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ÖZET 

AKUT LENFOBLASTİK LÖSEMİDE MDM2'NİN FARMAKOLOJİK 

İNHİBİSYONUNUN KLİNİK ÖNCESİ YÖNTEMLERLE ARAŞTIRILMASI 

Akut lenfoblastik lösemiye (ALL) yönelik mevcut tedavilere rağmen, terapi sonucu hastalığın 

yüksek klinik değişkenliği, özellikle yüksek risk özelliklerine sahip hastalar için yeni tedavi 

stratejileri gerektirmektedir. TP53 geninin kodladığı ve genomun koruyucusu olarak bilinen 

tümör baskılayıcı protein p53, tümör gelişiminin engellenmesinde önemli rol oynamaktadır. 

ALL vakalarının %90'ından fazlası başlangıçta yabani tip TP53'ü barındırır. Yabani tip 

TP53'ten kodlanan ancak TP53 mutasyonları ve MDM2’nin aşırı ekspresyonu gibi çeşitli 

nedenlerle işlevini kaybeden p53'ün yeniden aktivasyonu, kanser tedavisinde ilgi çekici bir 

terapötik yaklaşımdır. p53, birincil baskılayıcısı olan MDM2 proteinini hedef alarak 

genotoksik olmayan bir şekilde aktive edilebilir. Günümüzde MDM2 inhibitörlerini içeren 

klinik denemeler, bu tedavilerin kanser tedavisi stratejilerine dahil edilmesine olan ilgiyi 

yansıtan, giderek artan sayıda araştırma kapsamında yürütülmektedir. Erken faz klinik 

denemeleri, geliştirilen bileşiklerden biri olan idasanutlin'in (RG7388) umut vaat ettiğini 

ortaya konulmuştur. RG7388, geliştirme potansiyeli, seçiciliği ve biyoyararlanımı olan ikinci 

nesil bir MDM2-p53 bağlanma inhibitörüdür. Bu çalışmanın amacı, RG7388'in ALL için 

terapötik bir strateji olarak etkinliğini hücre hatlarında değerlendirmek ve daha ileri 

araştırmalar için bir ön veri oluşturmaktır. RG7388, çeşitli TP53 mutasyon profillerine sahip 

beş ALL hücre hattından dördünde canlılığı azaltırken, yalnızca bir hücre hattı yüksek direnç 

sergiledi. RG7388, apoptozun içsel ve dışsal yollarında yer alan p53 hedef genlerinin yukarı 

regülasyonu ile pro-apoptotik gen ekspresyonları indüklendi. Bu araştırmada RG7388, yeni 

bir tedavi stratejisi olarak ALL hücrelerinde klinik öncesi yöntemlerle araştırıldı. Bu çalışma 

daha fazla fonksiyonel araştırma ve in vivo değerlendirme önermektedir ve p53-fonksiyonel 

ALL'nin MDM2 inhibitörleriyle tedavi edilmesi ihtimalini vurgulamaktadır. 

Anahtar Kelimeler: Akut Lenfoblastik Lösemi, p53, Antikanser Tedavisi, Hedefe Yönelik 

Tedaviler, MDM2. 
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ABSTRACT 

INVESTIGATING PHARMACOLOGICAL INHIBITION OF MDM2 IN ACUTE 

LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA USING PRECLINICAL METHODS 

Despite available treatments for acute lymphoblastic leukemia (ALL), the disease's high 

clinical variability necessitates new therapeutic strategies, particularly for patients with high-

risk features. The tumor suppressor protein p53, encoded by the TP53 gene and known as the 

guardian of the genome, plays a crucial role in preventing tumor development. Over 90% of 

ALL cases initially harbor wild-type TP53. Reactivation of p53, which is encoded from the 

wild type TP53 but lost its function for several reasons, is an attractive therapeutic approach 

in cancer treatment. p53 can be activated in a non-genotoxic manner by targeting its primary 

repressor, the MDM2 protein. Clinical trials involving MDM2 inhibitors are currently being 

conducted in a growing body of investigation, reflecting of the interest in incorporating these 

treatments into cancer treatment strategies. Early-phase clinical trials have demonstrated the 

promise of idasanutlin (RG7388), one of the developed compounds. It is a second-generation 

MDM2-p53 binding antagonist with enhanced potency, selectivity, and bioavailability. The 

aim of this study is to evaluate the efficacy of RG7388 as a therapeutic strategy for ALL and 

to investigate its potential impact on improving treatment outcomes for high-risk patients. 

RG7388 potently decreased the viability in four out of five ALL cell lines with diverse TP53 

mutation profiles, whereas only one cell line exhibited high resistance. RG7388 induced a 

pro-apoptotic gene expression signature with upregulation of p53-target genes involved in the 

intrinsic and extrinsic pathways of apoptosis. In this research, RG7388 was investigated with 

pre-clinical methods in ALL cells as a novel treatment strategy. This study suggests further 

functional research and in-vivo evaluation, and it highlights the prospect of treating p53-

functional ALL with MDM2 inhibitors. 

Keywords: Acute Lymphoblastic Leukemia, p53, Anticancer Treatment, Targeted Therapies, 

MDM2. 
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1. GİRİŞ 

1.1. Akut Lenfoblastik Lösemi (ALL) 

Lösemi ile ilgili ilk tıbbi gözlemler 1827 yılında Alfred Velpeau tarafından yapılmıştır 

(Kampen, 2012). Velpeau, ateş, halsizlik ve yaygın ağrı şikayetleri ile başvuran bir hastanın 

otopsi sonucunu incelediğinde, aşırı büyük bir dalak ve damar içinde sarı-beyaz ile yeşili 

andıran bir kitle tespit etmiştir (Kampen, 2012). 1845 yılında Rudolf Virchow, John Hughes 

Bennett ve David Craigie, lösemiyi ayrı bir hastalık olarak tanımlamış ve Virchow, 1847'de 

bu hastalığı "lösemi" terimiyle adlandırarak, hastalığı splenik (dalakla ilgili) ve lenfatik (lenf 

sistemi ile ilgili) olarak iki farklı tipe ayırmıştır (Kampen, 2012). 1870 yılında Ernst 

Neumann, löseminin kökeninin kemik iliği olduğunu belirlemiş ve hastalığı miyeloid, dalak 

ve lenfatik olmak üzere üç ana tipe sınıflandırmıştır (Deininger, 2008). 1891 yılında 

geliştirilen boyama yöntemleri, lösemi alt tiplerinin daha ayrıntılı olarak ayrılmasını 

sağlamıştır ve 1913’te ise Turk, lösemiyi akut veya kronik, lenfatik veya myeloid olarak 

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

Akut lenfoblastik lösemi, en genel tanımıyla kan ve kemik iliği kanserlerinin bir 

türüdür (S. P. Hunger vd., 2015). ALL, lenfoid projenitör hücrelerin, kötü huylu çoğalması ve 

farklılaşmış hücrelerin kemik iliği, kan ve ekstramedüller bölgelere olan göçüyle meydana 

gelmektedir (Terwilliger vd., 2017). Kemoterapi ve hedefe yönelik tedavilerdeki önemli 

ilerlemelere rağmen, özellikle miyeloid mutasyonlar veya Philadelphia kromozomu pozitif 

(Ph+) t(9;22) ALL gibi yüksek riskli özelliklere sahip olan bir hasta alt grubu, kötü prognoz 

ve terapötik dirençle karşı karşıya kalmaya devam etmektedir (C. H. Pui vd., 2015; D. T. 

Teachey vd., 2019). Bu hastalık, B veya T lenfoid projenitör hücrelerinin olgunlaşmamış 

formlarının (lenfoblastlar) kontrolsüz çoğalması sonucunda ortaya çıkmakta ve normal kan 

hücrelerinin üretimini engelleyerek çeşitli sağlık sorunlarına yol açmaktadır (D. T. Teachey 

vd., 2019). 

1.1.1. ALL Tanımı ve Epidemiyolojisi 

ALL, kemik iliği, kan ve ekstramedüller bölgeleri istila edebilen ve hücre 

farklılaşmasının erken bir aşamasında bloke edilen lenfoid hücrelerin kötü huylu çoğalmasıdır 

(Hiroto vd., 2013). Hastalığın epidemiyolojisine bakıldığında, ALL’ nin Amerika Birleşik 

Devletleri (ABD)’nde yılda 6000 civarı yeni vakayla artış gösterdiği tespit edilmiştir ve 

ABD’deki 2016 yılına ait kayıtlara göre, 6500’den fazla yeni vakaya rastlanmaktadır (Stephen 

P Hunger vd., 2012). ABD'de görülme sıklığı 2014 yılında ise 100.000 kişide 1.57 olarak 
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belirlenmiştir (Hiroto Inaba vd., 2021). ABD’deki vaka insidansı ise 100.000 kişide 1.6 

vakadır (S. P. Hunger vd., 2015; Hiroto Inaba vd., 2013). Ülkemizdeki görülme sıklığı ise 

1.4/100000 olarak tahmin edilmektedir (Yümlü, 2015). ALL’nin çocuklara oranla yaşlılarda 

daha öldürücü olduğu araştırmacılar tarafından kaydedilmiştir (Horowitz, Akasha vd, 2018). 

Verilere göre %60 gibi bir oranla çocuklarda ve 20 yaşa kadar olan bireylerde görülmekle 

birlikte buna ek olarak bir milyon kişide 3,2 gibi bir görülme sıklığına sahipken, siyahi 

çocukların beyazlara göre üç kat daha az oranda ALL’ye yakalandığı araştırmacılar tarafından 

kaydedilmiştir (Horowitz vd., 2018). Diğer bir veri ise Down sendromlu bireylerin bu 

hastalığa yakalanmada artmış bir riske sahip olmasıdır (Hasle, Clemmensen vd., 2000). Yaşa 

ve etnik kökene bağlı olarak ALL insidansının değişiklik gösterdiği görülmektedir. Latinlerin 

Latin olmayanlara göre, beyazların (milyonda 35,6) ise siyahilere (milyonda 14,8) göre 

ALL’ye daha fazla yakalandığı kaydedilmiştir (Barrington-Trimis vd., 2017; Lim vd., 2014). 

Bu bilgilere 2016 yılında Surveillance, Epidemiology and End Results Registry (SEER)’deki 

kayıtlara bakılarak ulaşılmıştır. Bu kayıtlarda 23.829 vakanın 8.297’si (%35) Latin olarak 

bildirilirken 11.714’ü (%49) Latin olmayan beyazlar, 1.639’u(%7) ise Latin olmayan siyahiler 

olarak bildirilmiştir (Feng vd., 2021).  

ALL’nin belirli yaşlarda pik yaptığı bilinmektedir. Bu piklerin doruk noktalarının 5 

yaşında ve 50’li yaşlarda ortaya çıktığı gözlemlenmiştir (S. Paul vd., 2016). ALL’de yapılan 

immünofenotipleme sonucunda %75-85 oranında B soylu, %15-25 oranında ise T soylu 

hücrelerden meydana geldiği anlaşılmıştır fakat bu durum yaşa ve etnik kökene bağlı olarak 

değişim gösterebilmektedir. (Terwilliger vd., 2017). Kayıtlara bakıldığında oldukça öldürücü 

olan bu hastalığın yine ABD’de 2018'de teşhis edilen yaklaşık 5960 yeni vakanın 1470’i 

ölümle sonuçlandığı görülmüştür (Siegel vd., 2018). ALL’ nin yaklaşık %60'ı 20 yaşından 

genç hastalardır. Son kırk yılda 5 yıllık genel sağ kalım önemli ölçüde artış göstermiş ve bu 

sağ kalım 1975'te %30’larda iken 2009'da yaklaşık %70'lere ulaşmıştır (Pulte vd., 2009). 

Ancak, çocuklarda %90'lara ulaşan bu 5 yıllık genel sağ kalım oranı 50 yaş üstü hastalarda 

%25'e kadar düşmektedir (Pulte vd., 2014). Özellikle yetişkin hastalar (>40 yaş) ve mevcut 

tedavilere dirençli diğer gruplar için daha etkili ve hedefe yönelik tedavi seçeneklerine ihtiyaç 

vardır (Stephen P Hunger vd., 2012). Belirtilmesi gereken bir diğer nokta ise, bazı düşük ve 

orta gelirli ülkelerde lösemi için etkili mevcut tedavilere sürekli erişim mümkün 

olamayabilmektedir (Bonaventure vd., 2017). Özellikle son on yılda ALL’nin 

patofizyolojisinin anlaşılmasında büyük ilerlemeler kaydedilmiş ve hedefe yönelik tedavi 

seçenekleri de gelişmektedir (Lanza vd., 2020). En yaygın tedavi yöntemi olarak kullanılan 
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kemoterapi özellikle yetişkin hastalarda, %80-90 oranında tedaviye tam yanıt elde 

edilebilmesine rağmen sadece %25-45 hasta 5 yıl remisyonda kalabilmektedir (Thomas vd., 

2010). Ayrıca bu kemoterapi rejimlerinin tamamlanması yüksek toksisite nedeniyle 

zorluklarla karşı karşıyadır. Yetişkinlerin sadece %22'si kemoterapiyi tamamlayabilmektedir 

(Stock vd., 2013). Bu sebeplerden dolayı daha güvenli, daha geniş hasta gruplarında 

uygulanabilir ve daha etkili ajanlara ihtiyaç kaçınılmazdır. 

