistir.
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Sonug olarak, yapilan tez ¢galismamizda ilk defa hiicrelerde LCL-161 yanitinda
ER-stres aracilikli yolaklarin da yer aldigini ve bunun LCL-161 tarafindan indiiklenen
apoptotik yanitin regiilasyonunda énemli bir rol iistlenebilecegini ortaya koyduk.

Anahtar kelimeler: Noroblastom, SMAC mimetik, hiicre oliimii, apoptoz,
endoplazmik retikulum stres, nekroptoz

Tez sayfa adedi:111

Damisman: Prof. Dr. Nur Olgun
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THE EFFECT OF SMAC MIMETICS ON APOPTOTIC AND
NECROPTOTIC CELL DEATH MECHANISMS ON NEUROBLASTOMA
CELLS

Doctorate Thesis
Burcin BARAN

DOKUZ EYLUL UNIVERSITY, HEALTH SCIENCE INSTITUTE

Department of Basic Oncology
ABSTRACT

SMAC proteins bind to inhibitory apoptosis proteins within the cell and
ubiquitinate them, causing their degradation or directly blocking them. In this way,
they contribute to initiating the cell death response. SMAC mimetics are chemical
agents developed by mimicking the 3D structure of SMAC proteins. SMAC mimetics
have increased cell death and chemotherapy efficacy in many hematological or solid
cancer cell lines. Neuroblastoma is the most common solid tumor of childhood.
Although the survival rates of patients vary, the survival of especially high-risk group
patients is still below fifty percent. There is a need to develop better treatments for
high-risk patients.

The study aimed to investigate whether LCL-161, one of the SMAC mimetic
varieties, could be a candidate agent in the treatment of neuroblastoma. The study used
two human neuroblastoma cell lines reflecting different prognostic phenotypes:
MY CN-positive KELLY and MYCN-negative SH-SYS5Y. The effect of LCL-161 as a
mono agent or as a combined agent with the drugs Etoposide and Cisplatin on cell
viability and apoptotic cell death was examined. It was determined that KELLY cells
were more sensitive to LCL-161 and applied chemotherapy agents than SH-SY5Y
cells. In combined use, LCL-161 increased the effectiveness of Cisplatin in these cell
lines but failed to increase the effectiveness of Etoposide.

In the continuation of the study, the effect of mono LCL-161 application on
total gene expression changes was examined by RNA sequencing method, and its
effect on apoptotic, anti-apoptotic, and necroptotic gene expressions was examined by
real-time quantitative PCR method. RNA sequencing results showed that LCL-161
treatment led to a significant increase in the expression of endoplasmic reticulum stress
(ER)-related genes in cells. PCR studies also confirmed the increase in the expression
of ER-stress-related genes. Furthermore, an increase in some apoptotic genes and a
decrease in some anti-apoptotic genes were detected due to LCL-161 treatment, while
no change was observed in necroptotic genes.
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In conclusion, in our thesis study, we revealed for the first time that ER-stress-
mediated pathways are involved in the LCL-161 response in cells and that this may
play an essential role in the regulation of the apoptotic response induced by LCL-161.

Keywords: Neuroblastoma, SMAC mimetic, cell death, apoptosis, endoplasmic
reticulum stress

Pages: 111

Advisor: Prof. Dr. Nur Olgun



1. GIRIS VE AMAC
1.1 Problemin Tanimi ve Onemi

Noroblastom (NB), erken cocukluk doneminde adrenal medulla ve paravertebral
sempatik gangliyonlarin normal gelisimini etkileyen embriyonel bir tiimordiir (1). NB
cocuklarda en sik goriilen solid tiimordiir ve cocukluk c¢agi kanserine bagli Sliimlerin
~%15'inden sorumludur (2). Hastaligin klinigi heterojen bir davranis sergilemektedir. 1 yas alt1
bebeklerde spontane gerileme gozlenirken 1 yas iizerinde ise metastatik hastalik riski cok daha
yiiksektir (3). Hastaligin seyri bazi klinik patolojik faktorlere gore ongoriilebilmektedir ve bu
faktorlere gore hastalar risk gruplarina ayrilmakta ve buna gore tedavi edilmektedirler (4). Bu
simiflandirmaya gore diisiik ve orta risk hasta grubu i¢in 5 yillik sag kalim oranlar1 %90’lar
civarinda iken yiiksek risk grubundaki hastalarda ise 5 yillik sag kalim oranlar1 %40-50
civarinda seyretmektedir (5; 6). Yiiksek risk hasta grubunda agresif timor davranisi ve relaps
gozlenmesinin yani sira yiikksek doz kemoterapi kullanimina bagli gelisen toksisite ve ko-
morbidite ve mortalite de yiiksektir (7). Halen yliksek risk grubunda hastalarin sag kalimini

arttirabilecek yeni tedavi yontemlerine ihtiya¢ vardir.

Inhibitdr apoptoz proteinleri (IAP), hiicre 8liim yolaklarin1 bloke eden proteinlerdir (8).
Sekonder Mitokondriyel Aktivator Kaspaz (SMAC) proteinleri mitokondriyel membran
igerisinde bulunan bir proteindir. SMAC’lar, IAP’leri parcalayarak ve ya inhibe ederek hiicrede
pro-apoptotik ve ya pro-nekroptotik yaniti baslatirlar (9). SMAC mimetikleri, SMAC
proteinlerinin yapisi ¢ekirdek kisminda bulunan Ala-Val-Pro-Ile (AVPI) motif kismin1 taklit
edilerek gelistirilmis ajanlardir. SMAC mimetiklerinin, farkli firmalar tarafindan gelistirilmis
farkli gesitleri vardir. Icerdikleri AVPI domainlerine gdre monovalent (tek AVPI domain
icermektedir) veya bivalent (¢ift AVPI domain igermektedir) olarak iki kategoride yer alirlar
(10). LCL-161, Novartis firmasi tarafindan gelistirilmis monovalent tipte bir SMAC mimetiktir.
Hiicre icerisinde [AP-1, IAP-2 ve XIAP ye baglandig1 gosterilmistir. LCL-161’1n farkli hiicre
hatlarinda hiicre oliimiinii tetikledigi gosterilmistir. Pediatrik Pre-klinik Testing Program
(PPTP) kapsaminda LCL-161’in etkinligi 23 farkli pediatrik hiicre hattinda ve fare
modellerinde denenmistir. Farkli hiicre hatlarinda LCL-161"in etkinliginin farkli diizeylerde
oldugu saptanmistir (11). Najem S ve ark. Tarafindan yapilan bir bagka calismada ise SMAC
mimetik ve kemoterapi tek basina/ kombine etkinligi farkli noroblastom hiicre hatlar1 tizerinde

denenmistir. 50uM LCL-161 dozunun ¢alismada kullanilan SK-N-SH, KELLY, SK-N-AS gibi



hiicre hatlarmin %50’sinde apoptoza yol agtig1 gézlenmistir (LD50). Devaminda 10uM LCL-
161 ile Vinka alkaloidi (Vinblastin, Vinkristin, Vindesin), Antrasiklin (Doksorubicin,
Daunorubisin, Idarubisin), DNA topoizomeraz inhibitorleri (Etoposid, SN-38, Topotecan)
kullaniminin hiicre 6liimii tizerindeki etkinligi 6l¢iilmiistiir. LCL-161"in Vinka alkaloidlerinin
etkinligini arttirdigi gézlenmistir. Farkl ilaglarla kombine etkinliklerdeki degisimlerin nedeni

tam olarak bilinmemektedir (12).

Biz de bu calismamizda LCL-161’in anti-kanser ajani olarak etkinligini daha detayl
arastirmak amacladik. Bu amacgla hem LCL-161’in tek basima (mono terapi olarak) hem de
kemoterapi ilaglar1 Etoposid ve Cisplatin ile kombine uygulamasinin hiicrelerde sag kalimu,
apoptotik ve nekrotik 6limii nasil etkiledigi calisildi. Hem de LCL-161 uygulamasinin
hiicrelerde total gen ekspresyon degisimleri ve apoptotik, anti-apoptotik, nekroptotik gen

ekspresyonlar lizerindeki etkisi arastirildi.
1.2. Arastirmanin Amaci

SMAC mimetik ¢esitlerinden biri olan, monovalent tipte LCL-161’in hem tek basina hem
de NB tedavisinde siklikla kullanilan kemoterapi ilaglar1 Cisplatin veya Etoposid ilaglar ile

kombine etkinliginin NB hiicre hatlar1 izerinde incelenmesi amaglanmustir.

Tez ¢alismada iki farkli prognostik grubu yansitan insan hiicre hatlari: kotli prognozu
yansitan MYCN pozitif KELLY ve iyi prognozu yansitan MYCN negatif SH-SYS5Y
ndroblastom hiicre hatlar1 kullanilmistir. Bu sayede LCL-161 etkinliginin, farkli klinik 6zellik

gosteren NB hatlarinda caligilmasi amaglanmastir.

Ik etapta, LCL-161"in tek basina (mono ajan) ve Cisplatin veya Etoposid ilaclariyla
kombine kullaniminin hiicre canlilig1 tizerinde etkisinin degerlendirilmesi amaglanmigtir. Bu
amagla farkli doz ve siirelerde (24h ve 48h) LCL-161 uygulamasi, LCL-161 ve kemoterapi
kombine uygulamasinin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi 6l¢iilmiistiir. Devaminda AnnexinV/P1
boyamasi yapilarak ila¢ uygulamalarina bagli tetiklenen apoptotik ve nekrotik 6liim oranlarinin

incelenmesi amaglanmustir.

Ikinci etapta ise LCL-161’in etkinliginin daha molekiiler diizeyde incelenmesi
amaclanmistir. RNA sekanslama ile total gen ekspresyonu iizerindeki etkisi incelenmis ve
LCL-161 uygulamasina bagli olarak en ¢ok diferansiyel eksprese olan genler ve bunlarin alakali
olduklar1 yolaklar belirlenmistir. Bunun devaminda yine es zamanl kantitatif PCR yontemiyle

pro-apoptotik, anti-apoptotik ve nekroptotik gen ekspresyonlari incelenmistir.



1.3. Arastirmanin Soru ve Hipotezleri

Yapilan arastirmamizda SMAC mimetik ¢esitlerinden biri olan LCL-161’in hem tek bagina
hem de kemoterapi ilaglar1 Cisplatin ve Etoposid ile kombine olarak insan noroblastom hiicre
hatlarinda etkinliginin incelenmesi amaglanmaktadir.

e LCL-161’in tek basina ve Cisplatin veya Etoposid kemoterapi ajanlar1 ile kombine
olarak uygulandiginda SH-SYS5Y ve KELLY hiicre canliligina etkisi nedir? Uygulanan
kemoterapi ilaglarmin etkinligini arttiric1 yonde bir etkisi var midir?

e LCL-161’in tek basina ve Cisplatin ve Etoposid kemoterapi ajanlari ile
SH-SYSY ve KELLY hiicre hatlarinda apoptotik ve nekroptotik 6liime etkisi nedir?

e LCL-161"in tek bagina total gen ekspresyonu lizerindeki etkisi ve en ¢ok diferansiyel
eksprese olan genler ve bu genlerin alakali olduklar hiicre sinyal yolaklari nelerdir?

e LCL-161in tek basina ve Cisplatin ve Etoposid ile SH-SYS5Y ve KELLY hiicre
hatlarinda apoptotik (pro-apoptotik ve anti-apoptotik) ve nekroptotik gen ekspresyonlari

uzerindeki etkisi nedir?



2. GENEL BILGILER
2.1 Noroblastom
2.1.1 Noroblastom Etiyolojisi

Noroblastom (NB) cocukluk ¢agimin en sik goriilen ekstra-kraniyal solid tiimortidiir.
Hastalik ilk olarak 1910 yilinda James Homer Wright tarafindan tanimlanmistir. NB
hastalarinin %90’1n1 bes yas alti gocuklar olugturmaktadir (13;14). NB goriilme siklig1 agisinda
tiim ¢ocukluk kanserleri arasinda %6-%10’luk bir dilimde olsa da ¢ocukluk kanserleri arasinda

kansere bagli 6liimlerin %12-15’1ni olusturmaktadir (15; 16).

NB gelismekte olan sempatik sinir sistemindeki ndral krest hiicrelerinde koken
almaktadir (17). Primer tiimor, sempatik sinir sisteminin bulundugu herhangi bir yerde
olusabilmektedir. 1990-2002 yillar1 arasinda yapilan uluslararasi NB hasta kohort ¢alismasinda
gore; primer timor en ¢ok adrenal bolge (% 47) olarak sirasiyla abdomen/retroperitonel (% 24),
trokal bolge (%15), daha az siklikla boyun (% 3), pelvik (% 3) ve farkli bolgelerde (% 8)
gozlenmistir (18). Yine ayni ¢alismada adrenal bolgede olusan tlimorlerin daha kétii prognozla
iliskili olduklar1 saptanmustir (18). Evre 4 ve 4S olan hastalarda metastatik bolgeler
incelendiginde tlimoriin en ¢ok metastaz yaptigi kisimlar, kemik iligi (%70,5), daha sonra
kemik (%55,7), lenf nodu (%30,9), karaciger (%29,6), intrakraniyal ve orbital bolgeler (%
18,2), akciger (% 3,3) ve merkezi sinir sistemi (% 0,6) olarak saptanmistir (19). Metastatik
bolge tek basma hastaligin prognozunu belirlemek agisindan yeterli degildir ancak diger

faktorlerle de birlikte degerlendirildiginde hastalarda sag kalimi diisiirmektedir (19).

NB, klinik olarak heterojen 6zellige sahip bir tiimordiir. 18 aydan kiigiik infantlarda
spontane gerileme, gangliondroblastom, gangliondroma gibi benin tiimorlere farklilasma
gosterebilirken, daha biiylik cocuklarda (>18 ay) ise metastaz ve uygulanan yogun kemoterapi

rejimlerine direngli bir hastalik gézlenebilmektedir (20).

NB tedavisinde, diinyada ve iilkemizde de International Neuroblastoma Pathology
Classification (INPC) siniflandirmasina gore risk gruplari olusturulmakta ve bu risk gruplarina
gore tedavi rejimleri belirlenmektedir. Bu risk gruplar belirlenirken hastanin yasi, tliimoriin
histolojisi, tiimoriin evresi, MYCN kopya sayist diizeyi (>10), 11q velp kayiplari, 17q

kazanimlar1 ve DNA ploidi durumlar1 hep birlikte degerlendirilmektedir. Bu kriterlere gore



hastalar diisiik risk, orta risk ve yiiksek risk grubu olarak siniflandirilmakta ve hastalara buna
gore tedavi rejimi uygulanmaktadir (21). Ulkemizde de bu smiflandirma 2003 yilindan beri
Tiirk Pediatrik Onkoloji Grubu 'nun (TPOG) Noroblastom ¢alismasi tarafindan yapilmaktadir.
2003 yilinda baslayan, 2009 protokolii ve su an 2020 protokolii ile devam eden bu ¢alisma
kapsaminda hastanin evresi (L1, L2, M, MS), yas1 (18 ay < veya 18 ay >), histolojik kategorisi
(gangliondrom-gangliondroblastom intermikst, gangliondroblastom-ndroblastom), tiimdriin
farklilagsmasi (diferansiye veya adifferansiye), timoriin igerdigi MY CN kopya sayis1 (>10), 11q
aberasyonu (var, yok) ve DNA ploidisi (diploid, hiperdiploid) birlikte degerlendirilerek hastalar
risk gruplarina ayrilmaktadir. Daha onceki protokollerde 1p ve 17q aberasyonlari da
degerlendirilirken yeni protokolde bu aberasyonlar prognostik bir deger tasimadigi diisiiniilerek
cikartilmislardir (5, 22) (Figiir 1). TPOG-2009 ¢alismasi sonuglarina gére Tiirk NB hasta
grubunun %70’inin ilerlemis hastaliga sahip oldugu (evre 3 ve 4) ve yine hastalarin %59,1’nin
yiiksek risk grubunda oldugu saptanmistir (5). Yine TPOG-2009 ¢alismasinin sonuglarina gore
diisiik risk evre I hastalarda 2,5 ve 10 yillik genel sag kalim ve olaysiz sag kalim oranlar1 %99
ve %98, diisiik risk evre II hastalarda 2, 5 ve 10 yillik genel sag kalim ve olaysiz sag kalim
oranlar1 %98 ve %92, orta risk hastalarda 5 ve 10 yillik genel sag kalim ve olaysiz sag kalim
oranlar1 %93 ve %84, yiiksek risk hastalarda 3,5 ve 10 yillik genel sag kalim sirasiyla %62,
%49, %29, 3,5 ve 10 yillik olaysiz sag kalim ise %47, %37 ve %35 olarak bulunmustur (5).
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Hastaligin tedavisinde; cerrahi rezeksiyon, kemoterapiler, radyoterapi ve otolog kdk
hiicre nakliyle birlikte uygulanan myeloablatif kemoterapi, immunoterapi gibi farkli tedavi
segenekleri bir arada uygulanmaktadir. Uygulanan bu tedaviler sonucunda diisiik risk ve orta
risk grubundaki hastalarda 5 yillik sag kalim siiresi %95’lere ¢ikartilmistir ancak ytiksek risk
grubundaki hastalar i¢in bu oran halen %50’nin altindadir (23). Yiiksek risk grubundaki
hastalarda yiiksek oranda hastaligin rekiirrensi ve yine bu hastalarda yiiksek dozda kemoterapi
kullanimina baglh olarak gelisen sekonder komplikasyonlar, hastalardaki sag kalimi diistiren
baslica nedenler arasindadir (24). Ozellikle ileri risk grubundaki hastalar i¢in daha iyi

tedavilerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
2.1.2 Noroblastomun Kokeni

Noroblastomun, kokeni tam olarak bilinmemektedir ancak noral krest hiicrelerinden
koken aldig1 diistiniilmektedir. Noral krest hiicreleri, gebeligin ortasinda ndral tiiplin kapanmasi
civarinda meydana gelirler. Daha sonra go¢ ederek ve cesitli dokulara doniisiirler.
Sempatoadrenal soyada, noral krest hiicrelerin dorsal aortaya go¢ edip, burada ¢ogalarak
noronlara ve glial hiicreler farklilastiklar1 ve devaminda sempatik gangliyonlar ve adrenal
medullay1 olusturduklar diisiintilmekteydi (15). Ne var ki, Furlan ve ark. Tarafindan yapilan
calismada ¢ok sayida adrenal medullayr olusturan kromaffin hiicrelerinin schwan onciil
hiicrelerinden koken aldigi gosterilmistir. Bu schwan hiicrelerinin, visseral sinir boyunca go¢
ederek adrenal bezin olusacagi kisimda kromaffin hiicrelerini meydana getirdikleri gosterilmis
yani periferal sinir sisteminin de adrenal medullanin olusumunda rol oynadigini géstermislerdir

(25; 26)
2.1.3 Noroblastom Hiicrelerinde Goriilen Heterojenite ve Mutasyonlar

Noroblastomlar oldukea heterojen tipte timorlerdir. Tiimor dokusu icerisinde ndroblast,

schwann hiicreleri, perindral, satellit hiicreler ve bag dokusu elemanlar1 bulunmaktadir.
NB hiicreleri 3 farkli tipte incelenmektedir.