1.1.2. ALL Tanı ve Tedavi Yöntemleri 

1.1.2.1. ALL’de Tanı 

Tanı anında ALL, yüksek lökosit sayısı, santral sinir sistemi tutulumunun sık olması, 

CD10 pozitif B hücre immünfenotipi, L1 tipi blast morfolojisi ve kötü prognoz ile ilişkili 

seyir özellikleriyle dikkat çeker (Garg vd., 2018). ALL tanısı genellikle tam kan sayımı 

(anemi, trombositopeni ve yüksek beyaz kan hücresi sayısı gibi anormalliklerin belirlenmesi 

(Vaitkevičienė vd., 2011).), kemik iliği biyopsisi (kemik iliğinden örnek alınarak 

lenfoblastların varlığı ve yüzdesinin tespiti (Percival, Lai, Estey vd., 2017), akış sitometrisi 

(kan veya kemik iliği örneklerindeki hücrelerin yüzey özelliklerinin belirlenmesi.) ve genetik 

testler (farklı genetik anormalliklerin (örneğin, Philadelphia kromozomu) saptanması) ile 

yapılmakta ve bu tedavi planının belirlenmesine yardımcı olmaktadır (Bauer, Bastian, Gozzi, 

vd., 2009). Kan testlerinde, anormal derecede yükselmiş beyaz kan hücresi sayısı ve trombosit 

sayısında düşüş gözlemlenir (Vaitkevičienė vd., 2011). Kemik iliği biyopsisi, lenfoblastların 

varlığını doğrulamak için gerekli olmakla birlikte immünohistokimyasal ve genetik testler, 

hastalığın alt tipini belirlemek için yapılmaktadır (Percival vd., 2017). ALL hastalarında, en 

önemli prognostik faktörlerden biri, kemoterapiye dirençli ve kalıcı kötü huylu hücreler 

olarak tanımlanan minimal rezidüel hastalık (MRD) durumudur (Brüggemann vd., 2017). 

MRD, 10.000 sağlıklı hücrede bir neoplastik hücrenin (%0,01) tespitiyle pozitif kabul edilir 

ve bu durum hastalığın nüks riskini ve tedaviye yanıtı değerlendirmede büyük önem taşır 

(Brüggemann vd., 2017). MRD durumu, tedavi sırasında hastanın kemosensitivitesini ve 

tedavi etkinliğini gösteren önemli bir belirteçtir (Brüggemann vd., 2017). Minimal rezidüel 

hastalığın tespiti için kullanılan iki ana yöntem vardır. Bunlar multiparametrik akış sitometrisi 

(FC-MRD) ve polimeraz zincir reaksiyonuna dayalı moleküler yöntemler (PCR-MRD) olarak 

ele alınmaktadır (Vaitkevičienė vd., 2011). FC-MRD, florokrom etiketli monoklonal 

antikorların kullanımıyla lösemiye özgü immünofenotiplerin tespiti için en hızlı ve en duyarlı 

yöntemlerden biridir (Nguyen vd., 2020). Bu yöntem, ALL hastalarının yaklaşık %90-98’inde 

uygulanabilir ve duyarlılığı, gerçek zamanlı kantitatif PCR yöntemleriyle karşılaştırıldığında 
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daha düşük olsa da yine de oldukça etkilidir (van Dongen, van der Velden, vd., 2015). PCR 

tabanlı yöntemlerde, immünoglobulin (Ig) ve T hücresi reseptörü (T-cell receptor:TCR) gen 

yeniden düzenlemeleri MRD belirteçleri olarak kullanılır (van Dongen vd., 2015). Ayrıca, 

yeni nesil dizileme (next generation sequencing: NGS) tabanlı Ig klonalite analizi geleneksel 

klonalite analizlerine kıyasla daha hassas sonuçlar elde edilmesini sağlamaktadır (van den 

Brand vd., 2021).  

Diğer prognostik faktörler arasında tanı anındaki yüksek beyaz kan hücresi (White 

blood cell: WBC) sayısı da olumsuz bir etken olarak öne çıkar (van den Brand vd., 2021). 

Tedavi süreci boyunca, hastaların tedaviye verdikleri yanıtlar ve tedavi sürekliliği, kullanılan 

tedavi ajanlarına ve tedavi protokollerine bağlı olarak değişir (Möricke vd., 2016). ALL'nin 

prognozu, birçok faktöre bağlıdır; yaş, hastalığın tipi, tedaviye yanıt ve genetik faktörler 

bunlar arasındadır (S. Paul vd., 2016). Çocuklarda tedaviye iyi yanıt alınması durumunda 

genel iyileşme oranları oldukça yüksektir fakat yetişkinlerde prognoz genellikle daha kötü 

olabilmektedir (S. Paul vd., 2016). Hücrelerin B veya T hücresi kökenli olup olmadığını 

belirlemek için kullanılan immünohistokimya da hastalığın teşhisinde kullanılan yöntemler 

arasında yer almaktadır (D. T. Teachey vd, 2019). Genel olarak, çocuklarda ALL tedavi 

sonuçları oldukça umut vericidir ve iyileşme oranları %80-90 civarındadır (C.-H. Pui vd., 

2006). Yetişkinlerde ise iyileşme oranları (%22) genellikle daha düşüktür (C.-H. Pui vd., 

2006). ALL’nin teşhisinde morfolojik çalışmaların yanında immünofenotipleme ve akış 

sitometrisi testleri kullanılmaktadır (Dworzak vd., 2018). Tedavisinde ise genel olarak 

kemoterapi kullanılmaktadır (Lukenbill vd., 2013).   

1.1.2.2. ALL’de Tedavi Yöntemleri 

1.1.2.2.1. Kemoterapi ve Radyoterapi 

Lösemi tedavisi son birkaç on yılda önemli bir gelişim göstermiştir ve bu iyileşmelerin 

ardından, araştırmalar artık hastaların tedaviye yanıtını etkileyen prognostik faktörleri 

belirlemeye odaklanmıştır (Berry vd., 2017). Prognostik faktörler, hastaları belirli bir risk 

grubuna yerleştirerek, tedavi yoğunluğunun ne şekilde düzenleneceğine karar verilmesinde 

önemli rol oynar (Berry vd., 2017). ALL tedavisi, hastalığın cinsine, evresine ve hastanın 

genel sağlık durumuna bağlı olarak değişir. ALL tedavisi, kemoterapi, radyoterapi, hedefe 

yönelik tedaviler ve kök hücre nakli gibi çeşitli yöntemleri içerebilir.  

ALL tedavisi, genellikle üç aşamadan oluşmaktadır; İlki olan indüksiyon, hastalığın 

hızlı bir şekilde remisyona girmesini sağlamak için yoğun kemoterapi uygulanması, yani 
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lösemi hücrelerinin tamamını yok etmek veya kontrol altına almak için yapılan ilk tedavidir 

(Oeffinger vd., 2006; Schrappe vd., 2000). Bu aşamada genellikle yüksek doz kemoterapi 

uygulanmaktadır ve birkaç hafta sürerken hastanede yatışı gerekebilmektedir (Aureli Marziani 

vd., 2023). Diğer bir aşama olan konsolidasyon ise remisyonun sürdürülmesi ve nüksü 

önlemek için ek tedaviler yapılmasıdır (Young vd., 2017). Bu aşamda koruyucu tedaviyle 

lösemi hücrelerinin yeniden çoğalması engellenmeye çalışılır (C. H. Pui vd., 2015). Son 

aşama olarak ele alabileceğimiz bakım (maintenance) ise hastalığın tekrarlamasını önlemek 

için daha düşük dozlarda uzun süreli tedavi uygulanması olarak bilinmektedir (Group, 1996). 

Bu aşama genellikle 2-3 yıl sürebilir ve tedavi süresince düzenli kontroller gerektirir (Rudin 

Marable vd., 2017). Tüm bu tedavi yöntemleri dışında ek olarak bazı hastalarda, özellikle 

nüks durumunda, kök hücre nakli önerilebilinmektedir. Hedefe yönelik ise spesifik bazı 

mutasyonları taşıyan veya bazı hedef genler için yabani tip olan hastalar için 

planlanabilmektedir. Yoğun kemoterapi rejimleri ALL tedavisinde halen en yaygın 

başvurulan yöntemlerdendir (Aureli vd., 2023). Özellikle yetişkin hastalarda, %80-90 

oranında tedaviye tam yanıt elde edilebilmesine rağmen sadece %25-45 hasta 5 yıl 

remisyonda kalabilmektedir (Stock vd., 2013; Thomas vd., 2010). Ayrıca bu kemoterapi 

rejimlerinin tamamlanması yüksek toksisite nedeniyle zordur. Yetişkinlerin sadece %22'si 

kemoterapiyi tamamlayabilmektir (Stock vd., 2013). Kemoterapi dışında, bazı hastalar için 

hedefe yönelik tedaviler ve immünoterapiler de önerilebilinmektedir (Aureli vd., 2023). Çoklu 

ajanlı ve yoğun kemoterapi rejimleri sayesinde, pediatrik hastalarda %80-90 arasında bir 

iyileşme oranı elde edilmiştir ve bu tedavi protokolleri, ergenler ve genç yetişkinlerde de 

önemli iyileşmeler sağlamıştır  (S. P. Hunger vd., 2015). Bununla birlikte, bazı hastalarda 

farmakolojik direnç veya toksisite nedeniyle, özellikle "pediatrik benzeri" tedavi 

protokollerinin uygulanması durumunda, geleneksel tedavi yaklaşımları yetersiz 

kalabilmektedir (Bowling vd., 2016; S. P. Hunger vd., 2015). Bu, tedaviye cevap vermeyen 

veya tedavi sırasında ciddi yan etkiler gelişen hastalar için daha etkili stratejilerin 

geliştirilmesini gerektirmektedir. 

Kemoterapiye ek olarak, radyoterapi de seçilmiş hasta gruplarında ALL tedavisinde 

kullanılmaktadır (Vora vd., 2016). Geçmişte, kraniospinal ışınlama ALL tedavisinde önemli 

bir yer tutmuşken, günümüzde bu tedavi yönteminin uygulanabilirliği, tanı anında belirli bir 

merkezi sinir sistemi (MSS) durumuna göre belirlenmektedir (Sun vd., 2017). MSS tutulumu 

olan ALL hastalarında, kötü tedavi sonuçları ve MSS lezyonlarının tekrar etme eğilimi 

nedeniyle, kraniospinal ışınlama MSS tekrarını engellemek amacıyla kullanılmaktadır (Sun 
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vd., 2017). Bu tedavi, genellikle MSS tutulumu gösteren yüksek riskli ALL hastalarında 

tercih edilir. Bununla birlikte, radyasyon tedavisinin yüksek toksisite riski nedeniyle, hastanın 

radyoterapi aldığı süre, kullanılan dozaj ve radyoterapinin tedavi planına dahil edilip 

edilmeyeceği konusunda pek çok araştırma yapılmaktadır (Arico vd., 2002). Bu çalışmalar, 

radyasyon dozunun azaltılması ve tedaviye yönelik daha etkili stratejilerin geliştirilmesi 

amacıyla sürdürülmektedir. En yaygın kullanılan kemoterapötik ajanlar arasında metotreksat, 

daunorubisin, doksorubisin, vinkristin, sitarabin, siklofosfamid, tiyoguanin ve 6-

merkaptopurin yer alır (Tallman vd., 2005; Young Simmons vd., 2017). Tüm tedavi süreci 

genellikle 2-3 yıl arasında sürer. Pediatrik ALL hastalarında, farklı tedavi protokollerinin 

etkinliği üzerine birçok araştırma gerçekleştirilmiştir (Conter vd., 2010; Möricke vd., 2016). 

1.1.2.2.2. İmmünoterapi 

Pediatrik ALL'de immünoterapiler ve diğer yeni hedeflenmiş tedavi stratejileri, 

geleneksel kanser tedavilerini desteklemek amacıyla kullanılmaktadır (Hiroto Inaba vd., 

2019). Bu yenilikçi yaklaşımlar, tedaviye bağlı toksisiteyi azaltmayı ve tedavi sonuçlarını 

iyileştirmeyi hedefler (Hiroto Inaba vd., 2019). Monoklonal antikorlar, neoplastik hücreler 

tarafından ifade edilen spesifik antijenleri hedefleyen bir grup yeni, hedefli tedavi ajanını 

temsil eder (Raponi vd., 2011). Bu antikorlar, bağışıklık sistemini aktive ederek kanser 

hücrelerine karşı sitotoksik bir yanıt başlatır. Pediatrik ALL hastalarında, en yaygın hedefler 

arasında CD19, CD20 ve CD22 antijenleri bulunmaktadır (Raponi vd., 2011). Bu antijenleri 

hedefleyen antikor temelli ilaçlar, monoklonal antikor tedavilerinin yanı sıra, antikor-ilaç 

konjugatları gibi yenilikçi tedavi yaklaşımlarını da içermektedir (Stokke vd., 2021). 

İmmünoterapiler, kanser hücreleriyle mücadele etmek için bağışıklık sistemini 

güçlendirmeyi amaçlayan ek tedavi yöntemleridir (Aureli vd., 2023). Pediatrik ALL 

tedavisinde şu anda üç ana immünoterapi kategorisi kullanılmaktadır. Bunlar bispesifik 

antikorlar, CAR T hücreleri (Kimerik Antijen Reseptörü T hücreleri) ve antikor-ilaç 

konjugatları olarak sıralanmaktadır (Şekil 1.1) (Hiroto Inaba vd., 2019; C. H. Pui vd., 2015). 

İmmünoterapiler, özellikle B hücreli ALL tedavisinde yaygın olarak kullanılır çünkü CD19, 

CD20 ve CD22 yüzey antijenleri yalnızca B hücrelerinde ifade edilir ve hematopoietik kök 

hücreler veya diğer dokularda bulunmaz (Hiroto Inaba vd., 2019). Bu tür tedavi, sadece B 

hücreli ALL hücrelerini değil, aynı zamanda normal B hücrelerini de hedef alabilir, bu da 

intravenöz veya subkutan immünoglobulin uygulamaları ile yönetilebilen 

hipogamaglobulinemiye neden olabilir (Fry vd., 2018; Hiroto Inaba vd., 2019). T hücreli ALL 
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için de antikor tedavisi ve CAR T hücreleri gibi tedavi yöntemleri araştırılmaktadır vd., 

2016). 

 

Şekil 1.1. Akut lenfoblastik lösemide immünoterapi  

Kaynak:(Inaba vd., 2020). 

FDA (açılımı: U.S. Food and Drug Administration, Türkçe: Amerika Birleşik 

Devletleri Gıda ve İlaç Dairesi)) tarafından onaylanan tek monoklonal antikor, CD19 ve 

CD3'e karşı yönlendirilmiş iki antikor içeren bispesifik bir T hücresi bağlayıcısı (BiTE) olan 

blinatumomab'dır (Brischwein vd., 2006). CD19, tüm öncü B hücrelerinde ifade edilirken, 

CD3, T hücresine bağlı sinyalleme sürecinde önemli bir rol oynar. Bu bispesifik 

kombinasyon, T hücrelerinin tümör hücrelerine güçlü bir şekilde bağlanmasını sağlar. Sonuç 

olarak, bu bağlanma, aktive olan T hücrelerinin çoğalmasını ve kanser hücrelerinin 

öldürülmesini tetikler (Brischwein vd., 2006).  

DM4 ve anti-CD19 antikorunun birleştirilmesiyle oluşturulan antikor-ilaç konjugatı 

SAR3419 (koltuksimab ravtansin), B hücreli ALL ve MLL gibi hastalık modellerinde 

preklinik olarak etkinliğini kanıtlamıştır (Carol vd., 2013). Fare ksenogreft modellerinde 

hastalık progresyonunu önemli ölçüde geciktirdiği ve objektif bir tedavi yanıtı oluşturduğu 

gözlemlenmiştir (Carol vd., 2013). Ayrıca, SAR3419, hematolenfoid doku ve diğer 

organlarda (merkezi sinir sistemi hariç) hastalığın nüksünü önlemeyi başarmıştır. Bu bulgular 
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ışığında, SAR3419'un pediatrik CD19+ B hücreli ALL hastalarında tedavi sonuçlarını 

iyileştirme potansiyeline sahip olduğu öne sürülmüştür (Carol vd., 2013). 

CD20, tüm olgun B hücrelerinin yüzeyinde bulunan ve MS4A1 geni tarafından 

kodlanan bir proteindir (Pavlasova vd., 2020). B hücrelerinin gelişiminde ve olgunlaşmasında, 

aynı zamanda B hücrelerinin optimal işlevini sürdürebilmesi için önemli bir rol oynar 

(Pavlasova vd., 2020). Bu özgül B hücresi antijeni, şu anda B hücreli ALL tedavilerinde 

ikinci basamak tedavi hedeflerinden birini oluşturmakta olup, tüm hastaların yaklaşık 

%25'inin anti-CD20 immünoterapisi için uygun olduğu belirtilmektedir (Wei, Wang, Huang, 

vd., 2017). 

CD22 antijeni, B hücreli ALL hücrelerinin yaklaşık %80 ila %90'ı tarafından ifade 

edildiği için, immünoterapide önemli bir hedef haline gelmiştir (Fry vd., 2018). Bu antijeni 

hedef alan mevcut antikorlar arasında epratuzumab ve moxetumomab pasudotox yer 

almaktadır (Fry vd., 2018). CAR-T hücreleri, hastadan türetilen ve genetik olarak modifiye 

edilen T hücreleridir (Raponi vd., 2011). Bu hücreler, genetik mühendislik ile tümör 

hücrelerindeki spesifik antijenlere bağlanabilen hücre dışı alanlar kazanır, böylece bir T 

hücresi tepkisini tetikleyerek kanser hücrelerinin yok edilmesini sağlar (Raponi vd., 2011). 

ALL hastalarında nüks oranı yaklaşık %20 civarındadır ve hastaların kalan %10’u geleneksel 

tedavilere direnç göstermektedir. Nükseden hastaların prognozu son derece kötüdür; 5 yıllık 

sağkalım oranı %5-10 arasındadır (Gökbuget vd., 2012). Nükseden ALL'li çocukların 

prognozu ise, nüksün gerçekleştiği zaman dilimi, tanı ile nüks arasındaki süre ve blast 

hücrelerindeki genetik değişikliklere bağlı olarak değişkenlik göstermektedir (Aureli vd., 

2023). 

Son yıllarda, refrakter ve nükseden ALL hastalarının tedavisinde yeni tedavi 

seçenekleri oldukça umut verici hale gelmiştir. Bu tedaviler, lösemik blast hücrelerinin 

yüzeyinde ifade edilen CD19, CD20, CD22 ve CD52 gibi antijenleri hedefleyen monoklonal 

antikorlara dayanmaktadır (Jabbour O’Brien, vd., 2015). Geleneksel kemoterapi ile 

kombinasyon halinde, anti-CD20 antikoru rituksimab, yeni teşhis konmuş CD20+ (CD20 

pozitif) ALL hastalarında sağkalım oranlarını iyileştirdiği gösterilmiştir (Maury vd., 2016). 

CD19 ve CD3'e doğrudan etki eden bir T hücresi etkileşimli bispesifik tek zincirli antikor 

(BiTE) olan blinatumomab, nükseden ve refrakter ALL hastalarında monoterapi olarak 

kullanıldığında nükssüz sağkalımı uzatmaktadır (A. S. Stein vd., 2019). Ayrıca, inotuzumab 

ozogamisin, bir toksinle konjuge edilmiş anti-CD22 antikoru, tek başına veya kemoterapi ile 

birlikte kullanıldığında, relaps ve refrakter B hücreli ALL hastalarında ümit verici sonuçlar 
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sağlamaktadır (Yilmaz vd., 2015). Bunun yanı sıra, ofatumumab, obinutuzumab, 

epratuzumab, denintuzumab mafodotin ve moxetumomab pasudotox gibi yeni monoklonal 

antikorlar, şu anda tek başına veya kemoterapiyle kombinasyon halinde araştırılmakta ve 

tedavi seçeneklerini genişletmektedir (Farhadfar vd., 2016). 

1.1.2.2.3. Hedefe yönelik tedaviler 

Kemoterapinin yan etkileri ve sağlıklı kök hücrelerdeki toksisitesi göz önüne 

alındığında daha etkili ve hedefe yönelik tedavilerin geliştirilmesi önem arz etmektedir. 

Ayrıca maliyetli lösemi tedavilerine bazı kesimlerin erişiminin zor olduğu bilinmektedir. 

Buda bize herkesin yararlanabileceği, sağlıklı hücrelerdeki toksititesi düşük, daha etkili ve 

daha güvenli tedavi ajanlarının çeşitlendirilmesi gerektiğini göstermektedir (Shilpa Paul vd., 

2016). Hedefe yönelik kanser tedavileri, kanser hücrelerine özgü moleküler değişimlere 

odaklandığından kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel tedavi yöntemlerinden daha 

etkilidir. Ayrıca sağlıklı hücrelere daha az zarar verir (S. Paul vd., 2016). Bu nedenle yeni 

nesil tedavi yaklaşımları, bu tür hedefe yönelik tedavi ajanlarının tekli veya kombine 

kullanımları üzerinde şekillenmektedir. ALL için farklı tedaviler mevcut olmakla birlikte, 

yüksek klinik heterojenite sebebiyle hiçbir mevcut tedavinin tüm vakalarda iyileştirici 

olamaması yeni stratejilerin ihtiyacını doğurur (Schultz vd., 2014). Tirozin kinaz inhibitörleri 

(TKI) ABL1 -sınıfı füzyonları olan hastaları tedavi etmek için kullanılır (Schultz vd., 2014). 

Bunun yanında BCL-2 (B hücreli lenfoma geni-2) ve BCL-X L (B hücreli lenfoma ekstra 

büyük)  inhibitörleri çeşitli genetik mutasyonlara sahip kanserlerin tedavisinde 

kullanılmaktadır (Autry vd., 2020).  

Tirozin kinazlar, adenozin trifosfat (ATP) substratının hedef proteine transferini 

katalize ederek hücre içi sinyal iletimini düzenler (Thoreen vd., 2009). Onkogenik tirozin 

kinazlar, bu sinyal yollarının kontrolsüz bir şekilde aktive olmasına yol açarak kanser 

gelişimine katkıda bulunabilir. Bu onkogenik kinazlar, TKI adlı hedeflenmiş tedavi bileşenleri 

ile inhibe edilebilir. TKI'lar, kinazın aktif veya inaktif konformasyonuna bağlanabilme 

özelliklerine göre Tip I ve Tip II olarak iki ana grupta sınıflandırılabilir. Tip I inhibitörleri, 

ATP bağlanma bölgesine doğrudan rekabet ederken, Tip II inhibitörleri ATP ile rekabet 

etmeden farklı bir bağlanma alanını hedef alır (Kaczmarska vd., 2021). Ayrıca, tirozin kinaz 

inhibitörleri, tedaviye dahil edildikleri zaman dilimine göre farklı nesillere ayrılabilir ve bu 

sınıflandırma tedavi stratejilerini belirlemede önemli rol oynar (Kaczmarska vd., 2021). 

İnterlökin-7 (IL-7)/Janus kinaz (JAK)/sinyal dönüştürücü ve transkripsiyon aktivatörü STAT 

(Transkripsiyonun ilk sinyal dönüştürücüsü ve aktivatörü) sinyal yolu, hem T hem de B 
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hücrelerinin gelişiminde önemli bir rol oynar (Schluns vd., 2000; Kieper vd., 2000; Sudo vd., 

1993). Bu yol, STAT proteinlerinin antiapoptotik BCL-2 proteininin sentezini artırarak 

hücrelerin hayatta kalmasında kritik bir işlev görür (Ribeiro vd., 2018). Ayrıca, IL-

7/JAK/STAT yolunun hem lösemik hücrelerde hem de T-ALL hücre hatlarında aktive olduğu 

gösterilmiş olup, bu aktivasyon kanser hücrelerinin hayatta kalma süresinin uzamasıyla 

ilişkilendirilmiştir (Zenatti vd., 2011).  

B hücreli ALL'in bir alt kümesi, Philadelphia kromozomu adı verilen ve spesifik bir 

BCR-ABL1 tirozin kinaz füzyon proteinini kodlayan t(9:22) translokasyonunu içerir. Bu 

genetik değişiklik, pediatrik ALL vakalarının %3-4'ünde ve yetişkinlerin yaklaşık %25'inde 

görülür, ayrıca yaşla birlikte görülme sıklığı artmaktadır (Malagu vd., 2009). Ph+ ALL 

hastaları, birinci basamak tedavi olarak BCR-ABL1, TKI ile büyük ölçüde fayda sağlarlar 

(Nacheva vd., 2013). Bununla birlikte, TKI monoterapisi, yaşlı hastalarda bile düşük toksisite 

profili ile %90-100 oranında tam remisyon sağlasa da, Ph+ ALL tedavisinde TKI'nin standart 

kemoterapi ile kombinasyonu genellikle daha yüksek uzun vadeli hastalıksız sağ kalım 

oranları elde etmek için gereklidir (van Dongen vd., 2015). Bu, hem yetişkinlerde hem de 

çocuklarda uzun vadeli tedavi başarısını artıran önemli bir yaklaşım olarak düşünülmektedir. 

Bu bilgiler dışında birçok sinyal yolağı inhibitörleri de ALL tedavisi için kullanılmaktadır. 

Yeni nesil tedavi yaklaşımı spesifik olarak geliştirildiği için daha etkili sonuçlar elde 

edilmesini sağlayacaktır.  

1.1.3. ALL Tipleri ve Genetik Anomalileri 

1.1.3.1. ALL’de sınıflandırma 

Lösemi ve lenfoma gibi kanserlerde tanı koyma sürecinde önemli bir dönüm noktası 

1976 yılında gerçekleşmiştir (Bennet, 1976). Bu tarihte Fransız, Amerikan ve İngiliz 

hematologları, ALL olgularının periferik kan yaymaları ve kemik iliği aspirasyonu örnekleri 

üzerinde yaptıkları morfolojik incelemelerle FAB (French-American-British) 

klasifikasyonunu geliştirmiştir (Bennet, 1976). Bu klasifikasyon, hücrelerin büyüklüğü, 

çekirdek şekli, çekirdekçik sayısı ve sitoplazmanın bazofilik derecesi gibi özelliklere 

dayanarak yapılmış sonrasında ise, hücre tiplerinin daha ayrıntılı sınıflandırılması amacıyla 

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

İmmünolojik sınıflandırma, lenfositlerin yüzeylerinde ve sitoplazmalarında bulunan 

Cluster of Differentiation (CD) olarak bilinen lenfoid farklılaşma antijenlerinin, akış 

sitometrisi ile incelenmesiyle yapılmaktadır (Bernard vd., 1984). B hücrelerinin 
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immünfenotipi, CD19, CD79a veya sitoplazmik CD22 belirteçlerinden en az ikisinin 

ekspresyonu ile tanımlanırken, T hücreleri ve miyeloid hücre belirteçlerinin ekspresyonu bu 

tanıya ters düşmektedir (Bernard vd., 1984; C. H. Pui vd., 2015). Özellikle CD10, ALL 

sınıflamasında kritik bir belirteç olup vakaların %80'inde görülmekle birlikte CD20, B hücreli 

ALL'nin önemli bir belirteci olarak ele alınmaktadır (C.-H. Pui vd., 2009). 