» Noroblast (N) tipi hiicreler: kii¢iik norit kisimlari igeren yuvarlak hiicreler, az derecede

baglanma 6zelligine sahiptir.



» Substrat adheran (S) tipi hiicreler: Yapisal olarak glial ve ya mezenkimal hiicrelere
benzeyen hiicreler, yiiksek oranda baglanma 6zelligine sahiptir, kontak inhibisyonu

gosterir.

» Intermediate (I) tipi hiicreler: Bu hiicreler N ile S hiicreleri arasinda bir 6zellik
gostermektedir. Kiicilk ama uzunlamasina, orta derecede tutunma Ozelligi olan

hiicrelerdir. (27; 28)

Bu 3 hiicre tipinin de farkli timdrijenik potansiyelleri vardir. S tip hiicreler malign tipte
degilken, N tipi hiicreler ise hem soft agarda hem de farelerde tiimor olusturabilmektedir. lging
bir sekilde I tipi hiicreler malignitesi ve tiimor olusturma kapasitesi en yiiksek olan hiicrelerdir.
I tipi hiicrelerin kanser kok hiicreleri yansittiklari diisiiniilmektedir (29). Bu hiicre tipleri tek bir
tiimorde ve ya hiicre hattinda birlikte bulunabilirler. Mesela; SK-N-SH NB hiicre hatti
heterojen bir hiicre hattidir. SK-N-SH’nin sub-klonlarindan SH-SYS5Y N tipi 6zellikte iken,
SH-EP ise S tipi 6zelliktedir (30).

Van Groningen ve ark. Tarafindan yapilan ¢alismada insan NB tiimor dokusu 6rnekleri
kromatin immunopresipitasyon sekanslama (CHIP-seq) yontemiyle epigenetik acgidan
incelenmislerdir. Bu ¢alismada gore transkriptomik profilleme yapilmis ve NB dokusunun iki
farkli tipte hiicre igerdigi saptanmistir. Bunlar adifferansiye mezenkimal tipte hiicreler ve
farklilagmis adrenerjik tipte hiicreler idi (31). Bu hiicrelerin igerdikleri genetik mutasyonlar
benzer olmasina ragmen transkriptomik acgidan bu hiicreler birbirinden farkli bulunmuslardir.
MES tipte hiicreler noral krest kdkenli hiicrelerle daha ¢ok benzerlik gostermektedir ve bu

hiicreler ADRN tipi hiicrelere gére daha primitif 6zelliktedir.

Boeva ve ark. Tarafindan yapilan bir diger calismada ise 25 farkli NB hiicre hatt1 ve 2
primer insan NB hiicre kiiltlirii ChIP-seq yontemiyle analiz edilmis ve bunun sonucunda hiicre
dizilerinde 3 farkli tipte hiicre fenotipi gozlemlemislerdir. Bu calismada hiicreler noradrenerjik

tipte, noral krest benzeri tipte ve intermiks tipte hiicreler seklinde siiflandirilmiglardir (32).

Maris ve ark. Tarafindan yiiriitiilen Etkili Tedaviler Olusturmak i¢in Terapotik Olarak
Uygulanabilir Arastirma (Therapeutically Applicable Research to Generate Effective
Treatments) (TARGET)) caligmasinda yiiksek risk grubundaki 240 NB vakasinin 6rnekleri tim
ekzom, genom ve transkriptom sekanslamasina tabii tutularak bu hastalardaki mutasyon

oranlar1 incelenmistir (11). Bu ¢alismaya gore en sik goriilen somatik mutasyonlar ALK,



PTPN11, MYCN, ATRX ve NRAS iken, germline olarak ise ALK, PHOX2B gibi genlerdeki
mutasyonlar 6ne ¢ikmaktadir. Altun Z ve ark. Tarafindan yapilan ¢alismada ise Tiirk NB hasta
grubunun igerdigi mutasyonlar ve genetik varyasyonlar tiim ekzom sekanslama ¢alismasi ile
incelenmis ve yliksek risk hasta grubunda kromatin yeniden modellemesi ile iliskili ARID1A

ve NCOR?2 genlerinde mutasyonlar saptanmistir (33).

2.1.4 Noroblastom Risk Siniflandirmasinda Kullanilan Kopya Sayist Degisimleri ve

Mutasyonlar
MYCN Kopya Sayist Degisimi

MYC ailesi C-Myc, MYCN ve MYCL’den olusur. MYC ailesi bir siiper transkripsiyon
faktoriidiir ve genomun transkripsiyonunun yaklasik %15°1 bu aile tarafindan diizenlenir (34).
MYC ailesi tyeleri, hiicre siklusu, gelisim, sinyal iletimi, transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel kontrol mekanizmalari, kodlamayan RNA’lar, kok hiicre karakterinin
devamlilig1 gibi pek cok farkli gen yolaginin ekspresyonunu diizenler (35). Ailenin iiyeleri
arasinda yiiksek oranda bir yapisal homoloji vardir (36). 2p24 kromozomunda bulunan MYCN
geni NB’de ilk defa 1983 yilinda tanimlanmais olup, kotii prognozla iliskilidir (37; 38; 39). NB
hastalarinin yaklasik %20-25’inde MYCN amplifikasyonu goriilmektedir (40). MYCN
amplifikasyonu, MCYN kopya sayisinin 10’dan biiyiik olmasiyla tanimlanmakta ve hiicrede
florasan in situ hibridizasyon (FISH) ve ya es-zamanli PCR yontemiyle dl¢iilmektedir. MYCN
amplifikasyonu evre 3 ve 4’teki tiimorlerin %30-40’inda goriiliirken, %5 oraninda 4S ve

lokalize timdrlerde de goriilmektedir (41;42).

Noroblastomun asirt MYCN eksprese eden sempatoadrenal hiicrelerden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir (15). Deneysel hayvan modellerinde tek bagina MYCN ekspresyonu hiicre
proliferasyonu ve kok hiicre (stemness) karakterindeki genleri aktiflestirerek NB gelisimini
tetiklemistir. Hem fare hem de zebra baligi modellerinde noral krest hiicrelerinde MYCN asir1

ekspresyonu NB gelisimine yol agmustir. (43; 44; 45; 46).

MYCN asir1 ekspresyonu miR-17-72 ve miR-9 ekspresyonunu arttirarak tiimorlesme
stirecine katkida bulunur (47; 48). Timor baskilayict yonde gorev yapan Let-7 ise MYCN
ekspresyonunu baskilar (49). Ilging bir sekilde MYCN’in asir1 ekspresyonu da Let-7’yi inhibe
edebilmektedir (50). LIN28B proteini, Let-7’nin 6nclil RNA’simin Dicer proteini tarafindan

kesilmesini engelleyerek Let-7 aktivitesini baskilar ve bu sekilde kok hiicre karakterini devam



ettirici yonde etki eder (51, 52). Pediatrik kanser panelinde NB hiicrelerinde yiiksek oranda
Lin28B ekspresyonu goriilmiistiir ve Lin28 ekspresyon diizeyleri ile MYCN ekspresyon
diizeyleri korreledir (53). Lin28B ayni zamanda GTP baglayan protein RAN ve Aurora Kinaz
A aktivitesini diizenleyerek de NB tiimorlesme siirecine katkida bulunmaktadir (54). Farede
LIN28B geninin indiiklenmesi sonucunda farede MYCN ekspresyonu artmis ve NB geligimi
gozlenmistir ve tam tersi LIN28B ekspresyonunun sgRNA’lar ile baskilanmasi ise hiicre

proliferasyonunu azaltici, ndronal farklilasmayi arttirict yonde etki etmistir (55).
ALK (Anaplastik Lenfoma Kinaz)

ALK, noronal farklilagmada, hiicre proliferasyonu ve sag kaliminda rol oynayan tirozin
kinaz reseptoriidiir. Kromozomda, 2p23-24 lokusunda bulunmaktadir. ALK mutasyonu
ozellikle ailesel NB vakalarinda goriilmektedir. Ailesel NB vakalar1 vakalarin %1-2’sini
olusturmakta ve aile agaglar1 incelendiginde otozomal dominant bir 6zellik gostermektedirler.
Ailesel NB vakalari, diger NB vakalarina gore daha erken yaslarda hastaligi gelismekte ve bu
hastalarda birden ¢ok primer tiimor odag: goriilmektedir (56). Ozellikle ailevi vakalarda, tirozin
kinaz domaininde bulunan GI1128A, R119P ve R1275Q yanlis anlamli (missense)
mutasyonlariin, ligand bagimsiz ALK asir1 ekspresyonuna neden olarak kansere neden
olduklart saptanmistir (57). Yakin lokuslarda bulunduklarindan 6tiirii MYCN (2p24) ve ALK
ekspresyonu bir arada gozlenebilmektedir. Noroblastomlarin vakalarinin %2-3’nde MYCN ve
ALK amplifikasyonu birlikte goriilmektedir ve bu genlerin birlikte asir1 eksprese olmalari
hastalarda daha da kotii prognozla iliskilendirilmistir (58; 59). Yine MYCN ve c-Myc’in ALK
transkripsiyonunu arttirdig1 gosterilmistir (60). Yine ALK mutasyonu, kalitsal NB vakalarda
goriilen PHOX2B mutasyonu ile de iliskilendirilmistir (61).

1p kolu kayb

NB vakalarinin %20-40’1nda 1p kolu kayb1 gozlenmektedir. 1p kolu kaybinin, MYCN
amplifikasyonu ile yliksek oranda korrele oldugu ve kotii prognozla iliskili oldugu
gosterilmistir (62). Bu durum 1p kolu kayb1 olan kisimda tiimor baskilayici gen veya genlerin
olabilecegini ileri siirmiistiir. Son yillarda yapilan 2 farkli ¢calismada, bu bolgede bulunan AT
acisindan zengin etkilesimli alan igeren protein 1A (ARID1A) geninin bu konuda rol
oynayabilecegini gostermektedir (63; 64). ARIDIA, SWF/SWI kromatin re-modelleme
kompleksinin bir elemanidir ve bu sayede gen transkripsiyonunu diizenler. ARIDIA,

PIBBK/AKT/mTOR yolunun kontroliine, kansere karst bagisiklik tepkisine, EZH2
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metiltransferaz aktivitesine, steroid reseptdr modiilasyonuna, DNA hasar kontrol noktalarina
ve p53 hedeflerinin ve KRAS sinyallerinin diizenlenmesine katilir (65). Noroblastom’da
ARID1A ve ARID1B genlerindeki kayip veya mutasyonlarin hastalarda sag kalimi diistirdiigii

ve tedavi yanitini azalttig1 gosterilmistir (66).
11q kolu kaybt

Yiiksek risk NB hastalarinin %35-45’inde 11q kolu kaybi bulunmaktadir. Bu hastalar
genelde daha yiiksek yas grubunda bulunmaktadir ve daha agresif bir hastalik fenotipi ile
iliskilendirilmektedir (67). Yine 11q kolu kaybi olan hastalarin daha yiiksek relaps gosterdikleri
saptanmistir (Ribelles AJ, 2019). Hastalar 11q kolu kayb1 ile MYCN amplifikasyonu nadiren
birlikte goriilmekle birlikte MYCN amplifikasyonu olmayan hastalarda 11q kolu kayb1 6nemli
bir prognostik faktdr oldugu diisliniilmektedir (68;69). 11q kolu kaybinin, molekiiler
mekanizmasi incelendiginde farkli aday genler 6n plana ¢ikmaktadir. Bu genler arasinda
CADMI1, ATM ve H2AFX sayilabilir ancak bu genlerin NB olusum siirecindeki fonksiyonlari
heniiz net olarak aydinlatilabilmis degildir (70). Yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda baska bir
aday gen olarak DLG2 geni ele alimmistir ve bu gendeki mutasyonlarin hiicrelerdeki

farklilasmay1 engelledigi ve noroblastom olusumu tetikledigi gosterilmistir (71; 72)
17q kolu kazanimi

17q kolu kazanimi NB vakalarinda sik goriilen bir kromozomal abnormalitedir. 17q
kazaniminin ne tiir bir prognostik faktoér oldugu halen tartigmalidir. Baz1 gruplar bu kazanimi
1yl bir prognostik faktor olarak nitelendirirken, diger gruplar ise kotii bir prognostik faktor
olarak nitelendirmektedir (73; 74; 75). 17q kolu kazanimlarinin hentiz molekiiler mekanizmasi
tam olarak anlasilabilmis degildir. 17q kolu kazanimimin hiicrede mitokondriyel gen

ekspresyonunu arttirdig1 sekanslama analizleri ile gdosterilmistir (76).
DNA Ploidi

Timor hiicrelerinin - DNA  ploidisi, insan malignitelerinde prognozun &nemli
gostergelerinden biridir. Look ve ark. Tarafindan yapilan ¢aligmada NB tiimor hiicrelerinde
hiperdiploidi (andploidi), kemoterapiye daha iyi yanit ve 6zellikle 1 yasin altindaki bebeklerde
ve rezeksiyon yapilamayan vakalarda bile daha olumlu bir sag kalim ile iliskilendirildi (77).

Yine Pediatrik Onkoloji Grubu (POG)’un yaptig1 ¢alismada 1 yas alt1 bebeklerde hiperdiploid
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vakalarin, diploid vakalara gore daha iyi bir sag kalim gosterdikleri saptandi (78). Yine DNA
andploidisi gosteren vakalarin daha ¢ok diisiik evrelerde olduklari, tan1 yaginin daha diisiik ve

sag kalim agisindan daha iyi oldugu gosterilmistir (79).
2.2. Kanserde Oliim Mekanizmalar:1 ve SMAC Mimetiklerin Onemi
2.2.1 Hiicre Oliimii

Hanahan ve Weinberg ikilisi tarafindan yayinlanan 3 farkli makalede kanser hiicrelerinin
ayirt edici Ozellikleri tartisilmistir. Bu 6zelliklerden birisi de hiicre 6liim mekanizmalarindan

kagis ve apoptoza direnctir (80;81;82).

Hiicre 6liimii, normal veya stres kosullarinda dokularda fizyolojik homeostazinin devam

edebilmesi i¢in gereken bir siirectir. Genel anlamda hiicre 6liimii iki sekilde olusur:

a. Programl Hiicre Oliimii (PDO): Hiicre icerisindeki ¢esitli molekiiler yolaklar ve bu
yolaklarda yer alan protein kompleksleri aracilikli olarak diizenlenen, kontrollii bir 61iim
seklidir: apoptoz, nekroptoz, otofaji, ferroptoz, piroptoz gibi ¢esitleri vardir.

b. Akut Hiicre Oliimii: Kaza, akut stres sonucu olusan kontrolsiiz hiicre 6liimiidiir: nekroz

gibi.
Immunogenic cell death
G. Kroemer Oxeiptosis
Lysosomal cell death . ) A. Pichimair
J. Franko NETosis Entosis Ferroptosis
A. Zychlinsky J. Brugge B. Stockwell
Apoptosis ; ;
) Alkaliptosis
J. Kerr Pyroptosis N tosi Parthanatos i D. Tﬁ.’ng
A. Wyllie B. Cookson ECIOPIoSIS V. L. Dawson Autosis

A. Currie T J. Yuan T B. Levine

= 1972 == 2000 == 2001 == 2004 == 2005 == 2007 == 2009 == 2012 == 2013 == 2018 ==

Sekil 2. Yillara bagli olarak tanimlanan hiicre 6liim mekanizmalar1 (83).
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2.2.2 Apoptotik Hiicre Oliimii

Hiicre o6liim tiplerinden biri olan apoptoz ilk defa 1972 yilinda Kerr ve ark. Tarafindan
tanimlanmistir (84). Apoptoz ¢alismalar 6zellikle Caenorhabditis elegans modelinde embryo
gelisimini inceleyen c¢alismalarla hiz kazanmistir (85). Tiim bu g¢aligmalarin neticesinde
apoptoz, hiicre i¢indeki sinyal yolaklar tarafindan regiile edilebilen programlanabilir ve doku
hemostazinin saglanmasinda oldukg¢a 6nemli bir rol iistlenen 6liim sekli olarak kabul edilmistir
(86). Apoptoz sirasinda kromozon yogunlasmasi ve niikleer fragmentasyon, membran zariin
biiziilerek apoptotik cisimcikleri olusturmas1 meydana gelir ve bu olusan apoptotik cisimcikler
devaminda fagositozlar tarafindan sindirilerek parcalanir (86).

Apoptozun baslamasi, kaspazlar olarak bilinen bir dizi sistein- aspartik asit proteazlarin
aktivasyonuna baglhdir. Normalde inaktif durumda olan kaspazlar, proteazlar tarafindan
kesilime ugrayarak aktif hale gelirler ve homodimer bir yap1 olusturarak birbirlerini aktive
ederler. Hiicre dliimii, baslatic1 kaspazlar (kaspaz 8 veya kaspaz 9) tarafindan baslatilirken
devaminda bu kaspazlar aktiflestirdigi cellat (executioner) kaspazlar (kaspaz 7, kaspaz 6 ve
kaspaz 3) tarafindan hiicre Olimii gergeklestirilir. Bu kaspaz aktivitesi sonrasinda
endoniikleazlar ile DNA parcalanirken, apoptotik cisimciklerin olusumu baglatilir ve bu

cisimcikler fagositozlar tarafindan pargalanir (87).

Apoptoz sirasinda 6nemli bir rol oynayan diger bir protein ailesi de Bcl-2 ailesidir. Bu
ailenin iiyeleri i¢erdikleri domainlere gore siniflandirilmakla birlikte, bir kismi pro-apoptotik

olarak fonksiyon gosterirken bir kismi ise anti-apoptotik olarak davranmaktadir.

Antiapoptotik Gyeler (BH1-4)
Bel2

Boix [ [BHA] BT |

Mel1

I B |

A1

Proapoptaotik dyeler (BH1-3)

Bax T
Bak O W fro]
Mtd/Bok
Proapoptotik Uyeler (BH3)
Bik
Hrk
Bim CLE] [T™]
Bik
Bad I
Bid -

Sekil 3. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi tiyeleri (88).
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Normalde, anti-apoptotik Bcl-2 iiyeleri mitokondrinin dig zarinda, niikleer zar
endoplazmik retikulumda lokalize bulunmaktadir. Anti-apoptotik Bcl-2 proteinleri, hem
mitokondrinin dis zarinin potansiyelini dengede tutarak mitokondriden sitoplazmaya Sitokrom
C salmimim 6nlerler hem de Bax ve Bak proteinlerine baglanarak kaspazlarin aktiflesmesini
engeller. (89). Sadece BH3 domain iceren pro-apoptotik iiyeler ise, anti-apoptotik Bcl-2
proteinlerine baglanarak onlar1 nétralize ederler bu sayede Bax ve Bak proteinlerinin serbest
kalmalarini ve membranda por olusturarak sitokrom ¢ salinimi saglarlar (90). Sitoplazmaya
salinan sitokrom c, Apaf-1 ve Kaspaz-9 ile etkileserek apoptozom kompleksini olusturur ve
aktiflesen Kaspaz-9, devaminda Kaspaz-7 ve Kaspaz-3’ii de aktiflestirerek apoptozun

gerceklesmesini saglar (91).

En bilinen apoptotik yolaklar: digsal (ektrinsik) veya igsel (intrinsik) yolaklardir. Digsal
yolak hiicre membraninda bulunan 6liim reseptorler tarafindan aktiflesirken, i¢sel yolak DNA

hasar1 veya endoplazmik retikulum stres gibi i¢sel uyaranlar sonucunda aktiflesmektedir (92).