ALL, hastalığın seyrine ve hücrelerin özelliklerine göre B hücreli ALL, T hücreli ALL 

ve burkitt hücreli ALL olarak üç alt tipe ayrılmaktadır (Harris vd., 1999). Fakat sonrasında 

burkitt hücreli ALL, ALL’nin  bir türü olarak görülmemesi sonucu T ve B hücreli ALL olarak 

sınıflandırılması yapılmıştır (Vardiman vd., 2009). B Hücreli ALL ise, tekrarlayan genetik 

anormallikleri olan B ALL ve başka türlü tanımlanmayan B ALL olarak iki başlık altında 

incelenmektedir (Vardiman vd., 2009). B hücreli ALL; B lenfositlerinin anormal çoğalması 

ile karakterizedir çoğunlukla çocukluk çağı çalışmalarına dayanan protokollere göre tedavi 

edilir, ayrıca daha yaygın olan ve daha iyi prognoza sahip olan ALL türüdür (Thomas vd., 

2010). B hücreli ALL, biyolojik ve klinik açıdan farklı mutasyonları bir arada 

bulundurmasından dolayı heterojen bir hastalık olup pediatrik, ergen, yetişkin ve yaşlı 

hastaları etkileyebilir. Ancak, en sık çocukluk çağında görülür ve genellikle yetişkin hastalara 

göre daha iyi bir prognoza sahiptir (C. H. Pui vd., 2015). T Hücreli ALL ise, T lenfositlerinin 

anormal gelişimi ile ortaya çıkar ve genellikle daha kötü prognoza sahip olmaktadır. T hücreli 

ALL; ALL hastalarının %20-25’ini oluşturmakta ve erkek çocuklarında 2-3 kat daha yüksek 

oranda görülmektedir (D. T. Teachey vd, 2019). Bu T hücreli ALL vakalarının %16'sında 

görülen kromozom X üzerindeki tümör baskılayıcı bir gen olan PHF6 (PHD parmak proteini 

6)'nın inaktive edici mutasyonları veya delesyonları ile açıklanabilinmektedir (Van 

Vlierberghe vd., 2010). T hücreli ALL'deki genetik değişiklikler çeşitlidir ve sonuçlarla ilgili 

henüz net bir ilişki oluşturulamamıştır (Y. Liu vd., 2017). B hücreli ALL vakaların yaklaşık 

%75-85'ini oluştururken geri kalan vakalar T hücreli ALL olarak alınabilir ancak bu yüzdeler 

tanı anındaki yaşa, ırka veya etnik kökene bağlı olarak farklılık gösterebilir (Arber vd., 2016). 
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1.1.3.2. ALL Genetik Anomalileri 

Prognoz ve tedavi üzerinde en büyük etkiye sahip sitogenetik tanı, Philadelphia 

kromozomunun t(9;22)'nin varlığıdır (Moorman vd., 2007). Yetişkin ALL'de t(9;22) bulunma 

sıklığı %15-50 arasında değişebilmekte ve yaşla birlikte artmaktadır (Moorman vd., 

2007). Ph+’in hem prognoz hem de tedavi açısından etkileri vardır. Tarihsel olarak, Ph+ 

ALL'nin bir yılda yaklaşık %10’unu oluşturmaktadır (Van Etten, 2001). Ancak, tedavi 

seçeneklerinin geliştirilmesiyle sağ kalım oranları iyileşmiş ve bu nedenle tedaviye 

başlamadan önce tüm hastaların Ph+ durumu kontrol edilmelidir (Moorman vd., 2007). ALL 

kromozomal ve tek gen mutasyonları ile diğer lösemilerden ayrım göstermektedir ve 30’dan 

fazla genetik alt grubu olduğu genomik analizler sonucunda keşfedilmiştir (Gu vd., 2019). 

Daha fazla görülen ve yüksek risk barındıran birkaç türü sıralayacak olursak (Şekil 1.2);  

Hiperdiploidi (>50 kromozom) ALL hastalarında en yaygın tip olarak görülürken, 

ETV6-RUNX1 (ETS Varyant Transkripsiyon Faktörü 6/ RUNX ailesi transkripsiyon faktörü 

1) t(12;21)(p13;q32) birikiminden etkilenmektedir (Lopez-Lopez vd., 2020). Hipodiploidi 

(<44 kromozom)) ALL vakalarının %1-2’sini oluşturan yüksek riskli bir tip olmakla birlikte, 

RAS yolu mutasyonları, TP53 (Tümör protein 53) mutasyonları ve IKZF3 (Çinko parmak 

proteini 3) delesyonu ile yakından ilişkilidir (Holmfeldt vd., 2013). t(12;21) (ETV6-RUNX1) 

hastalığın ortaya çıkması için çift vuruşa ihtiyaç duymaktadır ve hastaların yaklaşık %21’inde 

bulunmaktadır (Alpar vd., 2015). TCF3/PBF1 (Transkripsiyon faktörü 3/ fotosistem 

biyogenez faktörü 1) füzonu t(1;19)(q23;p13) translokasyonuyla ortaya çıkmaktadır (Jeha vd., 

2021).  BCR/ABL1 füzonu t(9;22)(q34;q11) kemoterapi tedavisi ve kemik iliği nakli ile 

tedavide oldukça düşük iyileşme oranına sahip riskli bir tür olmakla birlikte, yeni nesil 

ajanların kemoterapiyle birlikte kullanılmasıyla daha yüksek oranlarda iyileşme 

göstermektedir (Arico vd., 2010; Schultz vd., 2014). 2013 yılında, BCR-ABL füzyon proteini 

içermeyen ancak BCR-ABL pozitif ALL’ye benzer gen ekspresyonu gösteren yeni bir ALL 

alt tipi tanımlanmıştır (Nacheva vd., 2013). Bu alt tip, "BCR-ABL benzeri ALL" olarak 

adlandırılmış ve tedaviye dirençli, kötü prognozlu bir hastalık profili sergilemektedir 

(Nacheva vd., 2013). KMT2A (Lizin metiltransferaz 2A) (MLL (Yeniden düzenlenmiş akut 

lenfoblastik lösemi)) kromozom 11q23’te bulunmakla birlikte, 80’den fazla gen ile yeniden 

düzenlenmesi mümkün olan ve yüksek risk bulunduran bir tür olarak ele alınmaktadır (Brown 

vd, 2019). Bu türler ve şekilde verilen diğer türler ALL için ayırt edici olarak kabul edilse de; 

Bu kanser türüne sahip bireylerde tekrarlı kromozomal anomaliler bulunmamaktadır 

(Moorman vd., 2007). Son birkaç yıldır genetik dizileme de yaşanan hızlı ilerlemeler, klonal 
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evrimde ve ALL’nin tekrarlama riskinde genetik mekanizmaların ve kalıtsal genetik 

varyantların rolünün anlaşılmasına çok büyük ölçüde katkı sağlamıştır (Mullighan vd., 2009). 

Ancak ALL’nin genetik temelinin tam anlamıyla aydınlatılması birçok kanserde olduğu gibi 

henüz mümkün olamamıştır.  

 

Şekil 1.2. ALL’de tanıya yardımcı olan mutasyonların dağılımı. Turuncu bölge: T hücreli 

ALL ; Yeşil bölge: Low risk (düşük risk); Mavi bölge: Other (diğer); Kırmızı bölge: High risk 

(yüksek risk); Sarı bölge: Intermediate risk (Orta seviye risk)Genetik alt gruplar, St. Jude 

Toplam Terapi Çalışması XVI'da tedavi edilen hastalara ve Çocuk Onkoloji Grubu 

çalışmalarında tedavi edilen ve Etkili Tedaviler Üretmek İçin Terapötik Olarak Uygulanabilir 

Araştırma girişimi kapsamında genetik açıdan değerlendirilen  ALL hastalarına göre 

listelenmiştir (Jeha vd., 2009). Yüzdeler, pediatrik ALL'deki yaklaşık insidansları 

vermektedir. T hücreli ALL için, hiçbir genetik alt tip sonuçlarla açıkça ilişkili değildir, ancak 

grup bir bütün olarak orta riskli bir grup olarak kabul edilir. (H. Inaba vd., 2020) 

Kaynak: (Jeha vd., 2009) 

1.2. MDM2 (murine double minute 2)-p53 yolağı  

1.2.1. TP53 geni ve p53 proteini 

TP53, kromozom 17p13.1 üzerinde yer alan ve kanser gelişimini engellemeye yönelik ana 

işlevi olan bir tümör baskılayıcı gendir (Brady vd., 2010).  p53 proteini, farklı biyolojik 

işlevlere sahip çok sayıda hedef geni aktive eden ya da baskılayan bir transkripsiyon 

faktörüdür (Leenders vd., 2013). Bu nedenle, p53 (protein 53) çok çeşitli stres sinyalleri 
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sonucu hücre kaderini belirler; apoptoz (programlanmış hücre ölümü) başlatabilir veya 

hücreleri geri dönüşümlü olarak G1/S faz düzenleme noktasında durdurarak hücre döngüsünü 

kontrol edebilir (Burgess vd., 2016). Ayrıca, geri dönüşümsüz bir çoğalma kapasitesinin 

kaybıyla karakterize senesens olarak indüklenebilir. p53 disfonksiyonu, birçok insan 

tümörünün başlangıcını ya da ilerlemesini destekleyebilir, ayrıca hücresel farklılaşma 

bozukluklarına, genetik instabiliteye ve artmış metastatik potansiyele yol açabilir (Bieging 

vd., 2014). Genel olarak, TP53, yanlış anlamlı mutasyonlar ve delesyonlar yoluyla proteinin 

transkripsiyonel ekspresyonunu bozar ve bu da insan katı tümörlerinin çoğunda  p53'ün 

inaktive olmasına neden olur (Olivier vd., 2010). Ancak, hematolojik malignitelerde TP53  

mutasyonları daha az yaygındır ve burada p53 proteininin işlevi, iki ana düzenleyicisi olan 

MDM2 ve ARF (p14/p19)(alternatif okuma çerçevesi) ile etkileşimler aracılığıyla da 

tehlikeye girebilir (Ishizawa vd., 2016). MDM2, p53'e bağlanarak onun stabilitesini ve 

hücresel lokalizasyonunu düzenler (Poyurovsky vd., 2010). Bu etkileşim, p53'ün 

transkripsiyonel aktivitesini inhibe eder ve p53'ün proteazomal degradasyonunu teşvik eder. 

ARF (p14/p19), MDM2 ile etkileşerek p53'ün düzenlenmesinin kontrol edilmesine katkı 

sağlar. CDKN2A (Siklin bağımlı kinaz inhibitörü 2A) geni tarafından kodlanan bu tümör 

baskılayıcı, p53'ün degradasyonunu engeller ve böylece p53'ün çekirdek ve sitoplazma 

arasında düzgün bir şekilde mekik yapmasını sağlar (Vivo vd., 2015). 

Tümör baskılayıcı protein p53'ü kodlayan TP53 geni, apoptoz, DNA (Deoksiribo 

nükleik asit) onarımı ve hücre döngüsünün tutuklanması gibi temel hücresel süreçleri 

düzenleyerek hücresel bütünlüğün korunmasında önemli bir rol oynar (Lane vd., 1997). TP53 

mutasyonları katı tümörlerin yaklaşık %50'sinde yaygındır ve hücresel çoğalmayı ve hayatta 

kalmayı artırarak onkogenik süreçleri teşvik eder (Olivier vd., 2010). Buna karşılık, TP53 

mutasyonları ALL'de nispeten nadirdir; tanı sırasında vakaların %10'undan azında ve nüks 

sırasında %30'a kadar ortaya çıkar (Holmfeldt vd., 2013; Mullighan vd., 2009). Bu nadirlik 

özellikle pediatrik ALL'de dikkat çekicidir (Holmfeldt vd., 2013). p53 aktivitesini 

düzenlemenin merkezinde, p53'e bağlanan, onun protein aktivitesini inhibe eden ve 

proteozomal bozulmasını teşvik eden bir E3 ubikuitin ligazı olan MDM2 yer alır (Marine  

Lozano vd., 2010). ALL dahil olmak üzere çeşitli kanserlerde gözlenen MDM2'nin aşırı 

ekspresyonu, p53 inaktivasyonuna ve tümör ilerlemesine katkıda bulunur (J. D. Oliner vd.,  

2016). MDM2-p53 etkileşiminin küçük molekül inhibitörleriyle hedeflenmesi, vahşi tip 

TP53'lü kanserlerde p53 tümör baskılayıcı fonksiyonunun yeniden sağlanması için umut 

verici bir terapötik yaklaşımı temsil etmektedir (Vassilev, 2007). 
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Protein p53, çeşitli streslere ve çevresel hakaretlere yanıt olarak aktive olan ve hücre 

döngüsü tutuklanması, apoptoz veya senesens indüksiyonuna yol açan güçlü bir 

transkripsiyon faktörüdür (Vousden vd., 2009). Bu nedenle p53'ün ana işlevi, genetik 

dengesizlikleri olan dönüştürülmüş hücrelerin ortaya çıkmasını sınırlamak ve 'genomun 

koruyucusu' olarak hareket etmektir (Vousden vd., 2009). TP53 geninden kodlanan p53 

proteini, tümör oluşumunu önleme açısından çok önemli görevlere sahiptir ve bu sebeple 

genomun koruyucusu olarak adlandırılmıştır (S. Nag vd., 2013). ALL vakalarının %90’ından 

fazlası hastalığın ilk teşhisinde yabani tip TP53 genine sahiptir (Hof vd., 2011). Yabani tip 

TP53 geninden kodlanan fakat TP53 mutasyonları ve MDM2’nin aşırı ekspresyonu gibi farklı 

sebeplerle fonksiyonunu kaybetmiş p53’ün tekrar aktivasyonu kanser tedavisinde çekici bir 

terapötik yaklaşımdır (Rossi vd., 2009). p53, birincil baskılayıcısı olan MDM2 proteininin 

hedeflenmesi ile genotoksik olmayan bir şekilde aktive edilebilir. Son 20 yılda birçok küçük 

moleküllü MDM2 inhibitörü geliştirilmiş, bir kısmı da klinik değerlendirmeye değer 

bulunmuştur (Burgess vd., 2016).  

1.2.2. MDM2 geni 

MDM2 geni, ilk olarak BALB/c 3T3 adlı ölümsüzleştirilmiş fare hücre hattının 

kendiliğinden dönüşümünde rol oynayan gen olarak tanımlanmıştır (Fakharzadeh, vd., 1991; 

Momand vd., 1992). Başlangıçta yapılan hücre kültürü çalışmalarında, MDM2 geninin aşırı 

ekspresyonunun, nüde (genetik sistemi baskılanmış ‘çıplak’) farelerde kemirgen 

fibroblastlarını tümör oluşturucu hale getirdiği görülmüş ve bu sebeple bir onkogen olarak 

tanımlanmıştır (Zhang vd., 2000). Sonraki araştırmalarla, MDM2 geni klonlanmış ve 

kromozom 12q13-14 bölgesine yerleştirilmiştir. Ayrıca, bu genin biri p53'e bağımlı olmak 

üzere iki transkripsiyonel promotör elementi (P1 ve P2) içerdiği bulunmuştur (J. Oliner vd., 

1992). MDM2 geni, farklı izoformlar şeklinde ifade edilmektedir ve tam uzunluktaki 

transkript, 491 amino asitten oluşan bir proteini kodlar (Olson vd., 1993; Perry Mendrysa  vd., 

2000). Normal koşullarda MDM2 proteini çekirdekte bulunur, ancak proteazom aracılığıyla 

bazı hedef proteinlerin bozulmasını sağlamak amacıyla sitoplazmaya taşınır (Olson vd., 1993; 

Zhang vd., 2000). 

MDM2 geninin yaygın kemik ve yumuşak doku kanserleri de dahil olmak üzere 47 

farklı sarkom örneğinin üçte birinden fazlasında fazladan kopyaya sahip olduğu gösterilmiştir 

(Momand vd., 1998). MDM2 geninin bu çoğaltılmasına, genin promotör bölgesindeki 

nükleotid 309'da (SNP309) bulunan tek nükleotid polimorfizmi ve bunun sonucunda artan 

transkripsiyon ve translasyon gibi çeşitli mekanizmalar neden olmaktadır (Cordon-Cardo vd., 
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1994; Watanabe vd., 1996) . İnsan kanserlerinde, MDM2 geninin aşırı ifadesi, kötü prognoz 

ile ilişkilendirilmiştir; Özellikle meme, akciğer, mide ve yemek borusunun katı tümörlerinde, 

liposarkomlar, glioblastomlar ve lösemilerde kötü prognozla bağlantılıdır (Rayburn vd., 

2005). Ayrıca, MDM2'nin aşırı ekspresyonu, osteosarkomlar, kolon, meme ve prostat 

kanserlerinde metastaz ve hastalığın ileri evreleriyle ilişkilidir ve genellikle tedaviye dirençli 

tümörlerle birlikte görülür (Rayburn vd., 2005).  

MDM2’nin p53 üzerindeki inhibe edici etkisi, hücresel yanıtların düzenlenmesi ve 

tümör gelişiminde önemli rol oynamaktadır (S. Nag vd., 2013). MDM2 yolağı, özellikle 

kanser araştırmalarında dikkat çekmektedir. MDM2, 491 amino asitten oluşan bir proteindir 

ve çeşitli bağımsız yapısal bölgeler içerir (S. Nag vd., 2013). Bu yapılar; p53 ile bağlanma ve 

onu inhibe etme işlevini üstlenen N-Terminal bölge, ubiquitin taşıma ve p53'ün 

ubiquitinasyonunu kolaylaştırma işlevi taşıyan çinko parmak alanı ve MDM2'nin stabilitesini 

ve p53 ile etkileşimini etkileyen önemli alanlar içeren C-Terminal bölge olarak 

sıralanmaktadır (Poyurovsky vd., 2010).  MDM2, p53’ü çoklu ubiquitin monomerleri ile 

işaretleyerek onu proteasomal yıkıma gönderen ve p53 seviyelerinin düşmesini sağlar. 

Böylece p53 inhibe edilir ve hasarlı DNA onarılmadan hücre döngüsü devam eder. Ayrıca 

önemli bir apoptoz düzenleyicisi olan p53’ün bu rolü de baskılanmış olur (Hof vd., 2011; S. 

Nag vd., 2013). Apoptoz düzenlemesi; p53’ün stres altında apoptozu tetiklemesiyle 

başlamaktadır (De Rozieres vd., 2000). MDM2, bu süreci inhibe ederek hücrelerin hayatta 

kalmasına katkıda bulunmaktadır (De Rozieres vd., 2000). 

MDM2, p53 ile yüksek afiniteli bir şekilde bağlanarak onu inaktive etmektedir. Bu 

etkileşim, p53'ün transkripsiyonel aktivasyonunu inhibe etmekte ve hücrelerin yanıt vermesini 

engellemektedir (D. Wu vd., 2018). Normal koşullarda, MDM2 ve p53 arasındaki bu denge, 

hücresel homeostazın korunmasına yardımcı olmaktadır (Furet vd., 2016). Ancak bazı 

durumlarda, bu denge bozulabilmekte ve TP53 mutasyonları, p53'ün fonksiyonunu 

kaybetmesine neden olabilmektedir (Vousden vd., 2009). Bu durumda, MDM2’nin etkisi 

daha da belirginleşir. MDM2’nin aşırı üretimi, p53’ün sürekli olarak inhibe edilmesine yol 

açarak tümör gelişimini teşvik eder (Vousden vd., 2009). MDM2 yolağı, p53 ile olan 

etkileşimleri ve tümör gelişimindeki rolü ile kanser araştırmalarında önemli bir odak 

noktasıdır. MDM2’nin p53 üzerindeki inhibe edici etkisi, kanser tedavisinde yeni stratejilerin 

geliştirilmesi için büyük bir fırsat sunmaktadır. MDM2 inhibitörleri gibi yeni tedavi 

yöntemlerinin klinik uygulamalara girmesi, gelecekte kanser tedavisinin daha etkili hale 

gelmesine katkı sağlayabilir. MDM2 yolağının daha iyi anlaşılması ve bu yolakla ilişkili yeni 
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tedavi hedeflerinin belirlenmesi, hem temel bilim hem de klinik onkoloji alanında önemli 

gelişmelere yol açacaktır. 

MDM2 proteini p53'ün kritik bir negatif düzenleyicisidir ve fiziksel olarak p53 ile 

ilişkili olduğu bulunmuştur (Momand vd., 1998). MDM2 p53'e bağlanır ve transkripsiyonel 

aktivasyon alanını bloke ederek p53'ün fonksiyonlarını düzenler  (Momand vd., 1992). 

Yabani tip p53 protein inaktivasyonunun sebeplerinden biri MDM2'nin aşırı ekspresyonundan 

kaynaklanır (Momand vd., 1992; Picksley vd., 1993). Bu nedenle, sentetik küçük moleküller 

ile p53-MDM2 etkileşiminin inhibe edilmesi, yabani tip p53'ün aktivasyonu için bir terapötik 

strateji olarak araştırılmıştır. TP53 geni, tümör baskılayıcı protein p53'ü kodlayarak apoptoz, 

DNA onarımı ve hücre bölümlerinin durdurulması gibi önemli parçacıkların düzenlenmesinde 

kritik bir rol üstlenir ve bu şekilde bütünlüğün korunmasına katkıda bulunur (Lane vd., 1997). 

Çeşitli kanser türlerinde, özellikle ALL gibi kanser türlerinde, TP53 gen kaybı veya nokta 

mutasyonları, hücrelerin kontrolsüz şekilde çoğalmasına ve hayatta kalmasının yol açtığı 

tümör fonksiyonel gelişimini destekleyebilir (Lane vd., 1997). Ayrıca TP53 mutasyonları katı 

tümörlerin yaklaşık %50'sinde gözlemlenmektedir (Olivier vd., 2010). Ancak, TP53 

mutasyonları ALL'de nispeten daha nadirdir; tanı sırasında vakaların %10'undan azında ve 

nüks durumunda %30'a kadar ortaya çıktığı görülmektedir (Holmfeldt vd., 2013; Mullighan 

vd., 2009). Bu durum, pediatrik ALL hastalarında dikkat çekicidir (Holmfeldt vd., 2013). 

MDM2-p53 kompleksinin küçük molekül inhibitörleriyle hedeflenmesi, p53 tümör baskılayıcı 

fonksiyonunun geri kazandırılması açısından umut verici bir tedavi stratejisidir (Vassilev, 

2007). 

MDM2, p53'ü proteazom aracılığıyla ubikitinasyon ve bozunma için hedefler, aynı 

zamanda p53'ü çekirdekten dışarı taşır, p53'ün transkripsiyonel ko-aktivatörlerle etkileşmesini 

engeller ve p53'ün transkripsiyonel ko-represörleri çekmesini sağlar (Lane vd., 1997). Bunun 

yanı sıra, p53 de MDM2'nin onkoprotein ekspresyonunu düzenleyerek, MDM2'nin 

promotörüne bağlanır. Artan MDM2 seviyeleri, p53'ün transaktivasyonel alanını doğrudan 

bloke eder ve p53 proteininin proteazom aracılığıyla ubikitin bağımlı bozunmasını 

tetikleyerek p53'ün etkisiz hale gelmesine yol açar (Haupt vd., 1997; Honda vd., 1997). Bu 

karmaşık otoregülasyon döngüsü, normal hücrelerde p53'ün düşük seviyelerde kalmasını 

sağlamaya yardımcı olur (Chi vd., 2005; X. Wu Bayle vd., 1993). Stres altında olmayan 

hücrelerde p53 düzeylerinin sıkı bir şekilde kontrol edilmesi gerekir, çünkü yüksek düzeydeki 

anti-proliferatif ve pro-apoptotik p53, hücre büyümesi ve gelişimi için zararlı olabilir (Sanjeev 

Shangary vd., 2009; Vousden vd., 2009). 
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Başlangıçta, MDM2-p53 etkileşiminin yalnızca MDM2 ve p53'ün N-terminal 

bölgeleri aracılığıyla karşılıklı bağlanmasından kaynaklandığı düşünülüyordu (Poyurovsky 

vd., 2010). Poyurovsky ve arkadaşları, p53'ün C-terminalindeki değişikliklerin (silinme, 

mutasyon veya asetilasyon gibi) MDM2-p53 etkileşimini etkileyebileceğini keşfetmişlerdir 

(Chi vd., 2005). Ayrıca, MDM2'nin C-terminal halka parmak bölgesi, p53 proteolizini 

gerçekleştiren bir E3 ubikitin ligazı gibi çalışır ve p53'ü birkaç lizin kalıntısında 

ubikitinleştirir (Böttger vd., 1997). Düşük MDM2 seviyeleri, p53'ün mono-ubikitinasyonunu 

ve nükleer ihracını tetiklerken, yüksek seviyeler p53'ün poli-ubikitinasyonunu ve nükleer 

bozunmasını destekler (Nakamura vd., 2000; Poyurovsky vd., 2010) . MDM2'nin p53'ü 

düzenlemedeki rolü, farelerde MDM2 geninin hedeflenmiş olarak silinmesinin embriyonik 

öldürücülüğüyle daha da pekiştirilmektedir (Haupt vd., 1997; Honda vd., 1997; Lai vd., 2001; 

Rodriguez, Desterro, Lain, Lane, vd., 2000). Bu gözlemler, MDM2-p53 etkileşiminin 

yalnızca basit bir protein bağlanmasıyla sınırlı olmadığını, çok daha karmaşık bir süreç 

içerdiğini ortaya koymaktadır (de Oca Luna vd., 1995). 

1.2.2.1. p53 Bağımsız MDM2 Etkileşimleri 

Giderek artan klinik ve klinik öncesi veriler, MDM2'nin p53'e bağımlı olmayan 

hücresel süreçlerde de önemli roller üstlendiğini göstermektedir (Poyurovsky vd., 2010) 

(Şekil 1.3). Bazı kanser türlerinde MDM2 aşırı ekspresyonunun yanında p53 proteininde 

mutasyonlar olduğu tespit edilmiştir. Bu MDM2’nin aşırı ekspresyonundaki duruma bağlı 

olarak da kanser hücrelerinin çoğalmasına ek avantaj kazandırdığı görülmüştür (Jones 

vd.,1998). MDM2 ile etkileşimde olan bazı proteinlerin ise MDM2 üzerinde çeşitli p53 

bağımsız etkilere sahip olduğu görülmektedir (Jones vd.,1998).  

pRb (ribozomal proteinler), p53 benzeri işlevlere sahip olan, hücre döngüsünü inhibe 

edebilen bir tümör baskılayıcıdır (Bouska vd., 2008). MDM2 ile oluşturduğu komplekste pRb 

aracılı G1 tutuklanmasını bozabilmekte ve aynı zamanda p53 ile oluşturduğu kompleksle de 

MDM2’nin işlevini bozabilmektedir (Bouska vd., 2008). pRb böylece MDM2'nin p53 aracılı 

apoptozu inhibe etme yeteneğini ortadan kaldırmaktadır.  

MDMX, N-terminal p53 bağlanma bölgesinde MDM2 ile yüksek afiniteli bir şekilde 

bağlanabilmekte, p53 üzerinde MDM2 gibi etkiler göstermekte olan bir MDM2 varyantıdır 

(Wang vd., 2012). MDM2 yerine p53 ile bağlanarak bozunmasına yol açmadan p53’ü inhibe 

eder. Kanser türlerinde aşırı ifade edildiği ve MDM2 ile heterodimerize olarak onun E3 ligaz 

aktivitesini düzenlediği görülmüştür (Marine vd., 2004). MDM2’nin ayrıca DNA hasarı 
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uyarıları üzerine MDMX'i doğrudan ubiquitinleyebildiği ve parçalayabildiği görülmüştür 

(Zdzalik vd., 2010). 

ARF (p14/p19) proteininin, MDM2’nin proteolitik bozunma için p53’ü hedefleme 

yeteneğini engelleyebildiği bilinmektedir (Kuo vd., 2004). Bu ARF-MDM2 etkileşimiyle 

birlikte, MDM2’nin sitoplazmaya olan hareketi engellenir ve MDM2 çekirdekçiğe hapsolur 

(Kuo vd., 2004). Sonuç olarak ARF (p14/p19) MDM2’nin aşırı ekspresyonuna neden olabilir 

ve ayrıca p53 serbest kaldığından p53 seviyesinde de artış görülebilir. ARF (p14/p19), 

p53’ten bağımsız olarak MDM2’nin aktivitesini etkilemektedir (Sherr vd., 2005). 

Protein nükleofosmin (NPM) MDM2 ile rekabet edebilmekte, nükleustaki ARF 

(p14/p19)’nin konsantrasyonunu arttırabilmekte, ARF (p14/p19)’yi stabile edebilmekte ve 

p53 bozunmasını azaltabilmektedirler (Korgaonkar vd., 2005). Tıpkı MDMX gibi, 

MDM2’nin p53 ile bağlanma bölgesine bağlanarak p53 ubikitasyonunu azalttığı görülmüştür 

(Korgaonkar vd., 2005). p53’ten bağımsız etkilerinin olduğu bilinen NPM’nin aşırı 

ekspresyonunun c-Myc modülasyonu yoluyla çoğalmayı ve onkogen aracılı dönüşümü 

artırabileceği görülmüştür (Rayburn vd., 2009). 

PML (Progresif multifokal lökoensefalopati), proteinlerin çekirdeğe yerleşmesini 

sağlamakta ve MDM2’i izole ederek p53’ü MDM2 aracılı ubikitasyondan korumaktadır 

(Louria-Haon vd., 2003). PML, Thr18 aracılı p53 fosforilasyonuyla p53 korunmasında rol 

oynar ve p53’ü MDM2 aracılı bozunmadan korur (Alsheich-Bartok vd., 2008). p53’ün alt akış 

hedefi olan 14-3-3-σ proteini ise, bazı proteinler aracılıyla (CDK2, CDC2 gibi) hücre 

döngüsünü negatif yönde düzenlemektedir. Buna ek olarak MDM2’nin sitoplazmaya 

taşınmasını sağlayarak ve MDM2’nin otoubikitasonunu arttırarak, p53’ün bozunmasını 

azaltmaktadır (Louria-Haon vd., 2003). 