Dissal Yolak ' igsel Yolak

Hiicre &lum ligandiar
(TNF, CD95, TRAIL)
baglanmas: via

Kimyasallar, radyasyon,
i TSrii

biiyiime fak:

eksikligi

x
k a = ™
Kaspaz e Crcuspnz 9) - Kaspazs @
i ' CApar-i)
Parcalamaya ~ @ CX'AF‘) CSM%C_-)
@ gondermeyen ubikutin i
Pargalamaya i Apoptoz
génderen ubikutin v Ceraps)

F°) sitockrom C

Sekil 4. I¢sel ve Digsal Apoptotik Yolaklar (93)

(1) Daigsal Apoptotik Yolak: Hiicre yiizeyinde bulunan 6liim reseptorlerine (TNFR, Fas,
DR4-5 vb.) ligandlarin baglanmasi1 sonrasinda konformasyonel degisiklige ugrayarak
devaminda diger adaptor proteinlerle birlikte kaspazlari aktiflestirir ve apoptoz
gerceklesir.

(2) igsel Apoptotik Yolak: Bu yolak ise hiicrenin icerisinde olusan stres faktorleri

tarafindan tetiklenmektedir. Tiim bu faktorlerin tetikledigi yolaklar araciligiyla pre-
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apoptotik Bcl-2 ailesinin iiyelerinden Bax/Bak mitokondriyal membrana yerleserek,
mitokondriden sitozole sitokrom C salinimi1 gergeklesir. Sitokrom C, sitozolde Apaf-1
ve Pro-kaspaz 9 ile etkileserek apoptozom kompleksini olusturur. Apoptozom
kompleksi de devaminda kaspaz kaskatini etkinlestirerek hiicre 6liimiinii gergeklestirir.
Yine bu siirecte mitokondriden salinan Sekonder Mitokondriyel Aktivatér Kaspaz
(SMAC) proteinleri, Inhibitor Apoptoz Proteinleri (IAP)’ler ile etkilesip onlarin
aktivitesini engelleyerek apoptotik siirece katkida bulunurlar (93).

(3) Apoptozla Iliskili Diger Yolaklar: Endoplazmik Retikulum Stres Aracilikli Igsel
Apoptotik Yolagi.

Endoplazmik retikulum (ER), hiicrede protein sentezinin, protein katlanmasi ve
translokasyonunun gergeklestigi ve proteinlerin post-translasyonel protein
modifikasyonlarindan sorumlu organeldir. Bunun haricinde, ER hiicrenin Ca2+ dengesinin
korunumunda, lipid ve karbonhidrat metabolizmasinda da goérev yapmaktadir. ER’mn bu
fonksiyonel dengesinin herhangi bir sekilde bozulmasi (redoks dengesizligi, protein
glikolizasyonundaki bozulmalar, protein katlanma kusurlar1 vb.) ER limeninde dogru
katlanmamis proteinlerin birikimine neden olur ve bu durum ER stres olarak adlandirilir (94;

95).

ER stresi, ER stresinin zararli sonuglarina karst koymak ve ER homeostazini eski haline
getirmek veya miimkiin degilse, apoptozu aktive etmek i¢in katlanmamais protein yaniti (UPR)
olarak da bilinen evrimsel olarak korunmus bir yolagi tetikler. UPR, IRE1a (inositol gerektiren
protein-1a), PERK (protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz) ve ATF6 (aktive edici
transkripsiyon faktorii 6) adli ii¢ sinyal proteininin aktivasyonu ile baglar (96). Normalde PERK
ve ATF6, ER liimeninde bulunan GRP78/immunoglobulin baglayic1 (BIP) saperon tarafindan
bloklanir. Ancak katlanmamis proteinlerin miktar1 belli bir kritik degeri asinca GRP78/BiP, bu
proteinlerden ayrilarak UPR yanitinin baglamasini saglar. IREla’nin aktivasyonu ise
katlanmamis proteinlerin baglanmasi ile olur (96). GRP78’den ayrilan PERK (EIF2AK3)
proteinleri homodimer yapisi olusturarak birbirlerini fosforile ederek aktiflestirirler. Aktiflesen
PERK, okaryotik transkripsiyon baslatici faktor (elF2a)’y1 fosforiller ve devaminda aktiflesen
elF2a da baska transkripsiyon faktorlerini aktiflestirir (97). Bu transkripsiyon faktorlerden
birisi de aktive edici transkripsiyon faktor 4 (ATF4)’tiir. ATF4, cAMP yanit elemani baglayici
protein (CREB)-2 protein ailesinin bir tiyesidir. ATF4’iin ¢ift yonlii bir rolii vardir. Bir yandan
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ATG genlerinin (Atg7, Atgl0, Atgd) transkripsiyonunu baslatarak otofajik siireci baslatirken
bir yandan da C/EBP-homolog ile is birligi yapan protein (CHOP) ekspresyonunu arttirip,
XIAP’yi parcalayarak apoptotik siirece katkida bulunur. (98; 99). Ayn1 zamanda CHOP, anti-
apoptotik proteinler Bcl-2, Bcl-XL ve Mcl-1°1 baskilayip, pro-apoptotik protein BIM’i
arttirarak, BAK ve BAK’1n aktiflesmesine katkida bulunur ve apoptotik siireglere destek verir
(100).

Sekil 5. ER-stres aracilikli olarak hiicre 6liimiiniin indiiklenmesi (101)

Bunun haricinde ER liimenindeki katlanmamis proteinler IREla’nin oligomer hale
gelmesini tetikleyerek fosforillenmesini saglar. Fosforillenen IRE1a, Xbpl mRNA’sin1 keserek
ve Xbp1’yi aktiflestirir. Transkripsiyon faktor olarak gorev yapan Xbpl, saperon ve ER tamir
sistemini baslatarak hatali proteinlerin onarimini saglayarak hiicre sag kalimini destekler (102).
Bunun haricinde IREla, tiimoér nekroz faktorii reseptoril ile iliskili faktor-2 (TRAF2) ile
kompleks olusturarak devaminda apoptoz sinyal diizenleyici kinaz (ASK1) ve Jun-N-terminal

kinaz (JNK) aracilikli olarak apoptoza neden olur (103).
2.2.3 Nekroptotik Hiicre Oliimii

Nekroptoz, kazaran meydana gelen nekroz 6liim tipine benzer bir fenotip gosteren ancak
apoptoz gibi kontrollii bir sekilde gerceklesen 6liim seklidir. Nekroptoz, reseptdr interaksiyon
kinaz 1 (RIP1), reseptor interaksiyon kinaz 3 (RIP3) ve mixed lineage kinaz (MLKL)
proteinlerinin bir araya gelmesiyle olusan nekrozom kompleksi tarafindan gerceklestirilir ve
genellikle apoptozun inaktif oldugu kosullarda gergeklesir (104; 105). Mesela, TNF ve SMAC
mimetik kombinasyonunun uygulandigi Kaspaz 8 veya FADD kaybimin oldugu apoptoza

direncli I6semi hiicrelerinde nekroptotik 6liim mekanizmasinda artis oldugu saptanmistir (106).
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Yine Kaspaz-8 kayb1 olan kolorektal kanseri tiimdriinde Smac mimetik (LCL-161)
uygulamasinin farelerde tiimdr gerilemesine yol agtigi ve bunun nekroptoz aracilikla oldugu
gosterilmigtir. (107). Normal sartlarda apoptotik 6liim, hiicrelerde birincil kontrollii (regiile
edilen) oliim sekli iken apoptotik yolagin bir sekilde inaktiflesmesiyle nekroptoz gerceklesir

(108).
2.2.4 Inhibitor Apoptoz Proteinleri (IAP)

IAP ailesi sekiz farkli iiyeden olusan bir ailedir ve bu ailenin her bir iiyesi en az bir
bakuloviriis IAP tekrar (BIR) domaini igerir. Bazi IAP’ler BIR domainine ek olarak karboksil
(C terminal) ucunda E3 ubikiitin ligaz olarak da islev goren zing-finger RING domaini
icermektedirler (109). Bu ailenin iiyelerinden cIAP1 ve cIAP2’de BIR ve RING alanlar1
arasinda, kaspaz baglanma alani (CARD) bulunmaktadir. CARD alani, bu alami igeren
proteinlerin birbirleriyle oto-veya heterodimer olusturmasini saglar (110). Yine bir baska iiyesi

survivin de CHR domainleri aracilikli olarak hiicre dongiisiinii kontrol eder (111).

NAIP(BIRC1)

clAP1 (BIRC2)
clAP2 (BIRC3)

XIAP (BIRC4)

.ﬂ- Survivin (BIRCS)
|

UBC Bruce/Apollon (BIRCE)

Livin (BIRC7)

ILPZ (BIRCS)

Sekil 6 AP ailesi tiyeleri (109)

[AP’lerin apoptotik siireci nasil engellediginin anlasilabilmesi igin cesitli ¢alismalar
yapilmustir. Yapisal ¢alismalarda, XIAP nin, Kaspaz 8 ile etkilesmedigi ancak Kaspaz -3 veya
-7’ye baglanarak bu kaspazlarin kesilimini blokladigi ve bu sekilde apoptozu engelledigi
gosterilmistir (112; 113). Bunun devaminda yapilan baska bir ¢alismada ise XIAP’nin direkt
olarak Kaspaz -3, -7 ve -9’ a baglanip onlar1 blokladig1 ancak Kaspaz -1,-6,-8 ve -10’a direkt
baglanamadig1 gosterilmistir (114). Ayn1 zamanda XIAP, mitokondriyi daha gecirgen hale

getirerek mitokondri igerisine girebilir ve sitoplazmaya Sitokrom C ve Apaf-1 salinimim
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engelledigi gosterilmistir (115). cIAP-1 ve c-IAP2’nin ise kaspazlara baglanmadigi, RING
domain aracilikli olarak ubikiitin ligaz aktivitesi gostererek kaspazlari proteazomal
parcalamaya gondererek etki ettikleri gosterilmistir (116). IAP’ler tarafinda K48 bolgesinden
ubikutinlenen proteinler proteazomal par¢alamaya giderken, K63 bdlgesinden ubikiitinlenen
proteinler ise sinyal yolaklarinin aktiflesmesine yol acar (117). c-IAP1’in cIAP2’yi
ubikiitinleyerek onu pargalamaya gonderdigi, cIAP-1’in protein ekspresyonunun azaldigi
durumlarda c-IAP2 de artis gbzlendigi saptanmistir. Yine, c-IAP’lerin Reseptor Interaksiyon
Protein (RIP1)’leri K63 bolgesinden ubikiitinleyerek, kanonik Nf-kB yolaginin aktivasyonuna
neden oldugu saptanmistir (118; 119). Ayn1 zamanda, cIAP’lerin NIK proteininin par¢alamaya
gondererek kanonik olmayan Nf-kB yolaginin aktivasyonunu da diizenledigi gosterilmistir
(120; 121). Nf-kB yolaginin devaml1 aktivasyonunun kronik inflamasyona yol agarak, dogal ve
adaptif bagisiklik sistemlerini diizenleyerek tiimor gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir

(122).

IAP’lerin pek ¢ok farkli tiimor tipinde asir1 eksprese olduklari ve kotii prognoz, ilerlemis
hastalik ve daha agresif fenotiple korrele olduklar1 gosterilmistir. Bu da IAP’lerin iyi bir tedavi

hedefi oldugunu diistindiirmektedir (123).
2.2.5 Sekonder Mitokondri Kokenli Kaspaz Aktivatorii (SMAC)

SMAC/DIABLO proteini, normalde mitokondri igerisinde yer alan bir proteindir.
Apoptotik uyaran sonucunda, mitokondrideki SMAC proteini kesilime ugrayarak apoptoz
sirasinda daha gecirgen hale gelmis olan mitokondri membranindan sitozole ¢ikar. Yapisal
caligmalar neticesinde SMAC proteininin NH> terminal bolgesinde bulunan Ala-Val-Pro-Ile
(AVPI) aminoasitlerinden olugan motifleri aracilifiyla XIAP’lere BIR3 domainlerinden
baglandiklar1 gosterilmistir (124; 125). Yine ayni sekilde cIAP1 ve cIAP2’lerinde BIR3
domainlerine SMAC proteini baglanmakta ve IAP’leri inhibe etmektedir (126). Bu sayede

kaspaz proteinleri serbest kalarak, apoptotik siireci gerceklestirir (127).
2.2.6 SMAC Mimetikleri

SMAC mimetikleri, SMAC proteininde bulunan AVPI motifleri ilizerine gelistirilmis
kiiciik molekiillerdir. SMAC mimetikler pek ¢ok farkli firma tarafindan sentezlenmekte ve
icerdikleri AVPI motiflerine gore monovalent (tek AVPI motifigeren) veya bivalent (iki AVPI
motif iceren) olarak siniflandirilmaktadirlar. Compoundl, SM-406/Debio/AT-406, LCL-161,
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LBW242, GDC-0152 monovalent tipte iken Compound2, SM-164, TL-32711/Brinapant,
ASTX660 ise bivalent tiptedir (128). SMAC mimetiklerin farkli kanser tiirlerinde Faz 1

denemeleri devam etmektedir (clinicaltrials.gov).

SMAC mimetikleri, hiicrede 6liim yanitim1 ¢esitli protein kompleksleri aracilikli olarak
baslatirlar. (129). SMAC mimetiklerinin kullanimi, otokrin TNF salgilayan bazi hiicre
hatlarinda direkt apoptotik etkiyi saglarken, genelde hiicre Oliimiiniin gdzlenebilmesi i¢in

hiicrenin TNF, TLR gibi 6liim ligandlar1 ve ya kemoterapilerle indiiklenmesi gerekir (130).

SMAC mimetiklerinin anti-tiimor etkileri ¢esitli kemoterapiler ile kombine etkileri birgok
timor tipinde in vitro ve in vivo calismalarla incelenmektedir (131). Mesela, SMAC
mimetiklerden biri olan Birinapant, meme kanseri tedavisi i¢in Norkantanidin, Dosetaksel veya
TNF ile iliskili apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL) ile kullanilmistir. Bunun haricinde
pankreas kanseri, bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomu, melanom, akut miyeloid 16semi ve
kolon kanserinde Paklitaksel, demetilasyon maddesi (5-AZ), TNF-a, Fas ligand1 (FasL),
Gemsitabin, 5-fluorasil (5-FU) ve Oksaliplatin ile kombine denemeleri mevcuttur (132). Yine
SMAC mimetik ¢esitlerinde BV6’nin Temozolomid ile kullanimi sonrasinda glioblastom

hiicrelerinde RIP1 ve Nf-kB bagimli apoptozda artisa yol agmustir (133).

SMAC mimetiklerinin NB’de etkisini inceleyen calismalar vardir. Najem ve ark.
Tarafindan yapilan ¢alismada KELLY, SK-N-AS, HGW1 hiicre hatlar1 lizerinde yapilmis ve
LCL-161 tipinde SMAC mimetik uygulamasinin bu hiicrelerde Vinka alkaloid (Vinkristin,
Vinblastin, Vindesin) etkinligini arttirdigi gézlenmistir. Yine LCL-161 uygulamasinin KELLY
haricindeki diger hiicre hatlarinda Antrasiklin (Daunorubisin, Doxorubicin, Idarubicin)
kemoterapilerinin etkinligini arttirdigi gosterilmistir (12). Eschenburg ve ark. Tarafindan
yapilan calismada ise Smac mimetigi LBW242’in TNF ligandindan bagimsiz olarak NB
hiicrelerinde 6liimi arttirdig1 gosterilmis ve bunun ortamdaki cIAP miktarin1 azalmasina bagl
oldugu belirtilmistir. Yine aym ¢alismada KELLY, NXS2, SK-N-SH ve C1300 NB hiicre
hatlarinda LBW242’nin Etoposid, Vinkristin ve Doxorubicin etkinligini arttirdig1 gosterilmistir
(134). Pediatrik Pre-klinik Test Programi kapsaminda da LCL-161’in tek basina etkinligi NB
hiicre hatlarinin da dahil oldugu farkli pediatrik kanserlere ait hiicre hatlarinda in vitro olarak

ve fare ksenograft modellerde in vivo olarak incelenmistir (11).

Yapilan tez ¢alismasinda LCL-161’in noroblastom hiicreleri {izerinde apoptotik ve

nekrotik siireclere olan etkisini daha detayli arastirmayr amacladik. Bu amagla néroblastom
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hiicreleri lizerinde hem LCL-161’in tek basina olan etkisi hem de Cisplatin ve Etoposid

ilaclartyla LCL-161’in kombine olan etkisi incelenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi

Deneysel nitelige sahip bir arastirmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri, Zamam ve Plani

Ocak 2019- Eyliil 2023 yillar1 icerisinde Dokuz Eyliil Universitesi, Onkoloji Enstitiisii

Temel Onkoloji Anabilim Dali1 Laboratuvarlari’nda gergeklestirilmistir. Bu siirecte aragtirmaci

TUBITAK 2214/A programi kapsaminda Ekim 2019-Eyliil 2020 tarihleri arasinda Amerika

Birlesik Devletleri'nde Ekim-Aralik 2019 tarihleri arasinda Virginia Universitesi Biyokimya

Anabilim Dali’nda, Ocak-Eyliil 2020 tarihleri arasinda Chicago Northwestern Universitesi’nde

konuk aragtirmaci olarak ¢alismalarda bulunmustur.

Subat 2017- Ocak 2019

Tez Onerisinin hazirlanmasi

Tez Onerisi sunumu ve kabuli

Etik kurul kabuli

Ocak 2019-Ocak 2021

On deneylere baslaniimasi

Yurtdis1 (TUBITAK 2214/A) cercevesinde
gozlemlerde bulunmak

Ocak 2021- Eyliil 2021

BAP projesi kabulii

Malzemelerin temin edilmesi

Deneylere baslanilmasi

Eyliil 2021- Haziran 2023

Hiicre canlilik deneylerinin tamamlanmasi

Akim sitometri analizlerinin
gerceklestirilmesi

RNA sekanslama analizlerinin
gerceklestirilmesi

Q-PCR analizlerinin gerceklestirilmesi

Haziran 2023-Eyliil 2023

[statiksel analizler

Makale kabul siireglerinin tamamlanmasi

Tez yazimu siireglerinin tamamlanmasi

3.3 Caliyma Materyali

Calisma kapsaminda SH-SYSY

ve KELLY

insan noroblastom hiicre hatlar

kullanilmistir. Hiicre hatlarimiz hali hazirda Temel Onkoloji AD stoklarinda bulunmaktadir.

Deneysel ¢aligmalar bu hiicre hatlari {izerinde gergeklestirilmistir.
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3.4 Arastirmanin Degiskeni
Bagimsiz Degisken: LCL-161, Cisplatin, Etoposid

Bagimli Degisken: ila¢ uygulamasina bagli degisen hiicre canliligi, apoptotik ve nekrotik

Oliim yiizdeleri, gen ekspresyon diizeyleri

3.5 Veri Toplama Araclan

KELLY ve SH-SYS5Y Hiicrelerinin Yetistirilmesi

$

\
[ Hiicre canlilik deneylerinin gerceklestirilmesi /Mikroskopi goriintiilerinin alinmasi
J
( )
Akim sitometrisi Analizlerinin Gergeklestirilmesi: apotptotik ve nekrotik hiicre tayini
. J

\ 4

RNA sekanslama deneyi ve biyoinformatik analizlerin gergeklestirilmesi, alakali
L yolaklarin bulunmasi )

\ 4

Q-PCR deneyleri ile RNA sekanslama sonuglarinin dogrulanmasi, apoptotik ve
nekroptotik gen ekspresyon diizeylerinin incelenmesi

$

[ [statiksel analizlerin yapilmasi, makale ve tez yazimi ]
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Tablo 1. Calismada Kullanilan Sarf Malzemeler

Malzeme Adi Markasi/Kod Kullanim Amaci

KELLY ECACC/ 92110411 Calismada kullanilan insan
noroblastom hiicre hatt1

SH-SYS5Y ATCC/CRL-2266 Calismada kullanilan insan

noroblastom hiicre hatti

Dulbecco’s Modifiye Eagle | GIBCO/11965092 Hiicrelerin biiyiitiilmesi igin

Medium (DMEM) bazal ortam

RPMI-1640 GIBCO/21875034 Hiicrelerin biiyiitiilmesi i¢in
bazal ortam

Fetal Bovin Serum (FBS) GIBCO/ 16140071 Hiicrelerin biiyiitiilmesi igin
serum

L-glutamin GIBCO/25030081 Hiicrelerin biiyiitiilmesi igin

essensiyal olmayan
aminoasit

Penisillin-streptomisin

GIBCO/ 15140122

Hiicreleri enfeksiyondan
korumak i¢in antibiyotik

Tripsin-EDTA GIBCO/25200056 Hiicreleri pasajlarken
kaldirmak i¢in kullanilan
enzim

Fosfat salin tamponu (PBS) | GIBCO/10010023 Hiicreleri yikama ve ortam

kalintilarin1 uzaklastirma
tamponu

Dimetil sulfoksit (DMSO)

Applichem/APA3672.0250

Hiicreleri dondurma igin
kullanilmaktadir

Kristal viyola Sigma /61135 Hiicreleri boyamak ve hiicre
canliligini incelemek i¢in
kullanilmaktadir

WST-1 Sciencecell/8038 Hiicre canliliginin

Ol¢limiinde kullanilmaktadir

Hiicre kiiltiir flasklart

Isolab/ 12011025

Hiicreleri yetistirmede
kullanilan steril kaplar

96’11 kuyucuklu plaka
(wellplate)

Corning/ CLS3340

Hiicre canlilik deneylerinde
hiicrelerin ekildigi plakalar

Serolojik pipet 5-10ml

Isolab/083.03

Hiicre kiiltiiriinde besi
ortami eklemek veya
uzaklagtirmak i¢in kullanilir

Test tiipi 15ml1-50ml

Isolab/ 078.12.001

Hiicreleri santrifiij etmekte
kullanilan konik tabanli
tiipler

Mikrosantrifuj tiipii 1.5ml

Isolab/078.03.021

RNA izolasyonu, PCR
deneylerinde santrifiij i¢in
kullanilan tiipler

Kryotiip Isolab/091.11.102 Hiicre dondurmak ig¢in
kullanilan 6zel kaplar
LCL-161 Cayman Chemicals/22420 Kullandigimiz ajan, SMAC

mimetik
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Cisplatin

Kocak Farma / 50mg/100ml
inflizyon ¢ozeltisi

Hiicre canlilik deneylerinde
kemoterapi ilaci olarak
kullanilmistir

Etoposid Cayman Chemicals/12092 Hiicre canlilik deneylerinde
kemoterapi ilact olarak
kullantlmistir

Trypan blue CDH/899795 Hiicre sayiminda
kullantlmistir

Thoma lami1 Isolab/1.075.03.002.001 Hiicre sayiminda
kullantlmistir

AnnexinV/PI kit ElabScience/ E-CK-A211 Akim sitometrisi
deneylerinde boyama igin
kullanilmistir

Sml flow tiipii Corning/352235 Akim sitometri deneylerinde
hiicrelerin konuldugu kaplar

RNA izolasyon kiti Macherey Nagel/ Hiicre 6rneklerinden RNA

Nucleospin RNA izolasyon | izolasyonunda kullanilmistir.
kiti

Etanol Merck/107017 RNA izolasyonu sirasinda
tampon soliisyonlara
eklenmistir

Metanol Merck/106009 Kristal viyole boyasinin
¢oziilmesinde kullanilmigtir

cDNA sentez kiti Roche/ 07 912 439 001 mRNA’dan cDNA sentezi
icin kullanilmigtir

Primerler Eurofins Genomics PCR deneylerinde
kullantlmistir

DNaz/RNaz free su Invitrogen/10977015 Primerlerin ve DNA ve
RNA’larin ¢oziilmesi i¢in
kullanilmistir

SYBR Green Roche/SYBR Green Q-PCR’da gen ekspresyon

Lightcycler 480 /507203180 | deneyleri i¢in kullanilmigtir.

PCR stripleri 8li Roche/06327672001 Q-PCR’da gen ekspresyon

deneyleri i¢in kullanilmistir.

Pipet uglari

Isolab/005.01.001

Ortam veya kimyasallari
uygularken kullanilmistir.

Hiicrelerin Yetistirilmesi:

SH-SYS5Y hiicreleri DMEM igerisine %10 fotal bovin serum ve %1 Penisilin-

streptomisin eklenerek, 37°C ve %5 CO; ayarlanmis hiicre kiiltiirii inkubatériinde (Thermo,

ABD) yetistirilmislerdir.

pasajlanmiglardir.

Hiicreler haftada iki

defa

Tripsin-EDTA  kullanilarak
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KELLY hiicreleri RPMI-1640 igerisine %10 fotal bovin serum ve %1 Penisilin-
streptomisin eklenerek, 37°C ve %5 CO; ayarlanmis hiicre kiiltiiri inkubatériinde (Thermo,
ABD) yetistirilmiglerdir. Hiicreler haftada iki defa Tripsin-EDTA  kullanilarak

pasajlanmislardir.

Kullanilmayan hiicreler normal besi ortam1 %10 DMSO eklenerek hazirlanan dondurma
ortamiyla 1ml igerisinde 10 milyon hiicre olacak sekilde 1 cryovial icerisine alinarak yavas

yavas -80°C’de dondurulmaya birakilmislar ve orada saklanmiglardir.
Hiicre Sayimi:

Hiicreler iizerinde ortam uzaklastirilmis. 1 defa hiicreler 1X PBS ile yikandiktan sonra
hiicrelerin yiizeyini kaplayacak sekilde Tripsin-EDTA konulmustur. Devaminda 5dk 37°C ve
%S5 CO; ayarlanmis hiicre kiiltiirii inkubatdriinde (Thermo, ABD) bekletilmistir. Kalkan
hiicreler, mikroskop altinda da kontrol edilmistir. Devaminda flaska konan tripsinin 2-3 kati
kadar FBS’li ortam eklenerek Tripsin inhibe edilmistir. Hiicre soliisyonu 15ml’lik test tiibii
igerisine alinarak 400g’de 5dk santrifuj edilmistir. Pellet tizerindeki supernatan kismi atilmistir.
Hiicre pelleti tekrardan pelletin biiyiikliigiine gore yaklasik Sml ortam ile pipetleme yapilarak

dagitilmigtir. Devaminda 10-100 pl aliquot alinip 1.5ml’lik test tiibline konulmustur.

Baska bir test tiibline 10 pl Tripan Mavisi soliisyonu eklenip iizerine 10 pl hiicre
soliisyonu konularak karistirilmistir. Sonrasinda karisimdan 10 pl almip Thoma lamina
konusmustur. Mikroskop altinda hiicre sayimi1 yapilarak 1ml’deki hiicre sayisi bulunmustur.
Buna gore deneylerde kullanilmak {izere ka¢c ml hacimde hiicre alinmasi gerektigi

hesaplanmustir.
Hiicre Canlilik Deneyleri:

KELLY hiicreleri 10,000hiicre/ 100ul kuyucuk basina olacak sekilde 96 kuyucuklu plaka
igerisine ekilmislerdir. Devaminda bir gece boyunca inkubasyona birakilmiglardir. Ertesi giin
farkli dozlarda (0, SuM, 10uM, 25uM, 50uM, 100uM, 200uM) Etoposid ve farkli dozlarda
(OuM, 6.75uM, 12.5uM, 25uM, 50uM ,100uM) dozlarda Cisplatin ile 24 saat ve 48 saat
stirelerle muamele edilmislerdir. Yine kombine kullanimda degisen dozlarda Etoposid Cisplatin
ilaglart 10 puM LCL-161 ile kullanilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicre canliliklari

Olciilmiistiir.
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Hiicre canlilig1 Kristal Viyola yontemi kullanilarak incelenmistir. Bu amagla Feoktistova
M ve ark. protokolii kullanilmistir (145). Bu amacgla 9%0,5’lik kristal viyola soliisyonu
hazirlanmigtir. 0.5 g kristal viyola tozu tartilarak 80 ml distile su igerisinde ¢Oziilmiis ve

devaminda iizerine 20ml metanol eklenmistir.

96 kuyucuklu plakadaki ortamlar uzaklastirilmistir. Hazirlanan bu %0,5’lik kristal viyola
soliisyonda her bir kuyucuga 50ul konulmustur. Devaminda hiicreler 2 saat boyunca oda
sicakliginda inkube edilmislerdir. 2 saat sonrasinda kristal viyola soliisyonu uzaklastirilmis ve
plaka hafif dikey bir sekilde musluk suyuyla dikkatlice yikanmistir. Devaminda plaka
kurumaya birakilmistir. Bir giin sonra kuruyan plaka igerisine 50ul metanol eklenmistir. Plaka
sallayicinin (shaker) iizerine konularak 20dk oda sicakliginda inkube edilmistir. Devaminda
plaka okuyucuda 590nm’de absorbans okumasi gergeklestirilmistir. Devaminda hiicre
canliliklar1 kogullar arasinda karsilastirilmistir. Sonuglar GraphPad Prism programi (Graphpad,

Chicago, ABD) kullanilarak analiz edilmis ve grafikler olusturulmustur.
Annexin V-FITC/PI Boyamas ile Hiicre Oliim Tiplerinin Analizi:

KELLY ve SH-SY5Y hiicreleri hiicre kiiltiiriinde yukarida belirtilen kosullarda
yetistirilmistir. Hiicreler yeterli yogunluga ulasinca T-25’lik flasklar igerisine 1 milyon hiicre
olacak sekilde ekilmislerdir. Deney giinii hiicreler {izerindeki ortam uzaklastirilmistir. Hiicre 1
defa 1X PBS’le yikanmiglardir. Devaminda flask igerisine 2-3ml Tripsin-EDTA konularak
flask 37C’de 5dk bekletilmistir. Inkubasyon sonrasinda hiicrelerin kalkip kalkmadiklart
mikroskop altinda incelenmistir. Eger hiicreler kalktiysa, flask1 i¢erisine eklenen tripsini iki kati
kadar FBS’li ortam eklenerek tripsin inhibe edilmistir. Devaminda hiicre soliisyonu 15ml’lik
test tlipli icerisine alinarak 400g’de 5dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi hiicreler ¢okerek
pellet olusturmus, {istteki supernatan kismi ise atilmistir. Pellet {izerine tekrardan Sml (pelletin
bliytikliigline gore degisebilir) FBS’li ortam eklenmis ve pipetaj yapilarak pellet dagitilmistir.
Devaminda 10-100 ul hacminde alinip bir 1.5ml test tiipii i¢erisine konulmustur. Hiicre sayimi
icin 0,5%]lik Tripan mavisi ¢ozeltisinden 10 pl alinmig ve 1.5ml test tiipii icerisindeki hiicre
sollisyonundan da 10 pl alinarak 1:1 oraninda karigtirilmis ve Thoma lamina konulmustur.
Inverted mikroskop altinda hiicreler sayilmistir. Bu sayim sirasinda parlak renkli hiicreler canli

iken maviye boyanmis hiicreler 6lii olarak kabul edilir.

Sayilan hiicre*2 *10™4 = Iml’deki hiicre sayisi
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Bu formiilden yola ¢ikilarak 1ml’deki hiicre sayist ve totalde hiicre sayisi hesaplandi.
Buna gore 1milyon hiicre i¢in hangi hacimde hiicre sollisyonu alinmasi gerektigi belirlendi.
Alinan hiicre soliisyonuna devaminda FBS’li ortam eklenerek total hacim S5ml’e tamamland.

Ve hiicreler T25 flask igerisine aktarildi.
[lag indiiksiyonlart:

1 giin sonra hiicreler Cisplatin, LCL-161, Etoposid, CisplatintLCL-161, Etoposid+LCL-161

ve negatif kontrol kosullarinda indiiklendiler.

KELLY i¢in: 50uM Cisplatin, 50uM Cisplatin+10uM LCL-161, 50uM Etoposid, 50uM
Etoposid +10uM LCL-161, 100uM LCL-161, negatif kontrol (2 adet)

SH-SYS5Y igin: 12,5uM Cisplatin, 12,5uM Cisplatin+10uM LCL-161, 50uM Etoposid, 50uM
Etoposid +10uM LCL-161, 10uM LCL-161, 50uM LCL-161 ve 100uM LCL-161, negatif
kontrol (2 adet) ¢alisildi.

Hiicreler 24- 48 saat boyunca muamele edildikten sonra Annexin V-FITC/PI kiti
kullanilarak akim sitometrisinde hiicre 6liim tayini yapilmistir. Normalde hiicre membranin i¢
kisminda bulunan fosfatidil serinler, erken apoptotik donemde hiicre membraninin dis kismina
cikarlar. Annexin V de spesifik olarak Ca2+ bagimli bir sekilde bu fosfatidil serinlere baglanir.
Bu sayede apoptoz saptanabilir. FITC ise yesil florasan boyadir, 495 ile 519nm arasinda 1s1ma
vermektedir. Propidium iyodiir (PI) ise kirmizi bir niikleer boyadir ve canli hiicrelerden
gecemezken Oli hiicreleri boyar. PI, DNA’daki bazlar arasina girerek baglanir ve baglanma
sonrasinda 1s1ma miktar1 artar. Bu sayede 6l hiicreler saptanir. Yapilan bu Annexin V-FITC/PI
caligmasinda uygulanan kosullarda hiicrelerin yiizde kaginin sag kaldig1 ylizde kaginin 6liime

gittigi ve bu 6liimiin apoptotik mi yoksa diger sekilde mi oldugunun incelenmesi amaglanmustir.

Hiicreler, hiicre kaziyici ile toplandi. Toplanan hiicreler 300g 5dk santrifiij yapilarak, tist
kisimdaki supernatan uzaklastirildi. Devaminda hiicreler 1X soguk PBS ile yikandi. Tekrardan
300g 5dk santrifiij yapilarak iist kisstmdaki supernatan uzaklastirildi. Hiicre pelleti iizerine 100ul
1X AnnexinV Baglama Tamponu eklendi. Pellet tampon igerisinde dagitildi. Devaminda buffer
icerisine 2,5ul Annexin V-FITC ve 2,5ul Propidium iyodiir (PI) eklendi. Vortekslendi.
Karanlhkta 15-20dk beklendi. Uzerine 400ul Annexin V Baglama Tamponu eklendi.

27



Vortekslendi ve 5ml’lik FACS tiiplerine aktarildi. Devaminda Akim sitometrisi cihazinda

okumalar gerceklestirildi.
RNA Izolasyonu:

RNA izolasyonu i¢in, hiicreler 50 uM LCL-161 ile 48 saat muamele edildi. Negatif
kontrol hiicrelerine ise herhangi bir kimyasal eklenmemistir. Inkiibasyondan sonra hiicreler, 1
X soguk fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikandi. Hiicreler, bir hiicre kaziyict kullanilarak
ayrildi. Hiicreler 5 dakika 400 x g'de santrifiijlendi. Hiicre pelleti, 1X soguk PBS ile iki kez
yikandi. Santrifiijlemeden sonra, PBS tamamen atildi. RNA izolasyonu, Nucleospin RNA
izolasyon kiti kullanilarak ve kitin protokol asamalar1 izlenerek yapildi. Bu amagla hiicreler
once lizis tamponu ile muamele edildi ve devaminda Nucleospin filter kolon igerisine
aktarilarak santrifiij ile ¢oktiiriildii (lizis asamast). Filtrasyon sonrasinda alttaki tiipe gegen sivi
kisim alindi ve %70’lik etanol ile karistirildi. Devaminda Nucleospin Triprep kolon igerisine
aktarildi ve santrifiij yapildi, bu sayede DNA ve RNA’larin kolona baglanmasi saglandi
(binding asamasi). Devaminda kolon iki defa yikama tamponu ile yikandi (yikama asamasi).
Bu igslemlerden sonra kolon rDNAz karisimi ile 15dk oda sicakliginda inkube edilerek kolona
bagli olan DNA’lar par¢alandi. Bu islemden sonra kolon bir kez daha yikama tamponu ile
yikandi. Daha sonra kolon 1.5 ml yeni bir test tiipii icerisine konuldu ve {lizerine niikleaz-free
su eklenerek RNA eldesi gerceklestirildi (elde asamasi). RNA konsantrasyonu, Nanodrop
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanilarak 6l¢iildii.