HIPK2, p53 ile doğrudan veya dolaylı olarak ilişkili olan faktörleri, düzenleyerek 

apoptozu teşvik eden bir tümör baskılayıcı proteindir (Bitomsky vd., 2009). HIPK2, 

proteazomal bozunma için MDM2'yi fosforile eder ve p53 apoptotik aktivitesini geri 

kazandırarak MDM2 kaynaklı p53 inaktivasyonunun sağlayabilir. Arıca, MDM2 ve HIPK2-

p53 etkileşimi, DNA hasarının, p53 kaynaklı MDM2 aktivitesini içeren bir protein bozunma 

mekanizması ile HIPK2 inhibisyonuna yol açabilir. Tüm bunlar, MDM2'nin gereksinimlere 

göre p53 aracılı hücre döngüsünü durmasını ve apoptozda bir rolü olduğunu göstermektedir. 

Bu ayrıca, vahşi tip p53'ten bağımsız olarak, MDM2'yi aşırı ifade eden tümörlerde p53 

inaktivasyonunu da açıklayabilir (Bitomsky vd., 2009).  
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Polikomb Proteinleri p53'ü, MDM2'yi bozarak aktive eden bir diğer tümör baskılayıcı 

proteinlerdir. RYBP’ler ubikitin bağlayıcı protein olarak görev alan proapoptotik polikomb 

grubudur (Chen vd., 2009). RYBP, MDM2 ile etkileşime girerek MDM2 aracılı p53 

ubikitinasyonunu azaltır, p53'ün stabilizasyonuna ve p53 aktivitesinde artışa yol açarak hücre 

döngüsünün durmasına neden olur (Chen vd., 2009). Arıca bir diğer polikomb kompleks 

proteini RNF2'nin kolon kanseri hücre hatlarında hem p53 hem de MDM2 ile bağlandığı ve 

MDM2 aracılı p53 ubikitinasyonunu sağladığı görülmektedir. RNF2 aşırı ekspresyonu ayrıca 

MDM2'nin yarı ömrünü artırır ve ubikitinasyonunu inhibe eder (Su vd., 2013).  

Proteazom aktivatörü PA28γ proteazom aracılı fonksiyondan bağımsız olarak MDM2-

p53 etkileşimini düzenler ve p53 bozunumunda görev alır (Zhang vd., 2008). Ek olarak, 

PA28γ, ubikitin bağımsız bir şekilde bozunmasını düzenlemek için p21'e, hücre döngüsü 

kontrol proteinleri ARF (p14/p19) ve p16'ya bağlanabilir (Zhang vd., 2008). Bu gözlemler, 

PA28γ, p21 ve ARF (p14/p19) gibi MDM2 ile etkileşimli proteinlerin, hücre döngüsünde yer 

alan çeşitli proteinlerin proteazomal bozunmasını artırmak için bir kompleks 

oluşturabileceğini düşündürmektedir. 

JMY proteini p53 yanıtı sırasında, p300 ko-aktivatörü ve MDM2 onkoproteini ile 

çekirdekte DNA hasarına bağlı bir kompleks oluşturur (Coutts vd., 2007). JMY ve p300 

proteinleri, DNA hasarından sonra bir protein kompleksi tarafından p53 yanıtını artırmak için 

taşınır. JMY, MDM2 halka alanı tarafından ubikitinasyonun ardından parçalanır (Coutts vd., 

2007). Arıca, JMY'nin yakın zamanda kaderin ekspresyonunu ve aktin nükleasyonunu kontrol 

ettiği, böylece hücre hareketliliğini ve invazyonunu etkilediği görülmüştür (Coutts vd., 2010). 

MDM2, p53'ten bağımsız olarak Rb-E2F kompleksi, DNA metiltransferaz DNMT3A, 

p107, MTBP, siklin kinaz inhibitörü p21 gibi çeşitli proteinlerle etkileşime girebilmekte ve 

hücre döngüsü ilerlemesini S fazında  yönlendirebilmektedir (Xu vd., 2010). Benzer bir 

şekilde, MDM2 onkoproteini apoptozu engellemek için Rb-E2F yoluyla etkileşime 

girebilmektedir (Bouska vd., 2008).  

 

 

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC3721034/#b118
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC3721034/#b61
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC3721034/#b61
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Şekil 1.3. Tümör baskılayıcılar ve onkoproteinler, MDM2-p53 etkileşimini düzenler. Yeşil 

kutu: Tumor suppressor (tümör baskılayıcı); Sarı kutu: Oncoprotein (onkoprotein); Sola doğru 

olan mavi ok: Activation/stabilization (etkinleştirme/stabilizasyon); Kırmızı çizgi: Inhibition 

(inhibisyon); Mavi iki yönlü ok: Interaction and stabilization (etkileşim ve stabilizasyon). 

Ribozomal proteinler (Rps) büyük ve küçük alt birimler olarak p53 ile MDM2 arasında bir 

kompleks oluşturan MDM2 aracılı p53 ubikitinasyonunu ve stabilizasyonunu engeller. ARF 

(p14/p19) ve PML, MDM2'yi nükleolusta izole ederek, MDM2'nin p53 ile bağlanmasını ve 

p53'ün parçalanmasını engeller. CK1, stres ve DNA hasarına yanıt olarak p53'ü Thr18'de 

fosforile eder ve bu şekilde p53 ile PML (Progresif multifokal lökoensefalopati) nükleer 

gövdelerine yerleşir. MDMX, MDM2 ile heterodimerler oluşturur ve p53'ün yıkımını başlatır. 

PA28γ proteini, hem MDM2 hem de p53 ile etkileşime girerek MDM2-p53 etkileşimini 

güçlendirir ve MDM2 aracılı p53 ubikitinlenmesini ve parçalanmasını arttırır. RYBP, MDM2 

ile bağlanarak p53'ün ubikitinlenmesini azaltırken, RNF2 'ün yok edilmesini teşvik eder. 

Tümör baskılayıcı (Ts) proteini HIPK2, MDM2'yi fosforile ederek proteazomal bozulmasını 

sağlarken, Rs proteini ise p53 ve MDM2 ile kompleks oluşturur. 

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

 

 

 

, 

Şekil 1.4. Geleneksel MDM2-p53 düzenleyici yolu. Nuclear export: Nükleer dışa aktarma; 

Proteasomal degradation: Proteozomal bozulma; Nuclear import: Nükleer içe aktarma; 

Autoregulatory feedback loop: Otodüzenleyici geri bildirim döngüsü. 

Kaynak: (Nag vd., 2013) 

Kapsamlı mutasyon araştırmaları, TP53 tümör baskılayıcı genindeki mutasyonların 

insan kanserlerinin yaklaşık %50'sinde meydana geldiğini göstermiştir (Hollstein vd., 1991). 

Bu mutasyonlar, yumurtalık, özofagus, kolorektal, baş ve boyun, gırtlak ve akciğer kanserleri 

gibi katı tümörlerde %38-50 gibi yüksek oranlarında görülmekle birlikte (Olivier vd., 2010) 

ALL ve kronik lenfositik löseminin de içinde bulunduğu bazı hematolojik kanser türlerinin 

tanı aşamasında daha nadir olarak yaklaşık %10 oranında görüldüğü bildirilmiştir (Hof vd., 

2011; Zenz vd., 2010). TP53 mutasyonları lösemi ve lenfomalarda kötü prognoz ile 

ilişkilendirilmiştir (Rossi vd., 2009; Salmoiraghi vd., 2016). Bazı tümörlerde TP53 geninin 

yabani tipte olmasına rağmen, p53 protein fonksiyonunun baskılandığı gösterilmiştir (Riley 

vd., 2016; Watanabe vd., 1994). TP53 geninin yabani tip yani potansiyel olarak fonksiyonel 

olduğu ancak MDM2 aşırı ekspresyonu gibi sebeplerle p53 proteininin işlev dışı kaldığı 

vakalarda, MDM2 inhibitörlerinin kullanılması kanser tedavisi için bir strateji sunmaktadır. 

Bu tedavi yöntemleri, ALL hastalarının tedavi süreçlerinde umut verici sonuçlar 

göstermektedir. ALL ve MDM2 yolağı arasındaki ilişki, ALL'nin patogenezinde önemli bir 

rol oynamaktadır. MDM2'nin p53 üzerindeki inhibe edici etkisi, ALL’nin gelişimini 

destekleyebilir ve tedavi süreçlerini zorlaştırabilir. MDM2-p53 etkileşiminin hedeflenmesi, 

ALL tedavisinde yenilikçi stratejilerin geliştirilmesine olanak tanımaktadır. MDM2-p53 

yolağının detaylı incelenmesi hem temel bilim hem de klinik onkoloji alanında önemli 

gelişmelere yol açacaktır. Bu nedenle, MDM2 inhibitörlerinin kullanımı, ALL tedavisinde 

önemli bir araştırma alanı olarak öne çıkmaktadır. 
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1.3. MDM2 İnhibitörleri  

Çeşitli klinik öncesi çalışmalar, MDM2 inhibitörlerinin yabani tip p53 taşıyan tümör 

hücrelerini öldürme konusunda in vitro ve in vivo etkilerini göstermiştir  (Andreeff vd., 2016). 

Bu nedenle, kanser tedavisindeki potansiyel yararları nedeniyle, bu ilaçlar, hastalarda 

biyolojik etkilerini ve toksisitelerini daha ayrıntılı değerlendirmek için klinik çalışmalara 

dönüştürülmektedir. RG7112, klinik testlere giren ilk MDM2 inhibitörüdür ve faz I çalışması, 

ALL dahil olmak üzere hematolojik maligniteleri olan hastalarla gerçekleştirilmiştir (Andreeff 

vd., 2016). Bu çalışma, MDM2 antagonist tedavisinin ardından p53 stabilizasyonu ve p53 

hedef genlerinin transkripsiyonel aktivasyonunu doğrulamış, aynı zamanda kötü prognozlu, 

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

Küçük moleküllü MDM2 inhibitörlerini geliştirmek için farklı stratejiler 

benimsenmiştir ve çoğu çalışma, MDM2 ile p53 arasındaki etkileşimi engellemeye yönelik 

ajanların tasarımına odaklanmıştır (Kamal vd., 2012; Klein vd., 2004; S. vd ., 2008). Bu 

ajanlara örnek olarak Nutlinler, spiro-oksindoller, benzodiazepinler ve p53’ü RITA (p53'ün 

Reaktivasyonu ve Tümör Hücre Apoptozunun İndüksiyonu) ile yeniden aktive eden bileşikler 

verilebilir (Kamal vd., 2012). Alternatif olarak, deazaflavinler gibi ubikitin ligaz aktivitesini 

inhibe eden bileşikler de geliştirilmiştir. Bu bileşikler, IC50 (Enzim aktivitesini yarıya düşüren 

inhibitör konsantrasyonu) değerleri 20-50 µM (Mikromolar) arasında değişen ve p53'ün in 

vitro ubikitinasyonunu inhibe eden etkiler göstermektedir (Kamal vd., 2012). Kanser 

hücrelerinde, bu bileşikler p53 sinyallemesini aktive ederek p53'e bağlı apoptozu indükler (De 

Rozieres vd., 2000). Ancak, MDM2 ile p53 arasındaki fiziksel etkileşim üzerinde herhangi bir 

etkileri olmadığı için, bu inhibitörlerin etkisinin allosterik bir mekanizma aracılığıyla 

gerçekleştiği düşünülmektedir (Kaur vd., 2022). Yani, bu bileşikler, MDM2'nin yapısal 

yeniden düzenlenmesini engelleyerek p53'ün ubikitinasyonuna karşı bir blokaj 

oluşturabilirler, ancak MDM2’nin kendi otoubikitinasyonunu etkilemezler (Kamal vd., 2012; 

Yang vd., 2005). 

Buna ek olarak, ginseng türevleri, kurkumin ve genistein gibi flavonoid bileşenler gibi 

çeşitli kemopreventif ajanların MDM2 onkoprotein ekspresyonunu aşağı düzenlediği 

gösterilmiştir. Bu bileşikler, hem yabani tip p53’e hem de mutant p53’e sahip tümörlerde 

MDM2 seviyelerini etkileyerek, MDM2 inhibitörlerinin p53'ten bağımsız olarak işlev 

görebileceğini göstermektedir. Ayrıca, bazı bileşikler, MDM2'nin MDM2-DAXX-HAUSP 

kompleksini bozarak bu etkileşimi engeller. MDM2'nin doğal ürün inhibitörleri üzerine 
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yapılan kapsamlı bir inceleme, bu alandaki araştırmaların son gelişmelerini 

detaylandırmıştır (Qin vd., 2016). 

MDM2 inhibitörleri, diğer onkolojik tedavi yöntemleriyle kombinasyon halinde 

kullanıldığında daha etkili olabilir. Örneğin, kemoterapi veya immünoterapilerle birlikte 

MDM2 inhibitörlerinin kullanılması, sinerjik etkiler gösterme potansiyeline sahiptir 

(Konopleva vd., 2020). MDM2 inhibitörlerinin etkinliği üzerine birçok klinik çalışma 

yapılmaktadır. Bu çalışmalar, çeşitli kanser türlerinde (sarkom, meme kanseri, ALL gibi) 

MDM2 inhibitörlerinin güvenliliğini ve etkinliğini değerlendirmektedir. MDM2 

inhibitörlerinin, özellikle ALL gibi hematolojik malignitelerde umut verici sonuçlar vermiştir 

(Hoffman-Luca vd., 2015). Bu inhibitörler, tedaviye dirençli hastalarda p53 aktivitesini 

artırarak tedavi etkinliğini artırma potansiyeline sahiptir (Q. Ding vd., 2013). MDM2 

inhibitörlerinin, geleneksel kemoterapötik ajanlarla birlikte kullanılması, tedavi etkinliğini 

artırmak amacıyla değerlendirilmektedir. Bu kombinasyonların etkinliği üzerine araştırmalar 

sürmektedir. MDM2 inhibitörleri, p53 aktivitesini artırarak kanser tedavisinde yeni bir 

yaklaşım sunmaktadır. MDM2'nin p53 üzerindeki inhibe edici etkisini hedef alan bu 

moleküller, çeşitli kanser türlerinde etkili bulunmuş ve klinik araştırmalarda umut verici 

sonuçlar göstermiştir. MDM2 inhibitörlerinin kullanımı, ALL gibi hematolojik malignitelerde 

yeni tedavi stratejileri geliştirilmesine olanak tanımakta ve onkolojide önemli bir araştırma 

alanı olarak öne çıkmaktadır. Bu alandaki çalışmalar, gelecekte kanser tedavisinin daha etkili 

ve hedefe yönelik hale gelmesine katkıda bulunacaktır. 