RNA Sekanslama:

RNA numuneleri ayrica Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
ABD) kullanilarak biitiinliik agisindan degerlendirildi. Sekanslamada kullanilacak kiitiiphane,
tireticinin talimatlar1 izlenerek Total RNA Library Prep kiti (Illumina, San Diego, CA, ABD)
kullanilarak hazirlandi. Ribozomal RNA'lar1 yok etmek i¢in Ribozomal RNA Indirgeme Kiti
(Illumina, San Diego, CA, ABD) kullanildi. Saflagtirma, parcalama, birincil ve ikincil cDNA
sentezi, indeks/adaptor dizilerinin eklenmesi ve amplifikasyon ve normalizasyon buna gore
gerceklestirildi. Prosediiriin ardindan, RNA'nin kalitesi yine Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, ABD) kullanilarak kontrol edildi. Dizileme, NovaSeq
platformu (Illumina, San Diego, CA, ABD) kullanilarak yapildi. Numune basina ortalama 2 x
30 milyon ¢ift uglu 2 x 100bp okuma elde edildi.
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Veri analizi:

Siralama  verilerinin  kalitesi, FASTQC (Babraham Bioinformatics, UK,
//www .bioinformatics.babraham.ac.uk) kullanilarak kontrol edildi. Kalite degerlerine dayali
olarak Trimmomatic araci (http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic) kullanilarak
ham verilerdeki diisiik kaliteli temel okumalar1 ve olasi adaptor indeksi kontaminasyonlarini
ortadan kaldirmak icin okumalar kirpildu. HISAT2.2.1 aracl
(http://dachwankimlab.github.io/hisat2/), referans genom olarak GRCh38.p13 (Genome
Reference Consortium Human Build 38, INSDC Assembly GCA 000001405) kullanilarak,
hizalama yapildi. Hizalamanin ardindan, her transkriptteki okuma sayis1 Subread 2.0.3 araci
(http://subread.sourceforge.net) kullanilarak hesaplandi. Edge R/Bioconductor (https://www.
bioconductor.org) paketi kullanilarak veri setinden c¢ok diisiik veya ifade etmeyen genleri
cikartildi. Genlerin p degerleri lizerinde Benjamini-Hochberg'in diizeltmesi uygulandi. P
degerlerinin cut-off degeri 0,05 olarak belirlendi. Filtrelemeden sonra, ham ve normallestirilmis
veri kiimelerindeki milyon basina say1 (CPM) dagilimlart karsilagtirildi. Gen ekspresyonu
degisimleri, Bioconductor paketinin limma araci kullanilarak belirlendi. Grafikler, temel R ve
ggplot2 paketleri (https://cran.r-project.org/web/packages/ggplot2/index.html) kullanilarak
hazirlanmistir. Gen ontolojisi (GO) ve Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi (KEGG)
zenginlestirme analizi, KEGG ¢evrimigi veri tabani (//www.genome.jp) kullanilarak, 6nemli
Olciide diferansiyel olarak eksprese edilen (DE) genlere (p <0.05), log-fold change (logFC)
degerlerine gore yapildi. Protein-protein etkilesim analizi, en iyi DE genlerine dayanan

STRING ¢evrimigi veri tabani (//string-db.org) kullanilarak yapildi (140).
mRNA ’lardan cDNA Sentezi:

Gen ekspresyon c¢alismalarinda kullanabilmek icin mRNA’larin cDNA’lara ¢evrilmesi
gerekmektedir. Bu amagla cDNA sentez kiti kullanilmistir. cDNA sentezi kitin protokoliine
gore gerceklestirilmistir. Kitin iceriginde Reverse transkriptaz enzimi, reaksiyon tamponu ve
distile su bulunmaktadir. Steril 0,2 m1’lik PCR stripleri igerisine, Konsantrasyonlar1 az oldugu
icin  RNA soliisyonundan 14 pl konulmustur. 4 pl Reaksiyon Tamponu eklenmistir.
Devaminda test tiipleri 5dk buzun iizerinde bekletilmistir. Uzerlerine 2 ul Revers transkriptaz

enzimi eklenerek reaksiyon 20 pl son hacmine tamamlanmistir.
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Reaksiyon kosulu olarak; 42°C 15dk , 85°C 5dk, 65°C 15dk ve 4°C  hold olarak
gerceklestirilmistir. Sentezlenen cDNA’lar 1:10 seklinde distile su ile sulandirilmislardir. Bu

sekilde PCR reaksiyonlarinda kullanilmislardir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):

PCR reaksiyonlart Light Cycler 480 SYBR Green Master Mix (Thermo, ABD)
kullanilarak gercklestirildi. PCR reaksiyonlart Roche Nano (Roche, Almanya) cihazinda
gerceklestirilmis ve sonuglar makine tarafindan hesaplanmis ve grafikler makinenin kendisi
tarafindan olusturulmustur. PCR primerlerinin dizayn1 Eurofins Genomics websitesi

kullanilarak yapilmis ve primerler yine Eurofins tarafindan sentezlenmistir.

Tablo 2. Q-PCR Reaksiyonlarinda Kullanilan Primerler

Gen Ad1 Forward Primer Reverse Primer

TRIB3 5" AGT TCA GAG CCA GGA GGA G-¥’ 5" AGA GGA GGG AGA CAGAGA AG ¥

CHOP(DDIT3) | 5 TCT TCC TCC TCT TCC TCC TG 3’ 5 TCT TGA CCC TGC TTCTCT G 3’

PPP1R15SA 5 TCC TCT TCC ACT CCT GCT AC 3’ 5" CCT CAC TAT CCACATCCTCATC ¥

AMOT 5> ACC ATC ATC ACC ATC ACCAC 3 5" ACC TTC TCA TAG CAT CCT TCC 3’

AKNA 5" GACTCT TTC CCA ATGCCAC ¥ 5" TCC TCA ACCTCC AGACTTCC 3

cIAP1 5" GGA GAT GAT CCA TGG GTA GA 3° 5" ACA AAC TCT TGG CCT TTC AT 3’

cIAP2 5" CGG ATG AACTCCTGTCCTTT 3’ 5" TGC TGG GAA TCT GGA GAT GA 3°

XIAP 5" TGT TGT TCC CAA GGG TCT TC 3’ 5" TGC TTT AGG TGA AGG TGA TAA AGTA
3

CAS3 5" GAG TGC TCG CAG CTC ATA CCT 3’ 5’ CCT CAC GGC CTG GGA TTT 3’

CAS8 5’ CCT GGG TGC GTC CACTTT 3’ 5" CAA GGT TCA AGT GAC CAA CTC AAG
3

RIPK1 5> AGC CGA GAT GAGTACTCCG 3’ 5’ TCC TTG TGT ATC ACG CCT TT 3’

RIPK3 5" CCT TCC GGT TTA CGT TAACAA AC3’ | 5 ACGTCA AGC TGG CAG ATTTTG 3’

GAPDH 5" GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG 3’ 5 TGC ACC ACC AAC TGC TTAGC 3’

PCR reaksiyonu i¢in; 1 vial Light Cycler 480 SYBR Green Master Mix ¢oziildii. 10X
konsantrasyonda PCR primerleri su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. 1,5 ml test tiibii igerisine

her bir reaksiyon i¢in; 3 pl steril su, 2 ul Primer ¢ifti (1 pl forward, 1 pl reverse primer), 10
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ul SYBR Green Master Mix konuldu. Pipetleme yapilarak reaksiyon karigtirildi. 15 pl
reaksiyon karisimindan alinip 8°li Nanostripler igerisine aktarildi. Uzerine 5 pul cDNA eklendi.
Stripler hafif¢e spin yapilarak icerisindeki koptkciikler yok edildi ve karigim karistirildi.
Striplerin tizeri kapatildi. Roche Nano cihazina konuldu.

PCR cihaz programu:

95°C 10sn

95°C 10sn

50-55°C 20sn 45 siklus
72°C 20 sn

40°C  30sn

e 3 step amplification
e Melting
e (Cooling
Gen ekspresyon degisimleri Livak metodu (135) kullanilarak delta-delta c¢T degerleri
hesaplanarak bulunmustur. Buna gore kosullardaki gen ekspresyon degisimleri negatif kontrol

ile kiyaslanarak relatif gen ekspresyon degisimleri hesaplanmustir.

Pro-Apoptotik Genler: Kaspaz 3, Kaspaz 8, Fas Assosiye Death Domain (FADD)

Anti-apoptotik Genler: Inhibitdr Apoptoz Protein 1 (IAP1), Inhibitér Apoptoz Protein 2 (IAP2),
Inhibitér Apoptoz Protein-X (XIAP)

Nekroptotik Genler: Reseptor Interaksiyon Kinaz 1 (RIP1), Reseptor Interaksiyon Kinaz 3
(RIP3), Mixed lineage kinaz domain benzeri psédokinaz (MLKL)

Kontrol Geni: Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH), B-aktin (B-aktin)

Endoplasmik Retikulum Aracilikli Stres Genleri: Tribbles Pseudokinaz 3 (TRIB3), C/EBP
Homolog Protein 10 (CHOP ve ya DDIT3), Protein Fosfataz 1 Regiilator (Inhibitdr) Subunit
15A (PPP1RI15A)

RNA Sekanslama Konfirmasyonu i¢in Kullanilan Genler: Angiomotin (AMOT), AT-Hook
Iceren Transkripsiyon Faktor (AKNA)
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3.6 Verilerin Degerlendirilmesi

Hiicre canlilik deneylerinde her bir kosul en az 3’li olarak calisilmus. ilagla muamele

edilmeyen hiicreler negatif kontrol olarak kullanilmistir.

Yiizde Hiicre canlihgi = ilagla muamele edilen hiicrelerin absorbansi /negatif kontrol

hiicrelerin absorbanst *100  olarak hesaplanmistir.

Buna gore GraphPad Prism GraphPad Prism versiyon 8.0.0 Mac OS X (GraphPad

Software, San Diego, CA, USA, www.graphpad.com) programinda grafikler olusturulmustur.

Her hiicreleri %50 6ldiiren konsantrasyon lethal doz 50 (LD50) olarak kabul edilmistir.

Akim sitometri deneyinde analizler cihazin kendi programi kullanilarak otomatik olarak
gerceklestirilmistir. Bu analizler de boyama yapilmayan negatif kontrol hiicresine gore

kapilama yapilip, ilagla muamele edilen kosullar buna gore degerlendirilmistir.

RNA sekanslama deneyinde analizler R programlama kullanilarak, bu programdaki
uygun paketler kullanilarak gergeklestirilmistir. Diferansiyel eksprese genlerin belirlenmesi ve
siralamada P degeri, false discovery rate (FDR) degeri ve logFc degerlerinden yararlanilmistir.
Analizden detayli olarak bulgular kisminda bahsedilmistir. Gene ontoloji analizleri ise web

tabanl araclar kullanilarak diferansiyel eksprese gen listesi lizerinden gerceklestirilmistir.

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

anlamli degisimin olup olmadiginin saptanmasi icin t testi kullanilmistir.
3.7 Arastirmanin Simirhliklar:

Planlanan tez calismasinda Cisplatin ve Etoposid ilaglar1 disinda Karboplatin,
Siklofosfamid, Ifosfamid ilaglarnin da kullanilmasi planlanmaktaydi. Ancak kemoterapi
ilaglarina ulagmakta ciddi zorluk yasandigindan &tiirii (eczanelerde kemoterapi ilaglarinin
satilmamasi, hastane eczanesinden bu ilaglari elde etmekte yasanan zorluklar ve buradan gelen
ilaglarin aktivitesinde yasanan sikintilar neticesinde) ¢alisma sadece Cisplatin ve Etoposid
ilaglar1 ile yapilabildi. Bir de tez calismamizda protein ekspresyonlarinin da incelenmesi
Onerilmisti. Ancak dolar kurundaki yilikselmeler ve boliimiimiizde hali hazirda western blot
sisteminin bulunmayist ve bu sistemi kurmak i¢in gereken sarf malzemelerin maliyetleri olusu

ve elimizdeki biitgelerle bu maliyeti karsilayamadigimizdan dolay1 protein ekspresyonlari
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sadece akim sitometrisi ile incelenebilmistir. Amaclanan detayl protein ekspresyon ¢alismalari

olusan maliyeti karsilayacak proje biitcesine sahip olamadigimiz i¢in gergeklestirilememistir.
3.8 Etik Kurul Onay1

Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
18.10.2018 tarihli 2018/26-07 no’lu etik kurul onay1 alinmistir. Etik kurul onay1 6rnegi EK’te

sunulmustur.
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4. BULGULAR
4.1 Hiicre Canliik Analizleri

LCL-161, monovalent tipte bir SMAC mimetiktir. LCL-161’in tek basina SH-SYSY
hiicrelerinin canlilif1 tizerine etkisi WST-1 yontemi ile incelenmistir. Bu amagla SH-SYSY
hiicreleri 0-200uM arasi farkli dozlarda LCL-161 ile 24 saat ve 48 saat muamele edilmisler ve

bu siirenin sonunda hiicre canlilig1 6l¢iilmiistiir.

150
M 24h
2 [ 48h
21001 & &
S z
= i
> 5
Q
O
01, . .
00 125 250 50.0 100.0 200.0
LCL-161(uM)
150
* 24h
48h

-t
o
o

(2]
o

Cell Viability (%)

0 50 100 150 200 250
LCL-161(uM)

Sekil 7. LCL-161"in 24 saat ve 48 saat siireclerde SH-SY5Y hiicrelerinde farkli dozlarda

(0-200uM) hiicre canliligina etkisi incelenmistir.
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50uM LCL-161 dozundan itibaren SH-SYSY hiicrelerinin  %50’sinin  6ldiigi
gozlenmistir. 24 saat ve 48 saatlik siirelerde LCL-161"in hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi pek
degismemistir. Buna gore ileriki deneylerde kullanilmasi hedeflenen tek basina LCL-161 dozu

50 uM olarak belirlenmistir.

Devaminda LCL-161 uygulamasi Cisplatin veya Etoposid etkinligini arttiric1 yonde bir
etki yapar m1 sorusuna cevap aranmistir. Bu amagla literatiirde de kullanilan (Najem S, 2016)
LCL-161 dozu olarak nispeten diisiik bir doz olan 10uM kullanilmas1 kararlagtirilmistir. 10uM
LCL-161 ile farkli dozlarda Cisplatin veya Etoposid ilaglarinin kombine etkinligi SH-SY5Y ve

KELLY hiicre hatlarinda incelenmistir.

Ilk asamada SH-SYSY hiicre hattinda farkli dozlarda Cisplatin ve Cisplatin kombine
LCL-161(10uM) kullaniminin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi 24 ve 48 saat siirelerde WST-1

yontemi kullanilarak incelendi.
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SH-SY5Y Hiicre Canliik -24h
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Sekil 8. Cisplatin (0-100uM) ve LCL-161 (10uM) kombine uygulamasinin SH-SY5Y

hiicreleri lizerinde 24 saatlik canlilia olan etkisi

Buna gore 24 saatlik siirede SH-SYS5Y hiicre hatlarinda LCL-161, Cisplatin etkinligini

kismi1 diizeyde arttirmistir. Ancak uygulanan Cisplatin kosullart arasinda anlamli bir fark

bulunmamastir.
SH-SY5Y Hucre Canlilik -48h
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Sekil 9. Cisplatin (0-100uM) ve LCL-161 (10uM) kombine uygulamasinin SH-SY5Y

hiicreleri iizerinde 48 saatlik canliliga olan etkisi
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48 saatlik stirede ise; SH-SY5Y hiicre hatlarinda hizlandirici bir etkisi olsa da LCL-161’in

Cisplatin etkinligini anlamli bir sekilde arttirmadig1 gozlendi.

KELLY Hucre Canlilik
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Sekil 10. LCL-161"in 24 saat ve 48 saat siirclerde KELLY hiicrelerinde farkli dozlarda

(0-200uM) hiicre canliligina etkisi incelenmistir.
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KELLY Hucre Canhlilik- 24h
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Sekil 11. Cisplatin (0-100uM) ve LCL-161 (10uM) kombine uygulamasimin KELLY

hiicreleri iizerinde 24 saatlik canliliga olan etkisi

24 saatlik siireden itibaren Cisplatin ’in ciddi bir bi¢gimde KELLY hiicre canliligini
azalttigt gozlenmistir. Ancak LCL-161 wuygulamasi, KELLY hiicrelerinde Cisplatin

etkinliginde anlaml1 bir artigsa sebep olmamustir.

KELLY Cisplatin vs Cisplatin-LCL-161 48h

1504
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[ Cisplatin&LCL-161

-
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Cisplatin

Sekil 12. Cisplatin (0-100uM) ve LCL-161 (10uM) kombine uygulamasinin KELLY

hiicreleri lizerinde 48 saatlik canlilia olan etkisi

KELLY hiicrelerinde Cisplatin ‘in yiiksek oranda hiicre 6liimiine yol ag¢tig1 goriilmiistiir.

Ancak LCL-161, Cisplatin etkinliginde anlaml1 bir artiga yol agmamustir.
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SH-SYS5Y Hiicre Canlilik - 24h
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Sekil 13. Etoposid (0-200uM) ve LCL-161 (10uM) kombine uygulamasinin SH-SY5Y

hiicreleri lizerinde 24 saatlik canlilia olan etkisi

SH-SYS5Y hiicrelerinde, 24 saatlik siirelerde Etoposid uygulamasi artan dozlarda daha

yiiksek hiicre 6liimiine yol agmistir. Ancak uygulanan LCL-161"in Etoposid etkinligine anlamli

bir etkisi goriilmemistir.

SH-SY5Y Hicre Canlilik - 48h
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Sekil 14. Etoposid (0-200uM) ve LCL-161 (10uM) kombine uygulamasinin SH-SY5Y

hiicreleri lizerinde 48 saatlik canlilia olan etkisi
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SH-SYSY hiicrelerinde, 48 saatlik siirelerde Etoposid uygulamasi 24 saatlige gore daha
da 6liimi arttirmistir ve doza bagli olarak da o6liim yiizdesi artmistir. Ancak uygulanan LCL-

161’in Etoposid etkinligine anlamli bir katkis1 olmamustir.

KELLY Hucre Canlilik - 24h
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Sekil 15. Etoposid (0-200uM) ve LCL-161 (10uM) kombine uygulamasinin KELLY

hiicreleri iizerinde 24 saatlik canliliga olan etkisi

KELLY hiicrelerinde 24 saatlik siirede Etoposid ’in artan dozlarla tek basina hiicre

Olimiini arttirdigl gozlenmistir, LCL-161"in Etoposid etkinligine ilaveten anlamli bir etkisi

goriilmemistir.
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Sekil 16. Etoposid (0-200uM) ve LCL-161(10uM) kombine uygulamasinin KELLY hiicreleri

tizerinde 48 saatlik canliliga olan etkisi

KELLY hiicrelerinde 48 saatlik siirede Etoposid ‘in artan dozlarla tek basina hiicre
Oliimiini arttirdigl gozlenmistir, LCL-161"in Etoposid etkinligine ilaveten anlamli bir etkisi

goriilmemistir.
4.2 Mikroskopi Goriintiileri

100uM LCL-161 ile inkube edilen SH-SYSY hiicreleri 24-48-72 saatlik siirelerde mikroskop

altinda incelenmistir.

LCL-161(100 pM) - 24h

£ Mg A

e

1611480k
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Sekil 17. LCL-161(100 uM) ile muamele edilmis ve kontrol SH-SYSY hiicrelerinin
mikroskopi goriintiileri (24 -48 -72 saatlik)

L ]

CODP (100 AM)8LEL 161 = 24h

CDDPY(100 uM) - 48h ‘& GDOPY100 piaLCl 161 — 480
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Sekil 18. Cisplatin (100 pM) tek basina ve Cisplatin (100 uM) & LCL-161(10 uM) ile
muamele edilmis SH-SY5Y hiicrelerinin mikroskopik goriintiileri (24-48-72 saatlik)

ETO (100 yM)&LCL-161.-24h
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Sekil 19. Etoposid (100 uM) tek basina ve Etoposid (100 uM) & LCL-161(10 uM) ile
muamele edilmis SH-SY5Y hiicrelerinin mikroskopik goriintiileri (24-48-72 saatlik)

4.3 Akim Sitometrisi Analizleri

LCL-161 ile Cisplatin veya Etoposid uygulamasinin hangi tip hiicre 6liimiine yol agtigini

incelemek i¢in Annexin V/ Propidium iyodiir boyamasi yapilmistir.