Hedefe yönelik kanser tedavileri, kanser hücrelerine özgü moleküler değişimleri 

hedeflediklerinden kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel tedavi yöntemlerinden daha 

etkilidir. Ayrıca sağlıklı hücrelere daha az zarar verir. Bu nedenle yeni nesil tedavi 

yaklaşımları, bu tür hedefe yönelik tedavi ajanlarının tekli veya çoklu kullanımları üzerinde 

şekillenmektedir. ALL için farklı tedaviler mevcut olmakla birlikte, yüksek klinik heterojenite 

sebebiyle hiçbir mevcut tedavinin tüm vakalarda iyileştirici olamaması yeni stratejilerin 

ihtiyacını doğurur. TP53 geninden kodlanan p53 proteini, tümör oluşumunu önleme açısından 

çok önemli görevlere sahiptir ve bu sebeple genomun koruyucusu olarak adlandırılmıştır (S. 

Nag vd., 2013). ALL vakalarının %90’ından fazlası hastalığın ilk teşhisinde yabani tip TP53 

genine sahiptir. Yabani tip TP53 geninden kodlanan fakat farklı sebeplerle fonksiyonunu 

kaybetmiş p53’ün tekrar aktivasyonu kanser tedavisinde çekici bir terapötik yaklaşımdır 

(Graves vd., 2012). p53, birincil negatif regülatörü yani baskılayıcısı olan MDM2 proteininin 

hedeflenmesi ile genotoksik olmayan bir şekilde aktive edilebilir (Furet vd., 2016). Son 20 
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yılda birçok küçük moleküllü MDM2 inhibitörü geliştirilmiş, bir kısmı da klinik 

değerlendirmeye değer bulunmuştur.  

Normal hücrelerde MDM2, p53’ün yıkımını teşvik ederek hücresel homeostazın 

korunmasına yardımcı olur. Ancak, kanser hücrelerinde MDM2’nin aşırı ekspresyonu, p53’ün 

inhibe edilmesine ve tümör gelişimine katkıda bulunur (Furet vd., 2016). Bu nedenle, MDM2 

inhibitörleri, p53 aktivitesini artırmak ve tümör hücrelerinin büyümesini engellemek için 

önemli bir tedavi stratejisi olarak kabul edilmektedir. MDM2 inhibitörleri, MDM2’nin p53 ile 

olan etkileşimini hedef alarak p53’ün işlevselliğini artırır (Graves vd., 2012; Vousden  vd., 

2009). MDM2 inhibitörleri, MDM2’nin p53 ile olan bağlanma yerini işgal eder, böylece 

p53’ün MDM2 tarafından inhibe edilmesini engeller (S. Yu vd., 2009). Bu inhibitörler, 

p53’ün ubiquitin ile işaretlenmesini engelleyerek onun hücre içinde daha uzun süre stabil 

kalmasını sağlar (S. Yu vd., 2009). Bu, p53’ün hücresel stres koşullarına yanıt verme 

yeteneğini artırır. MDM2 inhibitörlerinin, ALL tedavisinde p53’ün yeniden aktive edilmesi 

yoluyla fayda sağlayabileceği gösterilmiştir. Nutlin-3, belirli sarkom türlerinde başarılı 

sonuçlar vermiştir (Michaelis, vd., 2011). MDM2 inhibitörlerinin meme kanseri tedavisinde 

p53’ün aktivitesini artırarak tümör büyümesini engellediği bildirilmiştir (Xiong vd., 2014). 

MDM2, kanser tedavisinde önemli bir hedef olarak kabul edilmektedir. MDM2 inhibitörleri, 

p53'ün aktivitesini artırmak ve tümör hücrelerinin büyümesini engellemek amacıyla 

geliştirilmiştir. 

MDM2-p53 etkileşiminin inhibisyonu, kanser tedavisinde büyük bir araştırma alanı 

oluşturmuş ve bu konuda çok sayıda küçük molekül inhibitörü geliştirilmiştir. Bunlardan 

klinik çalışmalara girenlerden bazıları şunlardır: RG7112, RG7388 (Idasanutlin), MK-8242, 

AMG232, MI-77301 (SAR405838), DS-3032b, HDM201 (Siremadlin), NVP-CGM097 ve 

APG-115. Bu bileşiklerin birçoğunun yapısal modifikasyon süreçleri ve klinik sonuçları 

üzerinde yapılan araştırmalar, MDM2-p53 etkileşiminin engellenmesinin kanser tedavisindeki 

potansiyelini vurgulamaktadır (Şekil 1.5) (Tablo 1.1) (Fang vd., 2020; Kocik vd., 2019; Wang 

vd., 2017; Zhao vd, 2013). 
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Şekil 1.5. Klinik çalışmalara konu olmuş bazı MDM2 inhibitörleri  

Kaynak: (Fang vd., 2020; Kocik vd., 2019; Wang vd., 2017; Zhao vd., 2013) 

MDM2 inhibitörleri, p53'ün tümör baskılayıcı aktivitesini geri kazandırmayı 

amaçlayarak kanser tedavisinde büyük bir potansiyel sunmaktadır. Nutlin bileşiği klinik 

olarak uygun olmamakla birlikte, Nutlin türevi olarak geliştirilen bazı bileşikleri, özellikle 

p53'ün p53-MDM2 etkileşimini engellemekte daha etkili olmuş ve ilk klinik denemelerde 

umut verici sonuçlar elde edilmiştir (Müller vd., 2007). Bununla birlikte, bu bileşiklerin 

etkinliği, çeşitli kanser türlerinde farklılık gösterebilir ve tedaviye karşı direnç geliştirme riski 

de bulunmaktadır. Bu nedenle, bu ilaçların etkinliğini artırmak için daha fazla araştırma ve 

yapısal optimizasyon gereklidir. Klinik çalışmalar devam etmekte ve bu bileşiklerin etkileri, 

gelecekteki tedavi stratejileri için önemli bir yol haritası oluşturacaktır. Nutlin-3 MDM2 ile 

p53 arasındaki etkileşimi engelleyen küçük bir moleküldür (Müller vd., 2007). Klinik 

denemelerde, Nutlin-3'ün bazı ALL ve meme kanseri hastalarında olumlu sonuçlar gösterdiği 

bildirilmiştir (Xiong vd., 2014). 2004 yılında, “nutlinler” adı verilen cis -difenil ikameli 

imidazolin içeren bileşiklerin, güçlü, spesifik ve oral yoldan etkili küçük molekül MDM2 

inhibitörlerinin birinci sınıfı olduğu rapor edilmiştir. İlk rapordaki en etkili bileşiklerden biri, 

IC50 = 90 nM ile MDM2 proteinine bağlanan nutlin-3a (nutlin’in aktif izomeri) olarak 

bildirilmiştir (Vassilev vd., 2004). 
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Tablo 1.1.Klinik çalışmalardaki küçük moleküllü MDM2 inhibitörlerinin listesi 

İlaçlar Klinik Çalışmalar MDM2 ile 

Bağlanma 

Aktivitesi (nM) 

Kullanılan Hastalıklar 

RG7112 

(RO5045337) 

Faz II Çalışmaları 90 İleri Katı Tümörler, Sarkomalar, 

Hematolojik Neoplazmlar, AML, KML 

(Vu vd., 2013)L. T. Vassilev vd., 2004). 

RG7338 

(Idasonutlin) 

Faz I , Faz II 

Çalışmaları 

6 Katı Tümörler, AML, Nan-Hodgkin’s 

Lenfomalar, Meme Kanseri, 

Glioblastomalar, Koleteral Kanserler, 

Nöroblastomalar (Reis vd., 2016; 

Lakoma vd., 2015; Daver vd., 2023) 

AMG-232 

(KRT-232) 

Faz I , Faz II 

Çalışmaları 

0,6 AML, Beyin Kanseri, Glioblastomalar, 

İleri Katı Tümörler, Melanomalar (Sahin 

vd., 2020; Gonzalez vd., 2014). 

APG-115 

(AA-115) 

Faz I , Faz II 

Çalışmaları 

<1 Katı Tümörler, Lenfomalar, AML, 

Nöroblastomalar, ALL (Chen vd., 2017 ) 

HDM-201 Faz I , Faz II 

Çalışmaları 

0,015 Liposarkomalar, AML, Hematolojik 

Tümörler, Meme Kanseri, Koleteral 

Kanserler (E. M. Stein vd, 2021). 

DS-3032b 

(Milademat) 

In vitro, in vivo   AML, Lenfomalar, İleri Katı Tümörler 

(Arnhold vd., 2018). 

SAR405838 In vitro, in vivo  3 Kötü Huylu Tümörler. 

MK-8242 In vitro, in vivo   AML, Katı Tümörler. 

CGM097 In vitro, in vivo  1,7 İleri Katı Tümörler (Holzer vd., 2015). 
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Roche tarafından geliştirilen RG7112, Nutlin serisinin yapısına dayalı olarak modifiye 

edilmiştir ve klinik çalışmalara dahil edilen ilk MDM2 inhibitörüdür (Vu vd., 2013). Nutlin-

3a, MDM2 ile bağlanma aktivitesi gösteren ve p53'ün aktivitesini artıran güçlü bir bileşik 

olarak 2004 yılında keşfedilmiştir (L. T. Vassilev vd., 2004). RG7112, MDM2 ile p53 

arasındaki etkileşimi engelleyerek p53'ün serbest kalmasını sağlar ve tümör hücrelerinin 

apoptozunu indükler. Klinik çalışmalarda, RG7112 bazı kanser türlerinde, özellikle meme 

kanseri ve lösemi gibi durumlarda olumlu sonuçlar göstermiştir (L. T. Vassilev vd., 2004). 

AMG232, Amgen tarafından geliştirilen ve MDM2'nin p53 ile bağlanma alanını 

hedefleyen bir inhibitördür (Sahin vd, 2020). Morfolinon iskelesine dayalı olarak tasarlanan 

bu bileşik, MDM2-p53 etkileşimini engelleyerek p53'ün aktivitesini artırır (Gluck vd., 2020). 

Yapısal analizler, bu bileşiğin etkinliğini artırmak için çeşitli modifikasyonlarla geliştirilmiştir 

(Moschos vd., 2017). Ön değerlendirmeden sonra, morfolinon iskelesinin, p53'ün MDM2'ye 

bağlanmasının üç temel amino asit kalıntısını (IC50 = 5,4 μM) iyi bir şekilde simüle 

edebileceği ve C2 pozisyonuna bir benzil grubunun eklenmesinin AMG232 aktivitesini 

arttırdığı belirlenmiştir (Gonzalez vd., 2014). 

NVP-CGM097, dihidroizokinolinon iskeleti kullanılarak tasarlanmış ve MDM2 ile 

bağlanma aktivitesi gösteren bir bileşiktir (Holzer vd., 2015). NVP-CGM097'nin kokristal 

yapısı, MDM2 ile farklı bağlanma modlarına sahip olduğunu ortaya koymuştur (Townsend 

vd., 2015). Yapısal optimizasyon yoluyla, bağlanma yeteneği artırılarak bu bileşik daha güçlü 

bir aktivite göstermektedir. (Zhu vd., 2022). NVP-CGM097, MDM2 proteinine 

bağlandığında, dihidroizokinolinon iskeleti tamamen düzlemsel değildir ve bu nedenle, NVP-

CGM097 ve MDM2 proteininin kombinasyonu, van der waals kuvvetleri veya bağlanma 

yerleriyle hidrojen bağı etkileşimleri tarafından üstesinden gelinebilen bir konformasyonel 

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

Novartis tarafından geliştirilen HDM201 (siremadlin), MDM2'nin p53 ile 

bağlanmasını engelleyen bir bileşiktir. Tasarımı, MDM2 proteininin dihidroizokinolinon 

bileşiklerine bağlanmasının konformasyonel analizlerine dayanmaktadır (A. S. Stein vd., 

2019; E. M. Stein vd., 2022). Bu bileşik, MDM2 ile p53 arasındaki etkileşimi engelleyerek 

p53'ün hücredeki düzeylerini artırır (E. M. Stein vd., 2021). 

MI-77301 (SAR405838), daha yeni bir MDM2 inhibitörüdür ve p53'ün 

transkripsiyonel aktivitesini artırmayı hedefler (Wang vd., 2014). Bu bileşik, MDM2'nin p53 

üzerindeki inhibe edici etkisini azaltarak p53'ün aktivitesini artırır (Wang vd., 2014). Klinik 

araştırmalar faz I ve II aşamalarında değerlendirilmektedir ve bazı kanser türlerinde umut 
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verici sonuçlar göstermektedir (de Jonge vd., 2017). SAR405838 ve APG-115,  p53 ve 

MDM2'nin protein bağlanmasına dayanarak geliştirilen spirooksindollere aittir (Wang vd., 

2014). İndol halkası, p53 ve MDM2 arasındaki bağlanmanın anahtarıdır. İndol halkasındaki 

amino grubu, MDM2 ile hidrojen bağları oluşturabilir ve ayrıca oksindolün, p53'ün triptofan 

23 kalıntısının MDM2 ile bağlanma modunu mükemmel bir şekilde simüle edebildiği 

bulunmuştur (Koo vd., 2022). 