01 SHSYSY unstained 874 02 SHSYSY control 875 ) 03 SHSY5Y LCL-161 10 uM 876
501 0.01% Bes: 0.01%]  '¥IB-e: 1.20% Boo: 1.78% "5 02 2.32% T 8002 1.96%
10‘1 vo‘-] 10'
& 10 & 10 a 10'
10" A 10" 104
ﬂ”-‘m B+-: 0.00% B+-: 0.61% Bz 1.59%
:t')' ;:r "110 w 1w w u')’ 10
Annexin.V FITC Annexin.V FITC Annexin.V FITC
04 SHSYSY LCL-161 50 um 877 . 05 SHSYSY LCL-161 100 uM 878 X 06 SHSYSY ETO 879
Wig s 2.97% Boo: 3.86% "3 2.53% Bes:5.37% %764 2.46% etz 1.47%
|o‘1 10" 104
& 10 & 10
Be-: 0.91%
S
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07 SHSYSY ETO + LCL-141 BBO

08 SHEYSY CNDDP 881 09 SHSYSY CHDDP + LCL-161 BB2

wh

1B-+1 4,165 Batt 4615 W ig AT Best 5.24% W TEe 304 Biee: 4.55%
19 o
Be-z 2.18%
B+-z 1.97% ; B+-: 2.ETX
w " T w w w 10 w
Annexdn.V FITC Annexdn.V FITC
Sekil 20. SH-SYS5Y hiicrelerinde AnnexinV/PI incelemesi
SH-SYS5Y  hiicrelerinde farklt dozlarda LCL-161 (10uM, 50uM, 100uM)

uygulamasinin, tek basina Etoposid uygulamasi, Etoposid ve LCL-161 kombine uygulamasi,
tek basma Cisplatin uygulamasi, Cisplatin ve LCL-161 kombine uygulamasiin hiicre
canliligina, apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimiine etkisi akim sitometrisinde Annexin V/PI

boyamasiyla incelenmistir.

X 001 Kelly Cells unstained 002 Kelly Cells Control X 003 Kelly Cells LCL-161
" Ta0 3.40¢ A2 0.27% W 0 T Aes: 16.77% a0 18,013 TAVeE 39.69%
10° '0‘1 10°
é 10" & 10 & 104
o
[y
107 107
la--: 96.33% Ar-: 0.00% A--: 20.81% vz 21.48%
i 2 1© 10 % pa 10 10
FL1 unstained Annexin.V FITC
- 004 Kelly Cells Cisplatin 005 Kelly Cells Cisplatin+LCL-161
P Th 3.82¢ Ave: 78.44X TA-e: 5.87% Ass: B7.19%
10" '0\1
& 10 & 10
10 i 10’
ot 9.41% Av-: 8.33% A 4.01% Av-: 2.94%
;‘ i‘o' 1;‘ 10 ‘;:V 110' T(r w
Annexin.V FITC Annexin.V FITC
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006 Kelly Cells Etoposide X 007 Kelly Cells Etoposide~LCL-161
Ao 1.73% Ase: 19.06% T 2.73% Ave: 17.79%

12 23.41N

As-: 22.83%
R D e e e e v ey L T e
w w w w w w 1° 10
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Sekil 21. KELLY hiicrelerinde Annexin V/PI incelemesi

KELLY hiicrelerinde LCL-161(100uM) uygulamasinin, tek basma Cisplatin, Cisplatin
ve LCL-161 kombine uygulamasinin, Etoposid tek basina, Etoposid ve LCL-161 kombine
uygulamasinin hiicre canliligi, apoptotik ve nekrotik 6liim tizerine etkinligi Annexin V/PI

yontemi ile incelenmistir.

4.4 RNA Sekanslama Analizleri

Calismada SH-SYS5Y, insan noroblastom hiicre hatt1 kullanilmistir. SH-SYS5Y hiicreleri,
gen ekspresyonundaki degisiklikleri incelemek i¢in 50uM LCL-161 ile 48 saat inkiibe edildi.
Negatif kontrol ve LCL-161 ile muamele edilmis SH-SYSY hiicreleri iizerinde toplam RNA
sekanslama analizi yapildi. Kosullar aras1 total 2932 gende ekspresyon degisimi saptanmustir,
1550 genin ekspresyonunda artis gozlenirken 1382 genin ekspresyonunda ise azalis

gozlenmektedir.

46



Differentially Expressed Genes

eaperimeat - control

s 1500

1000

500

Down Up

Sekil 22. Negatif kontrol ve LCL-161 uygulanan kosullardaki hiicreler arasindaki gen

ekspresyon degisimleri

Negatif kontrol ve LCL-161 ile muamele edilmis gruplar arasindaki gen ekspresyon
seviyelerindeki farkliliklar, denetimsiz hiyerarsik kiime analizi kullanilarak hesaplandi.
Numuneler arasindaki Oklid mesafesi, normallestirilmis okumalara dayali olarak olciildii.
Kiimeleme, ward. D2 yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Ayrica, istatistiksel olarak
anlamli degisiklik gosteren genler, P degeri (P <0,05), false discovery rate (FDR < 0,05) ve
logFc (logFc > 1.5) degerleri iizerinden degerlendirildi ve logFc degerlerine gore siralandi. En
cok anlaml degiskenlik gosteren 50 gen, 1s1 haritasinda gosterildi. Yine volkan grafigi ile

anlamli degiskenlik gdsteren genler kirmizi noktalarla belirtilmistir.
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Sekil 23. En ¢ok anlaml1 degiskenlik gdsteren 50 gen 1s1 haritas1 grafiginde gosterilmesi
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Volcano Plot (control - experiment)
Red dots indicate genes with FDR < 0.05and FC > 1.5
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Sekil 24. Negatif kontrol ve LCL-161 uygulanan kosullardaki hiicreler arasinda gen
ekspresyonu anlamli degisiklik gosteren genler volkan grafigi ile gdsterilmesi

Normalized Counts (control - experiment)
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Sekil 25. Ekspresyonu en fazla anlamli degiskenlik gosteren ilk 5 genin normalize edilmis
okumalari
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Tablo.3. RNA sekanslama sonuglarina gore en fazla degisken ekspresyon gosteren 100 gen

Transcript logFC P value FDR

TRIB3 -3,0034213 4,26E-18 4,60E-14
RHOB -2,0609802 1,08E-17 5,84E-14
PPP1R15A -2,2247043 2,22E-17 8,01E-14
AKNA -4,0010216 1,00E-16 2,70E-13
AMOT 1,77007948 2,77E-16 5,99E-13
ATF3 -2,2125928 1,89E-15 3,41E-12
CTH -1,8326773 2,14E-14 3,31E-11
KCTD12 1,50921447 2,92E-14 3,94E-11
XBP1 -1,2869467 1,19€-13 1,42E-10
JUND -1,3316834 3,10E-13 3,04E-10
ALDH1A2 2,26867703 3,09E-13 3,04E-10
FBN2 1,4075943 7,29€-13 6,56E-10
CA2 2,75594464 1,29€-12 1,07E-09
CDC42EP1 -1,1931842 1,71E-12 1,32E-09
ANXA6 1,27917033 2,59E-12 1,87E-09
MDK 1,47414179 2,90E-12 1,96E-09
SLC7A1 -1,1394473 4,53E-12 2,88E-09
PGK1 1,23306891 4,87E-12 2,92E-09
PRDX1 1,2104302 6,70E-12 3,81E-09
CEBPG -1,1392164 8,20E-12 4,43E-09
PGAM1 1,10674008 1,09e-11 5,41E-09
GADD45A -1,4944574 1,10E-11 5,41E-09
STX3 -1,4225372 1,18E-11 5,52E-09
NME4 1,12505821 1,25e-11 5,63E-09
PKM 1,15508695 1,45E-11 6,25E-09
EIF4EBP1 -1,0257867 1,58E-11 6,57E-09
IGFBP5 2,80555198 1,97€-11 7,88E-09
PXDN 1,48851426 2,11E-11 8,15E-09
BAHCC1 1,33810818 2,23€-11 8,28E-09
ARHGEF2 -1,0577151 3,94E-11 1,42E-08
COL6A1 1,02070872 4,94E-11 1,72E-08
JUN -1,0753876 5,46E-11 1,84E-08
TNFRSF12A -2,2983272 6,45E-11 2,11E-08
HOXA13 1,909782 7,17€-11 2,28E-08
TPI1 0,98425215 8,18E-11 2,45E-08
KLF6 -1,379212 8,15E-11 2,45E-08
DDR2 -0,9497741 9,68E-11 2,82E-08
SAMD11 1,12987502 1,00E-10 2,84E-08
FUT1 -4,7363752 1,58E-10 4,37E-08
BCLAF1L 0,89794934 1,68E-10 4,50E-08
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T logFC P value FDR

LAMA4 2,39961313 1,71E-10 4,50E-08
CHAC1 -1,7320409 1,94E-10 4,98E-08
EIF1 -1,0524605 2,12E-10 5,29€-08
HMGAL 0,90945249 2,16E-10 5,29E-08
MARCKSL1 0,94148886 2,26E-10 5,43E-08
CKB 0,99325123 2,58E-10 5,69E-08
SNHG1 -0,9220919 2,56E-10 5,69E-08
S100A10 1,64157512 2,57E-10 5,69E-08
NOTCH3 1,81939401 2,57E-10 5,69E-08
SARS1 -0,9232097 3,18€-10 6,78E-08
KIF1A -0,9325835 3,20E-10 6,78E-08
FSCN1 1,54608899 3,62E-10 7,51E-08
SLC7AS -0,9051492 3,70E-10 7,53E-08
SLC38A1 -0,8692387 4,08E-10 8,02E-08
sTC2 -0,8749541 4,23€-10 8,02E-08
GPX1 0,86750052 4,18€-10 8,02E-08
UNC5B -0,9629794 4,18E-10 8,02E-08
COL4A2 1,21869442 4,37E-10 8,14E-08
CEBPB -1,424544 4,88E-10 8,93E-08
SELENBP1 2,29817676 6,03E-10 1,09e-07
SEPTING 1,30741473 6,39E-10 1,13e-07
SLC7A11 -1,4073451 6,51E-10 1,13e-07
CDKN2C 1,15368572 6,68E-10 1,14E-07
BNIP3 1,1872899 6,80E-10 1,15€-07
SLC3A2 -0,9646979 6,94E-10 1,15e-07
MATK 1,71014266 7,10E-10 1,16E-07
XPOT -0,8329641 7,77€-10 1,25e-07
SPTBN2 0,99782563 7,87E-10 1,25€-07
NR2F1 1,3939141 8,46E-10 1,32E-07
SIPA1L2 -1,1826797 8,81E-10 1,36E-07
GTPBP2 -0,9572822 9,11E-10 1,39E-07
KIF20A 1,08841066 9,37E-10 1,40€-07
UCHL1 0,86932259 1,13e-09 1,67E-07
soD1 0,89826313 1,16E-09 1,69E-07
Sox4 0,91046103 1,19€-09 1,72E-07
ASNSP1 -2,2401612 1,23€-09 1,72E-07
ZNF503-AS2 2,42724713 1,22E-09 1,72E-07
ITPR3 1,85517784 1,42E-09 1,97e-07
BAGALTS -0,8626164 1,51E-09 2,07€-07
TUBB4A 2,33976503 1,67E-09 2,25€-07
GAS1 1,34521602 1,74€-09 2,33€-07
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Transcript logFC P value FDR

MAGED1 0,86898215 1,81E-09 2,39E-07
CHPF -0,9476451 1,85E-09 2,40E-07
PCDH7 1,06615296 2,01E-09 2,58E-07
ERN1 -1,5749388 2,24€-09 2,85E-07
NT5DC2 0,82972926 2,38E-09 2,99€-07
SIX1 1,30218188 2,50E-09 3,10€-07
TP53 -0,8389043 2,71E-09 3,32E-07
UHRF1BP1 -0,891509 2,84€E-09 3,45E-07
SMARCA1 1,06446689 2,97E-09 3,53E-07
DLX1 1,90859246 2,98E-09 3,53E-07
SHISA2 2,00033583 3,01E-09 3,53€-07
ISYNA1 1,12488086 3,08E-09 3,57E-07
LRRC8D -1,2081241 3,54E-09 4,06E-07
SMAD6 1,32815578 3,58E-09 4,06E-07
BAGALNT4 1,38781234 4,24E-09 4,77€-07
PRDX3 0,77332131 4,38E-09 4,88E-07
sLT2 0,76361397 4,43E-09 4,88E-07
PLTP 1,34217856 5,05E-09 5,51E-07

GO yolu ve KEGG zenginlestirme analizleri, KEGG c¢evrimigi araci
(//www.genome.jp) kullanilarak yapildi ve ilk 100 DE geniyle ilgili biyolojik ve molekiiler
yollar1 gosterdi. Ayrica, protein-protein etkilesimleri, STRING veri tabani (//string-db.org)

kullanilarak incelendi ve ER-stresi ile ilgili genler arasinda giiglii etkilesimler gosterdi.

52



Sekil 26. En ¢ok diferansiyel eksprese olan 50 protein arasindaki baglantilarin STRING veri

tabaninda incelenmesi (140)
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Sekil 27. Gene ontoloji analizleri ile anlaml1 degiskenlik gosteren genlerle iligkili yolaklar

belirlenmesi

54



4.5 Es-zamanh Kantitatif PCR (Q-RT-PCR) Analizleri

4.5.1 Tek- basina LCL-161 Uygulamast Sonucunda Gen Ekspresyon Degisimleri

RNA sekanslama sonuglarini dogrulamak i¢in bir Q-RT-PCR analizi gerceklestirildi. Bu
amagla RNA sekanslama deneyinde oldugu gibi 50 uM LCL-161 ile 48 saat muamele edilen
SH-SYS5Y hiicrelerinden elde edilen mRNA’lar Q-RT-PCR analizlerinde kullanildi. Gen
ifadelerindeki degisimler genlere spesifik primerler ve GAPDH kontrol primer kullanilarak
delta-delta Ct metodu ile analiz edildi. Istatiksel olarak kosullar arasi farklilik t testi kullanilarak

hesaplandi.

Ilk etapta RNA sekanslama sonuclarinda gen ifadesi en fazla anlamli degiskenlik
gosteren genler incelendi. LCL-161 ile indiiklenen hiicrelerde Tribbles Pseudokinase 3 (TRIB3)
(p=0,0225), Protein Phosphatase 1 Regulatory Subunit 15A (PPP1R15A) (p=0,0277) gen
ekspresyonlari anlamli derecede artig gosterirken, Angiomotin (AMOT) (p=0,0187) gen
ekspresyonu anlamh diizeyde diisiik ¢ikmistir. Elde edilen bu Q-RT-PCR sonuglari, RNA
sekanslama sonuclarina paraleldir. RNA sekanslama ¢alismasinda AKNA gen ekspresyonunda
artis gézlenirken Q-RT-PCR sonuglarinda ise AKNA gen ekspresyonunda (p<0,001) anlaml

diizeyde azalig saptanmustir.

Calismanin devaminda LCL-161 ile indiiklenen hiicrelerde apoptotik gen ekspresyonlari
Kaspaz 8 (CASS), Kaspaz 3 (CAS3), C/EBP-Homolog Protein (CHOP veya DDIT3)
incelenmistir. CAS8 (p=0,0008) ve CHOP (p=0,0018) gen ekspresyonlarinda anlamli diizeyde
bir artis gézlenirken, CAS3 gen ekspresyonunda artis gozlenmesine ragmen anlamh diizeyde
(p=0,0752) bulunmamistir. Anti-apoptotik gen ekspresyonlarinda IAP’ler incelenmistir.
Hiicrede SMAC proteini aktivitesini IAP’leri inhibe ederek gostermektedir. LCL-161"in
hedefleri arasinda cIAP1, cIAP2 ve XIAP yer almaktadir. cIAP1 (p=0,0152) gen
ekspresyonunda anlamli diislis gozlenirken cIAP2 (p=0,3027) ve XIAP (p=0.6919) gen
ekspresyonlarinda herhangi anlamli bir degisim saptanmamistir. Devaminda nekroptoz ile
iliskili genlerin ekspresyonlar1 incelendi. Reseptor Interaksiyon Kinaz 1 (RIPK1) (p=0,0542)
ve Reseptor Interaksiyon Kinaz 3 (RIPK3) (p=0,4073)'de gen ekspresyonlarinda anlamli
degisiklik saptanmadi.
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Sekil 28. Q-PCR ile LCL-161 tek basina uygulamasina bagl olarak gen ekspresyonlarinin
degisimlerinin incelenmesi
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4.5.2 Kemoterapi ile LCL-161 Uygulamas: Sonrasinda Gen Ekspresyonlarinin

Analizleri

SH-SY5Y Gen Ekspresyon Duzeyleri
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Uygulanan Kosullar

Sekil 29. SH-SYSY hiicrelerinde uygulanan kosullara baglh olarak apoptotik ve nekroptotik

gen ekspresyon degisimlerinin gdsterilmesi.
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Bu set i¢cin uygulanan kosullardaki gen ekspresyonlar1 ilk olarak GAPDH genine
orantilanmig devaminda da uygulanan kosullar negatif kontrol kosuluna orantilanarak negatif
kontrole gore gen ekspresyon degisimleri incelenmistir. SH-SYSY hiicrelerinde tek basina
Etoposid uygulamas1 FADD ve antiapoptotik genler IAP1, IAP2, XIAP ekspresyonlarini
arttirmistir, Etoposid ve LCL-161 kombine uygulamasi ise pro-apoptotik genler Kaspaz 3 ve
Kaspaz 8 ekspresyonunu arttirirken FADD ve IAP1 ekspresyonlarini diistirmiistiir. Tek basina
Etoposid uygulamast RIPK3 ve TRIB3 ekspresyonunu arttirirken, Etoposid ve LCL-161
kombine uygulamasi nekroptotik genler RIPK1, RIPK3 ve MLKL gen ekspresyonlarini

arttirtlmis ve TRIB3 gen ekspresyonunu azaltmistir.
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KELLY Gen Ekspresyon Duzeyleri
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Uygulanan Kosullar

Sekil 30. KELLY hiicrelerinde uygulanan kosullara bagli olarak apoptotik (Kaspaz 3, Kaspaz
8, IAP1, IAP2, XIAP) setin rolatif gen ekspresyon degisimlerinin gosterilmesi
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Bu set i¢cin uygulanan kosullardaki gen ekspresyonlar1 ilk olarak GAPDH genine
orantilanmig devaminda da uygulanan kosullar negatif kontrol kosuluna orantilanarak negatif

kontrole gore gen ekspresyon degisimleri incelenmistir.

KELLY hiicrelerinde tek basmna Etoposid uygulamast RIP3 ve TRIB3 gen
ekspresyonlarini arttirirken, Etoposid ve LCL-161 kombine uygulamasi nekroptotik RIPK1,
RIPK3 ve MLKL gen ekspresyonlarini arttirmistir. Kombine uygulama TRIB3 gen

ekspresyonunu azaltmistir.

Yine tek basina Etoposid uygulamasi anti-apoptotik genler IAP1, IAP2 ve XIAP gen
ekspresyonlarini arttirmigtir, LCL-161 ve Etoposid kombine uygulamasi ise hem pro-apoptotik
Kaspaz 3 ve Kaspaz 8 hem de anti-apoptotik IAP1, IAP2 ve XIAP gen ekspresyonlarin

arttirmistir.
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5. TARTISMA

Pek cok tiimdr tipinde IAP’lerin asir1 ekspresyonu kotii prognozla iliskilendirilmektedir
(136). Yine, yiiksek SMAC ekspresyonu gosteren hastalarin ise daha iyi prognoza ve sag kalima
sahip olduklar1 gosterilmistir (137). Ilk etapta IAP’lere karsi antisens oligomerler
gelistirilmistir, devaminda ise SMAC proteinin yapisindan yola ¢ikilarak SMAC mimetikler
yani SMAC proteinini taklit eden kimyasal ajanlar gelistirilmistir (138, 139). SMAC proteini
N ucunda bulunan AVPI motifi aracilikli olarak TAP’lerin BIR motiflerine baglanmakta ve
onlar1 inhibe etmektedirler. SMAC mimetikler de bu AVPI motifleri lizerine gelistirilmis
ajanlardir. Tek AVPI motif i¢eren ajanlar monovalent tip olarak adlandirilirken iki AVPI motif
iceren ajanlar ise bivalent olarak adlandirilmaktadirlar (139). LCL-161, Novartis firmasi
tarafindan gelistirilen monovalent tipte bir SMAC mimetiktir. LCL-161"in hiicre hatlar
tizerindeki etkinligi farkli galismalarla incelenmistir. Yapilan ¢calismada daha 6nce néroblastom
hiicre hatlar1 lizerinde bu ajan denendigi i¢in LCL-161’1 kullanmay1 tercih edildi. Ancak LCL-
161’in etkinligi daha o6nce hic SH-SYS5Y hiicre hatlarinda ve Cisplatin ile ¢alisiimamusti.
Calismada iki farkli néroblastom hiicre hatti kullanildi. KELLY, NMYC pozitif ve kotii
prognozu yansitan bir hiicre hattiyken SH-SYSY ise NMYC negatif iyi prognozu yansitan bir
hiicre hatt1 olarak kullanilmistir. Calismada iki farkli kemoterapi Cisplatin ve Etoposid ile LCL-
161 etkinliginin incelenmesi ve LCL-161’1in bu hiicre hatlar1 tizerinde bu kemoterapi ilaglarinin

etkinligini arttirip arttirmadiginin incelenmesi amaglanmistir.

Yapilan ¢alismada mono terapi olarak LCL-161 uygulamasinda, LCL-161 i¢in 24 saatlik
stirede SH-SYSY hiicre hatlarinda hiicrelerin %50’sini 6ldiiren (lethal doz 50) LD50 dozu 50
uM belirlenirken KELLY hiicre hatt1 i¢cin LD50 dozu 100 uM olarak belirlenmistir. SH-SY5Y
hiicre hattinda hiicre canlilig1 24 ve 48 saatlik siirelerde ciddi bir degisim gdstermezken,
KELLY hiicre hattinda ise yliksek dozlarda 48 saatlik siire sonunda 24 saate gore canlilikta
ciddi azalma gozlenmistir. Najem ve ark tarafindan yapilan ¢alismada farkli néroblastom hiicre
hatlar1 tizerinde tek basina LCL-161 uygulamasi i¢in LD50 dozlar1 49.4-77.9uM olarak
saptanmistir (12). Biz de yapilan ¢alismada kullandigimiz hiicre hatlarinda bu dozlara yakin

LD50 degerleri saptadik.

Calismanin devaminda LCL-161 ile Cisplatin veya Etoposid ilaglariyla kombine
kullanimin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi 6l¢iilmiistiir. Her iki hiicre hattinin da kemoterapi

ilaclarma duyarlilig1 farkl olarak saptanmistir. Cisplatin, beklenenin aksine SH-SY5Y hiicre
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hatlarinda hiicre 6liimiinii tetiklemede yetersiz kalmistir. Tek basina ve LCL-161 kombine
Cisplatin uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinde 48.saatin sonunda bile hiicre canliligi %50’den
fazladir. 100uM gibi yiiksek dozlarda bile Cisplatin SH-SY5Y hiicrelerinde hiicre 6liim yanitini
baslatmakta yetersiz kalmistir. LCL-161"in ise SH-SY5Y hiicrelerinde Cisplatin ‘in etkinligine
hicbir katkis1 gézlenmemistir. Etoposid uygulamasi ise SH-SYSY hiicrelerinde daha ¢ok hiicre
oliimiinii tetikleyebilmistir. Ozellikle 48.saatten sonra 10uM dozlarinda da hiicrelerin
canliligin1 %50°nden fazla azalmistir. Uygulanan yiliksek dozlar da daha yiiksek canliliga
ulasilmisgtir. Najem ve ark c¢alismasinda Etoposid uygulamalari 0-20uM dozlar1 arasinda
yapilirken Eschenburg ve ark caligmasinda ise Etoposid uygulamasi 0-5uM dozlar1 arasinda
yapilmistir (12; 134). Calismamizda daha 6nce yapilan her iki calismaya gore daha yiiksek doz
kullanilmistir. Daha yiiksek dozlarda (10uM) 48 saatlik siirede LD50 degerlerine
ulasilabilmigtir. LCL-161 uygulamasinin ise Etoposid etkinligine SH-SYS5Y hiicrelerinde

katkis1 olmamustir.

KELLY hiicrelerinde Cisplatin uygulamasi hiicre 6liimiinii ciddi oranda arttirmistir. Tek
basina Cisplatin uygulamasi 24 saatlik siirede 12,5uM gibi uygulanan en diisiik dozlar da bile
%90’a yakin hiicre 6liimiinii tetiklemistir. Benzer sekilde 48 saatlik siirelerde de Cisplatin
uygulamasi KELLY hiicrelerinde ciddi oranda hiicre 6liimiinii tetiklemis, LCL-161 uygulamasi
az da olsa bu 6lim yanmitim arttirict yonde etki etmistir. KELLY hiicrelerinde Etoposid
uygulamas1 24 saatlik siirede 200uM gibi yiliksek dozlarda hiicre 6liim yanitini tetiklemede
etkisiz kalmistir, 48 saatlik siirenin sonunda Etoposid uygulamasi bu hiicrelerin %50’sinde
Oliim yanitin1 tetikleyebilmistir. Yine LCL-161 kombine uygulamasinin bu hiicrelerde Etoposid

yanitina higbir etkisi olmamustir.

Annexin V/PI boyamast yapilip akim sitometrisinde analiz edilerek SH-SY5Y ve KELLY
hiicrelerinde LCL-161, Cisplatin, Etoposid, Cisplatin&LCL-161, Etoposid&LCL-161
uygulamalarinin hiicredeki apoptotik yanita ve nekrotik yanita etkisi 6l¢lilmiistiir. Tek basina
LCL-161 uygulamas1 100uM gibi yiiksek dozda bile 24 saatlik stirede SH-SYS5Y hiicrelerinde
sag kalimi1 ancak %10 civarinda azaltabilmistir. Bu etkinin da daha ¢ok apoptotik 6liim
tizerinden gergeklestigi gozlenmistir. Cisplatin uygulamasi da SH-SY5Y hiicrelerinde %13 gibi
Oliime yol agmis, bu etkinin yarisi apoptotik yaris1 da nekrotik olarak gerceklestigi gozlenmistir.
LCL-161 uygulamasinin ise Cisplatin etkinligine hi¢bir katki yapmadig1 yine akim sitometrisi
analizlerinde de gozlenmistir. Akim sitometrisi analizlerinde Etoposid uygulamasi da SH-

SYSY hiicrelerinde canliligi azaltamamistir. Hem tek basina Etoposid uygulanan hem de
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Etoposid ve LCL-161 kombine uygulanan hiicrelerde canlilik %90’larin {izerindedir. Yani
hiicre canlilik analizlerinin aksine, akim sitometrisi analizlerinde Etoposid uygulamasi SH-

SYSY hiicrelerinde higbir hiicre 6liim yanitini tetiklememistir.

Akim sitometri analizlerinde, KELLY hiicrelerinde tek basina 100uM LCL-161
uygulamasi hiicrelerin %80’ninde hiicre 6liim yanitin1 tetiklemistir. Hiicrelerin biiytlik
cogunlugu (%60) apoptotik dliime giderken daha az miktarda hiicrenin (%20) ise nekrotik
Oliime gittigi gézlenmistir. KELLY hiicrelerine tek basina Cisplatin uygulamasi hiicrelerin
%86'sinda hiicre oliimiinii tetiklerken, gézlenen bu 6liim tamamen apoptotik mekanizmalar
tizerinden gerceklesmistir. LCL-161 kombine uygulamasi ise az da olsa Cisplatin etkinligini
artirarak bu hiicrelerde hem apoptotik hem de nekrotik 6liim miktarlarini arttirmistir. KELLY
hiicrelerinde tek basina Etoposid uygulamasi hiicrelerin %40°inda 6liim yanita yol acarken,
olusan bu 6liim yanitinin apoptotik aracilikli oldugu goézlenmistir. LCL-161 uygulamasinin

Etoposid yanitina higbir etkisi olmamustir.

Calismadaki bir diger is paketinde ise; RNA sekanslama ile SH-SYS5Y hiicrelerinde LCL-
161 uygulamas1 sonrasinda total gen ekspresyon degisimlerini incelenerek LCL-161’1n hiicrede
etki ettigi molekiiler mekanizmalarin arastirilmasi amaglanmisti. Bu amacgla SH-SYSY
hiicreleri LD50 dozu olarak belirlenen 50uM LCL-161 ile 48 saat boyunca muamele edilmisler
ve devamindan bu hiicrelerden ve kontrol hiicrelerinden (<0.05% DMSO ile muamele edilmis)
RNA izolasyonu gerceklestirilmisti. RNA’lar konsantrasyon ve biitiinliik acisinda yeterli
bulunduktan sonra bu RNA’lar kullanilarak ¢cDNA sentezi gerceklestirilmis. Elde edilen
cDNA’lar Novaseq platformu kullanilarak sekanslanmiglardir. Farkli biyoinformatik araglar
kullanilarak okumalar analiz edilmistir. ilk etapta okuamalar FASTQ programinda kalite
yoniinden kontrol edilmistir. Devaminda Trimmomatic araci kullanilarak okumalardan diistik
kalitede ve indeks adaptorleri ¢ikartilmistir. HISAT araci kullanilarak referans genom olarak
GRCh38.p13 kabul edilerek hizalama yapilmistir. Hizalama islemi 6nemlidir ¢iinkii bu sayede
gen eslemesi yapilabilmektedir. Devaminda her transkriptteki okuma sayilar1 Subread 2.0.3
araci kullanilarak yapilmis, her bir gen i¢in okuma sayilar1 (count) belirlenmistir. Bu asamadan
sonra her bir okuma sayisinin kalite kontrolii i¢in normalizasyon yapilmis ve veri setinden ¢ok
diisiik veya ifade etmeyen genler ¢ikartilmistir. Bu amagla R programinda Bioconductor/edgeR
paketi kullanilmistir. EdgeR paketi ampirik Bayes tahmini ve negatif binom dagilimina dayali
istatiksel testlere dayanan bir programdir. Analizin devaminda limma paketi kullanilarak

diferansiyel eksprese eden genler log2-fold degerlerine gore belirlenmistir. Yine bu genler
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log2-fold degerlerine gore siralanmus, istatiksel olarak p degeri 0.05’ten kiiciik olanlar anlaml1
olarak kabul edilmislerdir. Tiim bu analizlere gére 1555 genin ekspresyonunda azalma
saptanirken 1382 genin ekspresyonunda artis saptanmistir. Degisimler R programinda ggplot
paketleri kullanilarak Volkan grafigi ve 1s1 haritasi grafiginde gosterilmistir. Devaminda gen
ekspresyonu en ¢ok anlamli degiskenlik gosteren proteinler arasindaki iliski STRING veri
tabaninda incelenmistir. Buna gore 6zellikle endoplazmik retikulum stres aracilikli olarak i¢sel
apoptoza yol acan TRIB3, PPP1R15A, ATF3, XBP1, JUND gibi gen ekspresyonlarinda anlamli
derecede artis saptanmistir ve bu genlerin proteinleri arasindaki baglantt STRING veri
tabaninda gosterilmektedir (140). Gen ontoloji analizlerinde de ekspresyonu anlamh
degiskenlik gosteren genler ile iliskili yolaklar incelendiginde igsel apoptotik yolak ve ER-
stres-aracilikli i¢sel apoptotik yolak géze carpmaktadir. Tiim bunlar ER-stres aracilikli yolagin
hiicrede LCL-161 yanitinda yol oynayabilecegini gostermektedir. RNA sekanslama analizini
konfirme etmek i¢in bu analizde en ¢ok diferansiyel eksprese olan genlerin ekspresyonlari es
zamanli PCR ile calisilmistir. Yine TRIB3, PPP1R15A gen ekspresyonunda anlamli artis
saptanirken, AMOT gen ekspresyonunda anlamli azalis saptanmistir. Apoptotik genlerden ise
Kaspaz 8 ekspresyonunda anlamli artis saptanmis, yine ER-araciliklt apoptotik gen CHOP
ekspresyonunda da anlamli artis saptanmistir. Buna karsin Kaspaz 3 gen ekspresyonlarinda
degisiklik saptanmamustir. Anti-apoptotik gen ekspresyonlari da es-zamanli PCR analizleri ile
incelenmistir. Sadece cIAP1 geninin ekspresyonunda anlamli azalis saptanmistir, diger IAP
(cIAP2 ve XIAP) genlerinin ekspresyon diizeylerinde herhangi bir degisim izlenmemistir. Bu
durum LCL-161’in etkinligini daha ¢ok cIAPI {iizerinden gerceklestirdigini gostermektedir.
Ancak IAP’lerin protein ekspresyonlarinin da incelenmesine ihtiya¢ vardir. Yine LCL-161 tek
basina uygulamasina bagl olarak nekroptotik RIPK1 ve RIPK3 genlerinin ekspresyonlar1 da
incelenmis ve ekspresyon diizeylerinde anlamli bir degisiklik saptanmamistir. Bu durum LCL-

161 etkinliginin daha ¢ok apoptotik mekanizmalar lizerinden gergeklestigini gostermektedir.

RNA sekanslama sonuglarinda LCL-161 uygulamasina bagl olarak ekspresyonu artan
ER-stresle iligkili genler calismada 6zellikle dikkatimizi ¢ekmistir. Corazzi ve ark. Tarafindan
yazilan derleme makalede erken ER-stresi ile iligkili genler E2F1, ATF4, ATF6, XBP1, E2F7,
PUMA, NOXA, MCL-1, BCL-2, CHOP, TRIB3 olarak listelenmistir (Sekil 31) (141). Yapilan
calisgmamizda anlamli degiskenlik gdsteren gen listemizde NOXAT1 haricinde tiim genlerde
anlaml diizeyde artis gdzlenmistir. Bu da ER-stres yolaklarinin LCL-161 uygulamasina bagl

olarak gelisen apoptotik 6liim yanitinin regiilasyonunda énemli bir rol iistlenebilecegini isaret

65



etmektedir. B konuda literatlir taramasi yapilarak SMAC mimetik ve ER-stres iliskisini
inceleyen sadece iki yayin bulunabilmistir (142 ; 143) . Her iki yayinda da SMAC mimetigin
uygulanan kemoterapi ilaglarinin yarattigi ER-stresi baskiladigindan ve bu sayede apoptotik
Olime katkida bulundugundan bahsedilmistir. Ancak bu ¢alismalarda uygulanan SMAC
mimetik dozlarinin (birisinde 3uM, digerinde ise SuM) oldukca diisiik oldugunu gbz ardi
edemeyiz. Calismamizda uygulanan SMAC mimetigin dozu 50uM, yani c¢alismalarda
uygulanan dozun 10 kati kadardir. Diisiik dozlarda SMAC mimetik uygulamasi ER-stresi
baskilarken yiiksek dozda ve uzun siire uygulanmasi1 ER-stres ve ER-stres aracilikli apoptoza

yol agryor olabilir.
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Sekil 31. ER-stres yanitinda rol oynayan genler (141)

LCL-161 uygulamasinin hiicrede baslattigi 6liim yanitinin, Sliim reseptdrleri ile
baslatilan ve bunlarin tetikledigi FADD, TRADD gibi adaptor proteinleri ile tetiklenen
kaspazlarin aktivasyonu devam ettirilen digsal apoptotik mekanizma veya sitokrom c ile
indiiklenen kaspazlarla devam eden igsel apoptotik mekanizma ve ya tamamen bunlardan ayri
olarak RIPK 1, RIPK3 ve MLKL yani nekroptoz aracilikli olarak gergeklestigi bilinmekteydi.
Biz bu ¢alismamizda LCL-161 uygulamasinin endoplazmik retikulum stresi arttirarak TRIB3,
PPPI1RI15A, ATF3 gibi proteinlerin yer aldigi ER-stres aracilikli olarak da igsel apoptozu

diizenleyerek hiicre 6liimii yanitin1 regiile edebilecegini gosterdik.

66



Calismamizda ayrica kemoterapi ilaglariyla LCL-161’in kombine kullaniminin gen
ekspresyonu iizerindeki etkisinin incelenmistir. Tek basina Etoposid ve LCL-161- Etoposid
kombine uygulamasinin NB hiicrelerinde 6zellikle nekroptotik genler RIPK 1, RIPK3 ve MLKL
ekspresyonlarmi arttirdig1 gdzlenmistir. Ilging bir sekilde tek basina Etoposid uygulamasi
TRIB3 ekspresyonunu arttirirken kombine uygulamada TRIB3 ekspresyonunun azaldigi
gozlemledik. Yine Etoposid uygulamasinin NB hiicrelerinde anti-apoptotik IAP1, IAP2 ve
XIAP gen ekspresyonlarini arttirdigin1 gézlemledik. Etoposid, hiicrede Topoizomeraz II
enzimini inhibe ederek DNA’da ¢ift zincir kiriklar1 olusturarak etki eden bir ilagtir (144). Anti-
apoptotik gen ekspresyonundaki artis hiicrede Etoposid etkinligine bir diren¢ mekanizmasi
olarak gerceklesmis olabilir. LCL-161 ve Etoposid uygulamasi sonrasinda IAP1 gen
ekspresyonunda bir diisiis izlense de IAP2 ve XIAP gen ekspresyonlarinda bir degisim

izlenmemistir hatta I[AP2 gen ekspresyonu daha da artis gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan tez caligmamizda SH-SYS5Y ve KELLY hiicrelerinde LCL-161 etkinligi tek
basina ve Cisplatin ve Etoposid ilaglariyla kombine olan etkinligi incelenmistir. N-MY C pozitif
KELLY hiicrelerinin Cisplatin, Etoposid ve LCL-161 ilaglarina tek basina ve ya kombine
kullanimda daha duyarli olduklari1 yani daha fazla hiicre 6liimiin gergeklestigi gdzlenirken, N-
MYC negatif SH-SYSY hiicrelerinin ise Cisplatin, Etoposid ve LCL-161 ilaglarina tek basina
ve ya kombine kullanimda daha az duyarli oldugu ve daha az hiicre 6liimiiniin gerceklestigi
gozlenmistir. LCL-161, KELLY hiicrelerinde Cisplatin etkinligini arttiric1 yonde etki etmis
ancak Etoposid etkinligine herhangi bir katkis1 olmamaistir. Her iki ilacin etkinliginin de yiiksek
oranda apoptotik O6liim tizerinden gergeklestigi saptanmistir. SH-SYSY hiicrelerinde ise
hiicreler Cisplatin uygulamasima ciddi direng gostermisler ve Cisplatin ¢ok az oranda bu
hiicrelerde oliimii tetikleyebilmistir. Etoposid ise canlilik analizlerinde nispeten daha cok
hiicreleri 6liime gotlirmiistiir. LCL-161 uygulamasinin ise SH-SYS5Y hiicrelerinde Cisplatin ve

Etoposid etkinligine herhangi bir katkis1 olmamastir.

Yapilan bu deneylere ek olarak RNA sekanslama yontemi kullanilarak LCL-161’in
hiicrede etkiledigi yolaklarin daha iyi arastirilmasi hedeflenmistir. Ilging bir sekilde bilinen
yolaklarin disinda endoplazmik retikulum stres yolagi ile ilgili genlerin (TRIB3, ATF3,
PPPIRI15A, XBP1 vb.) asir1 derecede ekspresyonlarinda artis gézlenmistir. Bu da LCL-161
uygulamasinin ER-stres aracilikli olarak da apoptozu regiile edebilecegini gdstermektedir. ER-
stres ’in ve burada yer alan genlerin fonksiyonunun daha iyi anlasilabilmesi i¢in ilerleyen
siireclerde protein diizeylerinin arastirilmasi, over-ekspresyon ve ya knock-out deneylerinin
yapilmasi planlanabilir. Biz bu c¢alisma silirecinde kisitlh bir biitgeyle ¢alismay1
gerceklestirebildigimiz i¢cin bu deneyleri de calismamiza ekleyemedik. Sonug¢ olarak
caligmamizda ilk defa ER-stres aracilikli yolagin LCL-161 yanitinda rol oynadigini gosterdik.
ER-stres yolaginda yer alan genler ve bu genlerin hedeflenmesi, hiicrede LCL-161’¢e bagh

olarak indiiklenen apoptotik yanitin arttirilabilmesi i¢in iyi birer adaydir.
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EK.3 Tezle iliskili arastirma makaleleri
1) 1Ilk isim yaym (SCI-expanded): Baran B, Sanlav G, Kizmazoglu D, Kum Ozsengezer S,
Aktag S, Altun Z, Olgun N. Comparing Tribbles Homolog 3 (TRIB3) Protein
Expression Levels with Clinicopathological Characteristics and Survival Among

Neuroblastoma Patients. Clinical Medicine Insights: Oncology. 2023;17:1-8

M) Crock for ypdutes

Comparing Tribbles Homolog 3 (TRIB3) Protein T e SO
Expression Levels with Clinicopathological e e
Characteristics and Survival Among Neuroblastoma ey e e
Patients S Sage

Burgin Baran'(®), Gamze Sanlav', Deniz Kizmazogiu?,
Selen Kum Ozsengezer', Safiye Aktas', Zekiye Altun' and Nur Oigun?

ABSTRACT

BACKGROUND: Tribbles Homolog 3 (TRIB3) is a member of the pseudokinase family of tribblee and acts as an adapior protein to regulste
different cellular processes. Upregulation of TRIB3 expression was shown either as a favorable or an adverse prognostic factor in various
edult malignancies. However, TRIB3 expression has not been examined in pediatric cancers. Neuroblastorna is the most common malignant
solid tumnor of childhood, which affects mostly children under 5 years old. Risk stratification of patients defined by International Neurcblas-
toma Risk Group was used io determine prognosis and treatment of the disease. This study aimed to examine the relatonship between
TRIB3 protein expression levels and clinicopathological features and survival of patients.

METHODS: TRIB3 protein expression was analyzed using immunohistochemical staining on formalin-fixed paratfin-embedded tissue sam-
ples of neuroblastoma patients (n=56). Survival analyses were performed with Kaplan-Meser method and log-rank tests. Association
between TRIB3 expreesion and clinicopathological characteristics were analyzed with Spearman’s correlation.

RESULTS: Of the patients, 32.1% were in the low-risk group, 21.4% in the medium-riek group, and 46.4% in the high-risk group. Survival
analysis was performed in the entire neuroblastoma patient group and sub-riek groupe of neuroblastoma patents. In the entire patient group,
there was no significant diference in overall survival (P=_202) and event-free survival (P=.172) between TRIB3-positive and -negative
patients. However, when survival analyses were performed in each risk group, TRIB3 expression was significantly associated with higher
overall survival (P=.034) and event-free survival (P= .032) in low-risk group neurcblastomna patients. Nevertheless, no association was found
between TRIB3 expression and overall survival (P=.799) and event-free survival (P=_448) in high-risk neuroblastoma patients. Furthermore,
a significant comrelation was identified between 1p36 loss-of-helerozygosity and TRIB3 expression (P=.030). However, TRIB3 expression
did not correlate with other clinicopathological features.

CONCLUSION: TRIB3 expression is a potential predictive biomarker for low-riek neuroblastoma patients.
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2) Altun Z, Yuan H, Baran B, Aktas S, Sonmez EE, Kiiciik C, Olgun N. Whole-exome

sequencing reveals genetic variants in low-risk and high-risk neuroblastoma. Gene.

2023.15;860:147233

Whole-exome sequencing reveals genetic variants in low-risk and high-
risk neuroblastoma

By

Source

Article Number

Early Access

Document Type

Abstract

Author Information

Altun, Z (Altun, Zekiye) (1] ; Yuan, HL (Yuan, Hongling) [1]; Baran, B (Baran, Burcin) [1); Aktas, S (Aktas, Safiye) (1) ; Sonmez,
EE (Sonmez, Esra Esmeray) [2],13]; Kucuk, € (Kucuk, Can) (21,131, [4] ; Olgun, N (Olgun, Nur) [s]

View Web of Science ResearcheriD and ORCID  (provided by Clarivate)

GENE

Volume: 860
DOI: 10.1016/].gene.2023.147233

147233

APR 15 2023
FEB 2023
2023-03-11

Article

This study aimed to i the genetic ab in neurobl. {NB) by comparing high and low-risk NB patients by

whole-exome sequencing (WES) and to | the heterogeneity and association b {ants and clinical
features. Seven NB patients with available clinical data were included in the study (4 in the low-risk group and 3 in the high-
risk group). WES was performed and somatic variants associated with NB genes in the COSMIC database were selected

hrough bioinformatics pipeli lysi iants were d ined using the Integrative G ics Viewer (IGV). Some gene
variations were found in both groups, including variations in oncogene and tumor supp genes. In g I, candid
gene variations were associated with chromatin remodeling complexes, the RAS pathway, cell proliferation, and DNA repair
mechani Some variations in CSF1R, MSHE, PTPNLL, SOX9, RET, TSCL, and DNMT 1 genes were detected only in high-risk
patients, while EP300, TET2, MYCN, PRDML, and ARID2 gene variations were detected only in low-risk patients. When high-
risk gene variants were compared with the cBioportal cancer ic database, two ¢ gene variants (ARID1A and
NCOR2) were identified. However, when low-risk gene variants were compared with the cBioportal cancer genomic database,
no common genes were found. GO/KEGG enrichment analysis was perf d to find red biological processes and
molecular pathways related to gene variants, which will help to decipher the molecular mechanisms of NB i

and the phenotypic diff b high-risk and low-risk patients.

Author Keywords: Neuroblastoma; Whole-exome sequencing; Gene variations; COSMIC; cBioportal
Keywords Plus: CANCER; MUTATIONS; DNA
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3) Yildirim HT, Aktas S, Diniz G, Aktag TC, Baran B, Bayrak S, Altun Z, Cakir Y, Olgun N. Scanning

all chromosomal abnormalities with microarray-based comparative genomic hybridization in

differential diagnosis of pediatric cancers. International Journal of Clinical and Experimental

Pathology. 2019. 12,8:3140-3148

Scanning all chromosomal abnormalities with microarray-based
comparative genomic hybridization in differential diagnosis of pediatric

cancers

8y

Source

Author Information

Yildlirien, MT (Yildirien, Hulya Tosun) 111 ; Aktas, S (Aktas, Safiye) [2]; Diniz, G (Diniz, Guiden) [3]; Aktas, TC (Aktas, Tekincan
Cagri) 12); Baran, B (Baran, Burcin) 2] ; Bayrak, S (Bayrak, Serdar) 12 ; Altun, 7 (Altun, Zekiye) (2] ; Caidr, ¥ (Cakir, Yasemin) 1]
 Olgn, N (Olgun, Nurj (2]

View Web of Science ResearcheriD and ORQD  (prowvided by Clarivate)

INTERNATIONAL JOURNAL OF CLINICAL AND EXPERIMENTAL PATHOLOGY
Volume: 12 lsswec 8 Page: 3140-3148

2019

20190917

Article

Objective: Despite conventional histopathologxcal and i hizzochemical methods, difficulties may be experi din
the diff ial diagnosis of pediatric ancers, especially in small round-cell undifferentiated tumors. in these cases, the

d anation of ch F- alities may be heiphal The aem of this study was 1o evaluate the place of the whole
£ armay parative ge i hybridizats thod in pediatn where dfficulty is expen 4 in diff

5 is. Method: In Comparative G ic Hybridization (CGH), 135,000 probes were scanned as 3 probes per gene in all

genomes. it was possible to analyze paraffin block tissues obtained from the archive of the Pathology Laboratory of Dr.
Behcet Uz Children's Hospital. DNA extraction was made from the parafin blocks of 24 cases where difficuity had been

expenenced in maiong the dfferential diagnous and in each case, comparsons with the | samples were made for a8
lies in all ch using microamay technology. Results: Together with the typically observed ch |
lies, additional g with debatable impor were o ined. Conclusion: The whole genome CGH

method may be useful in pediatric cancers where difficuities are expenenced in making differential diagnoses. Since
technical difficuities are experienced in the examination of paraffin- embedded tissue samples, storing fresh tissue samples
from each tumor will be helpéul for penetic and molecular examinations.

Author Keywords: Comp B hybridization {CGH); pediatric cancers; small round cell malignant tumors;
differential diagnosis
Keywords Plus: CYCLOPHILIN-B; GENE; EXPRESSION; FAMILY; IDENTIFICATION; TUMORS

Corresponding Address: Diniz, Gulden (comesponding author)
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EK 4. Tezle iliskili bildiriler

9.0NKOLOJIDE ARAYISLAR SEMPOZYUMU
12-13 KASIM 2021, ONLINE

NOROBLASTOMDA ANTI-TUMOR AJANI OLARAK SMAC
MIMETIKLERIN KULLANIMI

Burgin Baran’, Zekiye Altun’, Safiye Aktag', Nur Olgun®

Ozet:

Smac mimetikler, hlicredeki sekonder mitokondriyel bagimli kaspaz aktivatorda (SMAC)
proteinlerini taklit eden kimyasal ajanlardir. SMAC proteinleri hacre icerisinde bulunan
inhibitor apoptoz proteinlerine (AP} baglanarak, onlann ubikutinlenip parcalanmasimi
saglar ve ya onlan inhibe eder. Bu sayede hucre olum yolaklarimn (apoptoz ve nekroptoz
gibi) aktiflesmesine katkida bulunurlar. SMAC mimetiklerinin  tek basina veya
kemoterapilerle birlikte etkinlikleri in-vitro ve in-vivo fare modellerinde farkh cahismalarda
incelenmistir. SMAC mimetiklerin tek basina veya kemoterapilerle kombine kullanildig: faz
3 galismalarn da mevcuttur.

SMAC mimetiklerinin etkinligi pediatrik tumorlerde de denenmektedir. Pediatrik Preklinik
Test Prograrm (Pediatric Preclinical Testing Program) kapsaminda farkh pediatrik hicre
hatlarinda tek basina SMAC mimetiklerin etkinligi test edilmistir. Ancak calismada
kapsaminda SMAC mimetiklerin kemoterapilerle kombine etkinligi bugune dek
incelenmemistir.

Bu galigmada insan Néroblastom (NB) hucreleri Gzerinde SMAC mimetigi olan LCL6] ve
kemoterapi ajanlar Sisplatin ve Etoposid tek baslanina ve SMAC mimetigi ile birlikte
kombine etkinligi hicre canlihig) ve apoptoz Uzerinden degerlendirilmistir.

Giris ve Amag:

Néroblastom (NB) gocukluk caginin en sik gérulen ekstrakraniyal solid tomoraddar. (Pizzo
PA, 2016; Aksaylar S, 2017; Olgun N, 2009). inhibitér apoptoz proteinieri (IAP), hucre dlum
yolaklarim inhibe eden ve hicre sag kalimimi arttiran proteinlerdir. Kaspaz aktivitesini
bloklayarak veya cesitli proteinleri ubikutinleyerek anti-apoptotik yanita sebep olurlar. Yine
hicre sag kalimiyla iligkili NF-kB yolaginin aktivitesini dGzenlerler (Fulda S, 2012). IAP'lerin
bircok kanser turande asin eksprese olduklar gosterilmistir (LaCasse EC, 2008).

SMAC proteinleri mitokondriyel membran igerisinde bulunan proteinlerdir. intrensek
apoptotik yolagin baslamas: sonrasinda sitoplazmaya salinarak apoptoz surecine katkida
bulunurlar. SMAC proteinleri direkt olarak IAP'leri inhibe ederler veya onlari ubikutinleyerek
parcalanmaya gonderirler (Vince JE, 2007 ; Chen DJ, 2009) LCL-16), oral yolla alinan
monovalent tipte bir SMAC mimetiktir, IAP turlerinden clAP1, clAP2 ve XIAP'yi inhibe
etmektedir (Weisberg E, 2010). SMAC mimetklerin etkinligi pediatrik tumdrlerde de
denenmistir. Pediatrik Preklinik Test Programi kapsaminda tek bagina LCL-167in etkinligi
NB-1643, NB-EBcl, CHLA-90 ve CHLA-136 hucreleri Uzerinde galistimigtir (Houghton PJ,
2012). Yine bir baska calismada ise NB hicre hatlan KELLY, SK-N-AS, HGW Uzerinde LCL-161
ve vinka alkaloid grubu {Vinkristin, Vinblastin ve ya Vindesin) uygulamasinin bu hicrelerde
apoptozu arturdigi gorulmustar (Najem S, 2016).

Bizim de merkezimizde Prof.Dr.Nur Olgun Hocarmizin ylUrGtlctlGgunde 2000l yillann
basindan beri Turk Pediatrik Onkoloji grubunun NB tedavi protokolu yurGtulmektedir
(Aksoylar S, 2017). SMAC mimetiklerin pre-klinik modellerde basanl etkinliginden yola

12
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THE EFFECT OF SMAC MIMETIC ON APOPTOTIC GENE EXPRESSIONS
Burcin Baran', Zekiye Altun', Hongling Yuan’, Safiye Aktas', Nur Olgun?

Introduction: Inhibitory Apoptosis Proteins (IAP) are a group of functionally and structurally related
proteins that inhibit the execution of cell death pathways. Overexpression of IAP has been
demonstrated in many cancer types and has been associated with poor prognosis or resistance to
treatment. Secondary Mitochondrial Caspase Activator (SMAC/DIABLO) proteins are located in the
mitochondrial membrane of the cell and are released into the cytosol during apoptosis and bind to
IAPs.Hence, they inhibit IAPs. SMAC mimetics are agents, which developed on the chemical structure
of SMAC proteins. In many pre-clinical studies using cancer cell lines and xenograft mouse models, it
has been observed that both SMAC mimetics trigger cell death in some cells and increase the efficacy
of chemotherapy and radiotherapy.

In this study, it was aimed to examine how the SMAC mimetic LCL-161 affects cell death-related gene
expression levels in SH-SY5Y neuroblastoma cells.

Material - Methods: LCL-161 was used as a monovalent type SMAC mimetic. SH-SY5Y human
neuroblastoma cells were incubated with 50pM LCL-161 for 48 hours. RNA isolation was performed
using the kit. The concentration of RNAs was measured with Nanodrop and then translated into cDNA.
Expressions of apoptotic and necroptotic genes were studied in Nano Real-time PCR device with
relevant primers using SYBR green master mix. The results were analyzed statistically.

Results: Caspase-8, Caspase-3, RIP1, RIP3, TRIB3, ATF4, ATF6, PERK, XBP1, IRE1, IAP1, IAP2,
XIAP, CHOP gene associated with apoptotic and necroptotic pathways in SH-SY5Y cells after
incubation with LCL-161 The changes in their expression were examined. While a statistically
significant change was observed in the expression of TRIB3 and CHOP, XBP1 and IRE1 (p<0.05), no
significant change was observed in the expression of RIP1, RIP3, Caspase-8, Caspase-3, XIAP,
GADD34. A statistically significant decrease was found in IAP1 and IAP2 genes (p<0.05).
Discussion: It has been shown that ER-stress mediated death pathway plays a more important role
in LCL-161-induced neuroblastoma cells instead of the extrinsic apoptotic and necroptotic pathway
involving Caspase-8.

Conclusion: The effect of SMAC mimetic LCL-161 on apoptotic and necroptotic gene expressions in
SH-SY5Y neuroblastoma cells was studied.

Keywords: SMAC mimetic, Neuroblastoma, Apoptosis
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PP8 - ANALYSIS OF TRIBBLES HOMOLOG 3 (TRIB3) EXPRESSION LEVELS IN NEUROBLASTOMA: PRELIMINARY
STUDY

BARAN Burcin®, SANLAV Gamze®, KIZMAZOGLU Deniz’, OZSENGEZER KUM Selen®, AKTAS Safiye®,
ALTUN Zekiye*, OLGUN Nur?
*Dokuz Eylul University, Institute of Oncology, Basic Oncology; *Dokuz Eylul University, Faculty of Medicine,
Pediatric Oncology, lzmir, Turkey

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

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

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

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

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

Keywords: Neuroblastoma, Cell signaling, Biomarker, Prognostic marker
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Whole Exome Sequencing Analysis of Good and Bad
Prognostic Neuroblastoma Patients (on the Behalf of
Turkish Pediatric Oncology Group) *

Zekiye Altun **, Burgin Baran !, Safiye Aktas !, HongLing Yuan * and Nur Olgun ?

Published: 6 December 2018

Abstract: Neuroblastoma (NB) is the most common extracramial solid tumor in children with
incidence rate 10.2 per 1 million children under 15 years old. NB has great diversity in clinical
behavior while some tumors are easily curable and spontaneously regressed, the others are resistant
to chemotherapies and exhibiting high relapse rates. Despite intensive usage of chemotherapies, still
5-year survival rate is about 40% for advanced stage bad prognostic patient group. Hence, there is

need for more effective therapeutics and novel biomarkers for early detection of high-risk patients.

In the present study we aimed to study molecular mutation profile of both good and bad prognostic
NB patients with whole exome sequencing (WES). The NB patients whose risk group previously
was confirmed according to TPOG-2009 protocol. 5 patients with good prognosis (low risk &
intermediate with good histology) and 5 patients with bad prognosis (intermediate poor histology
& high risk) were chosen. As a result, 23 common mutations were found in both prognostic group.
While 7 mutations were found to be specific to bad prognostic group, 2 mutations were only
observed in good prognostic group patients. The commonly mutated genes were located commonly
in cell membrane and extracellular space and mostly interfering with cell signaling and cell

communication pathways.

Keywords: neuroblastoma; childhood cancers; whole exome sequencing; mutation profile
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PP7 - 5-100 PROTEIN EXPRESSION LEVELS AS A POTENTIAL PROGNOSTIC MARKER IN NEUROBLASTOMA

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

iDokuz Eylil University, Institute of Oncology, Basic Oncology; *Dokuz Eylil University, Institute of Oncology,
Pediatric Oncology, lzmir, Turkey

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

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

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

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

Keywords: neuroblastoma, prognosis, 5-100, biomarker
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EK.5 Katki

“Yapilan tez ¢alismas1 Dokuz Eyliil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi (BAP) tarafindan 2021.KB.SAG.044 no’lu projeyle ve TUBITAK 2214/A programi
kapsaminda (Donem 2018/2, No: 1059B141801571) no’lu proje ile desteklenmistir. Her iki

kuruma da destekleri i¢in tesekkiir ederiz.”
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