DS-3032b, MDM2-p53 etkileşimini inhibe eden bir başka bileşiktir. Bu bileşik, p53'ün 

aktivitesini artırarak kanser hücrelerinin büyümesini engeller ve klinik çalışmalarda 

değerlendirilmiştir (Arnhold vd., 2018). Wang Shaomeng'in araştırma grubunun geliştirdiği 

APG-115, spirooksindol iskeleti taşıyan bir MDM2 inhibitörüdür (H. Chen vd., 2017). Bu 

bileşik, p53'ün MDM2 ile etkileşimini engelleyerek p53'ün hücredeki düzeylerini artırır ve 

kanser hücrelerinin büyümesini inhibe eder (H. Chen vd., 2017). APG-115'in çeşitli kanser 

türlerinde antitümör etkinliği gösterdiği bildirilmiştir (Rasco vd., 2019; Yi vd., 2018).  

1.3.1. RG7388 (Idasanutlin) İnhibitörü 

Roche araştırmacıları, bildirilen MDM2 inhibitörlerinin yapısındaki triptofan 23 ve 

lösin 26'nın aktif  boşluklarına bağlı iki benzen halkasının hepsinin cis-konformasyon 

olduğunu, trans-konformasyonlu MDM2 inhibitörlerinin ise bildirilmediğini 

gözlemlemişlerdir (Şekil 1.6) (Ke Ding vd., 2006; S. Yu vd., 2009). Bu nedenle, MI-219 ve 

RG7112'ye dayanarak, siyanonun konformasyonunu ve aktivitesini sürdürmesi için kritik 

öneme sahip olduğu iki önemli benzen halkasının trans-konformasyonlarına sahip RG7388'i 

tasarlamış ve sentezlemişlerdir (Q. Ding vd., 2013) (Şekil 1.6). Yapısal optimizasyondan 

sonra, klinik çalışmalara giren ikinci MDM2 inhibitörü RG7388 elde edilmiştir (Q. Ding vd., 

2013). 
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Şekil 1.6. RG7388’in MDM2 ile bağlanma şeklinin gösterimi  

Kaynak: (Zhu vd., 2022) 

Klinik açıdan bakıldığında, RG7112'nin etkinliği için yüksek doz gerekmesi ve bu 

yüksek dozların gastrointestinal intolerans ile birlikte değişken maruziyet seviyelerine yol 

açması gibi birkaç dezavantajı bulunmaktadır. Bu sınırlamaları aşmak amacıyla RG7388 adlı 

güçlü bir MDM2 inhibitörü keşfedilmiştir (Şekil 1.7) (Ding vd., 2013) ve bu ilaç, 

relaps/refrakter AML hastalarında faz 1/1b denemelerine dahil edilmiştir. Çalışma sonuçları, 

idasanutlin ile tedavi edilen lösemik blastlar ve kök hücrelerdeki MDM2 protein ekspresyon 

düzeylerinin, AML hastalarında tam remisyon ile ilişkili olduğunu göstermiştir (Reis vd., 

2016). Ayrıca, aynı çalışma idasanutlin'i monoterapi olarak veya sitarabin ile kombinasyon 

halinde değerlendirmiştir (Reis vd., 2016). Ancak, ALL hakkında henüz güncel bir veri 

mevcut değildir. 
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Şekil 1.7. RG7388'in keşfi 

Kaynak: (Zhu vd., 2022) 

RG7112, MDM2 proteininin üç temel aktif bölgesini işgal ederek, MDM2 ile 

bağlanma aktivitesi sergiler (B. Yu vd., 2018). Bu bağlanma aktivitesi, 196 nM'lik IC50 

değeriyle ölçülmüştür. Ancak, RG7112'in yabani tip p53 tümör hücrelerine karşı orta düzeyde 

bir inhibe edici aktivitesi varken, p53 mutant hücrelere karşı belirgin bir etki 

göstermemektedir (B. Yu vd., 2018). Bu durum, p53 mutant hücrelerin MDM2-p53 

etkileşimine daha az duyarlı olduğunu veya alternatif onkogenik yollarla tümör büyümesini 

sürdürebileceğini göstermektedir (Illidge vd., 2000).  

RG7388, RG7112 ve MI-219'un daha gelişmiş bir türevidir ve farmakokinetik 

parametreleri iyileştirilmiş bir ikinci nesil MDM2 inhibitörüdür (Q. Ding vd., 2013). 

RG7388'in başarısı, onun bağlanma kapasitesinin 6 nM (Nanomolar)'a kadar düşmesi ve 

yabani tip p53'ün yüksek ekspresyonunu artırmasıyla açıklanabilir (Z. Zhou vd., 2021; 

Chitneni vd., 2021). Bu özellik, RG7388'in hücre döngüsünü durdurma veya apoptozu aktive 

etme yeteneğini büyük ölçüde artırmıştır (Z. Zhou vd., 2021). Ayrıca, bu bileşik, çıplak 

farelerdeki nöroblastoma ksenograft deneylerinde tümör proliferasyonunu inhibe etmiştir 

(Lakoma, vd., 2015). Farelerde yapılan ksenograft modelinde RG7388 (25 mg/kg 

(Miligram/Kilogram) oral doz) tümör büyümesinin inhibisyonuna ve gerilemesine yol açmış, 

apoptoz ve antiproliferatif etkiler göstermiştir (A. Lakoma vd., 2015). Bu, RG7388'in tümör 

hücrelerini hedef alırken sağlam bir antikanser etkinlik sergileyebileceğini işaret etmektedir 

(B. Higgins vd., 2014; A. Lakoma vd., 2015). Ayrıca, RG7388, klinik çalışmaların pek çok 
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aşamasında değerlendirilmiştir. Özellikle, relaps/refrakter AML tedavisinde sitarabin ile 

kombinasyon halinde yapılan faz III klinik çalışmalarda, tedavi öncesi MDM2 düzeyleriyle 

ilişkili olarak %25'lik tam remisyon oranı bildirilmiştir (Khurana vd., 2019). Ancak, bu 

çalışma, beklenmeyen sonuçlar nedeniyle durdurulmuştur (Brian Higgins vd., 2015). 

RO6839921, RG7388'in bir ön ilacıdır. Bu bileşik, RG7388'in farmakokinetik özelliklerini 

iyileştirmeyi ve maruz kalma değişkenliğini azaltmayı hedefler (Brian Higgins vd., 2015). 

RO6839921'in intravenöz enjeksiyonu, osteosarkom ve AML ksenograft modellerinde iyi bir 

anti-tümör aktivitesi göstermiştir. Ancak, faz I çalışmaları, RO6839921'in farmakokinetik 

parametrelerinde iyileşme sağlasa da, güvenlik profili RG7388 ile benzerdir ve klinik fayda 

açısından belirgin bir avantaj sunmamıştır (Uy vd, 2020; Zhu vd., 2022).  Özellikle RG7388, 

farmakokinetik iyileştirmeleri ve daha güçlü etkinliğiyle öne çıkmakta ve klinik çalışmalarda 

umut verici sonuçlar göstermektedir. Ancak, tedaviye karşı edinilen direnç ve klinik 

çalışmalarda beklenmeyen sonuçlar gibi zorluklar, bu terapötik stratejilerin daha fazla 

optimize edilmesi gerektiğini göstermektedir. RO6839921'in intravenöz uygulama seçenekleri 

ve diğer farmasötik modifikasyonlarla birlikte, bu bileşiklerin gelecekte daha geniş bir tedavi 

yelpazesinde kullanılabilir hale gelmesi beklenebilir. Bu çalışmaların, özellikle AML ve ileri 

solid tümörlerde tedavi seçeneklerini çeşitlendirme potansiyeli vardır. 

RG7388, MDM2-p53 etkileşimini bozacak şekilde tasarlanmış, kanser hücrelerinde 

p53'ün stabilizasyonuna ve aktivasyonuna yol açan güçlü ve seçici bir MDM2-p53 antagonisti 

olarak ortaya çıkmıştır (Q. Ding, Zhang, vd., 2013; Lyubomir T Vassilev vd., 2004). Klinik 

öncesi çalışmalar, idasanutlinin spesifik olarak TP53 vahşi tip hücrelerde apoptozu 

indüklediğini, TP53 mutant hücrelerinin ise direnç sergilediğini ve bunun terapötik 

özgüllüğünü vurguladığını göstermiştir (L. Chen vd., 2019; Ciardullo vd., 2019). Mekanik 

olarak, idasanutlin aracılı p53 aktivasyonu, hem içsel (mitokondri aracılı) hem de dışsal (ölüm 

reseptör aracılı) apoptotik yollarda yer alan pro-apoptotik genlerin yukarı regülasyonu ile 

sonuçlanır (Aptullahoglu vd., 2024). Bu aktivasyon, kaspaz aktivitesinin artması ve apoptotik 

hücre ölümünün anahtar belirteçleri olan poli (ADP-riboz) polimerazın (PARP) bölünmesiyle 

sonuçlanır. Son klinik araştırmalar, idasanutlinin hematolojik malignitelerdeki terapötik 

potansiyeline ilişkin cesaret verici bilgiler sağlamıştır. Tekrarlayan veya dirençli AML 

hastalarında idasanutlin'i standart kemoterapi veya venetoklaks ile kombinasyon halinde 

değerlendiren bir faz I çalışması, bir hasta alt kümesinin tam yanıtlara ulaşmasıyla 

yönetilebilir güvenlik profilleri ve umut verici etkinlik gösterdiği gösterilmiştir (Daver vd., 

2023). Ayrıca, devam eden veya tamamlanmış ancak henüz yayınlanmamış klinik 
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araştırmalar, idasanutlin'i monoterapi olarak veya çeşitli hastalıklarda diğer ajanlarla 

kombinasyon halinde araştırarak klinik faydasını doğrulamayı ve optimal tedavi rejimlerini 

tanımlamayı amaçlamaktadır (ClinicalTrials.gov tanımlayıcı: NCT02633059 ve 

NCT03287245). Bu klinik deneylerin ön sonuçları, idasanutlin'in TP53 yabani tip ALL için 

umut verici bir terapötik strateji olarak rolünün altını çizmekte ve potansiyel olarak sınırlı 

tedavi seçenekleri olan hastalarda sonuçları iyileştirmek için yeni bir yol sunmaktadır. 

RG7388, MDM2’nin p53 ile olan etkileşimini engelleyen hidrofobik ve elektrostatik 

etkileşimleri optimize etmek için tasarlanmıştır (Khurana vd., 2019). RG7388, MDM2'nin 

p53 ile olan bağlanma bölgesine bağlanır ve bu etkileşimi engeller. Sonuç olarak, p53’ün 

hücre içindeki stabilitesi artar (Khurana vd., 2019; A. Lakoma vd., 2015). Aktifleşen p53, 

DNA onarımı ve hücresel stres yanıtını tetikler. Ayrıca, apoptoz yolu üzerindeki etkileriyle 

kanser hücrelerinin ölümünü artırır. p53, birçok hedef genin (örneğin, CDKN1A, MDM2, 

BAX) transkripsiyonunu artırarak hücresel yanıtları modüle eder (Ciardullo vd., 2016). 

RG7388 AML, ALL ve bazı lenfoma türlerinde test edilmiştir (Bell vd., 2020; Khurana vd., 

2019). Meme kanseri, sarkom ve diğer katı tümörler üzerinde de denenmiştir (A. Lakoma vd., 

2015). İlk bulgular, RG7388’in kanser hücrelerinin büyümesini önemli ölçüde engellediğini 

ve tedaviye dirençli hastalarda umut verici etkiler gösterdiğini ortaya koymuştur. RG7388'in 

diğer tedavi yöntemleriyle (örneğin, kemoterapi veya immünoterapilerle) kombinasyonu, 

daha etkin tedavi stratejileri geliştirmek için değerlendirilmektedir (A Lakoma vd., 2015). Bu 

kombinasyonlar, özellikle MDM2’nin aşırı ekspresyonu olan tümörlerde daha fazla etkili 

olabilir. 

RG7388'nin diğer tedavi yöntemleriyle (kemoterapi, immünoterapiler) 

kombinasyonları, daha etkili tedavi stratejileri geliştirme potansiyeline sahip olabilir. Farklı 

kanser türlerinde etkinliğini değerlendirmek amacıyla yeni klinik çalışmalar yapılmaktadır 

(C.-E. Wu vd., 2022). RG7388’nin etkinliğini tahmin etmek için biyomarker araştırmaları, 

kişiselleştirilmiş tedavi yaklaşımlarını destekleyebilir. RG7388, MDM2 inhibitörleri sınıfında 

önemli bir adaydır. MDM2-p53 etkileşimini hedefleyerek, kanser tedavisinde umut verici bir 

yaklaşım sunmaktadır. Hem hematolojik malignitelerde hem de katı tümörlerde etkili 

olabileceği düşünülmektedir. Klinik çalışmalar, RG7388'nin güvenliğini ve etkinliğini daha 

fazla değerlendirmek amacıyla devam etmektedir. Onkolojik tedavi stratejilerinin gelişmesine 

katkıda bulunması beklenmektedir. 
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1.3.2. Tez Çalışmasının Gerekçesi ve Hedefleri 

Bu tez çalışmasında temel amaç, ALL hastalarının tedavilerinin iyileştirilmesi için 

potansiyel bir hedefe yönelik tedavinin hücre hattı modellerinde test edilmesidir. ALL 

gelişiminde ve tedaviye yanıtta yer alan önemli bir sinyal iletim yolağı yeni nesil küçük 

moleküllü inhibitör ile hedeflenecek ve günümüzde mevcut olan güncel klinik öncesi ilaç 

araştırma teknikleri kullanılarak bu tedavi stratejisinin etkileri araştırılacaktır. Hedefe yönelik 

ilaç tedavileri, kansere özel olan moleküler ve hücresel değişikliklere odaklanarak kemoterapi 

ve radyoterapi gibi diğer tedavi yöntemlerinden daha etkili olabilir, ayrıca normal hücrelere 

daha az zarar verir. Bu nedenle yeni nesil tedavi stratejileri bu tür hedefe yönelik ilaçların 

tekli veya çoklu kullanımları üzerinde şekillenmektedir. ALL klinik olarak birçok genetik 

anomaliyi anı anda bulundurduğundan heterojen bir hematolojik kanserdir (Horibata vd., 

2019). Özellikle tedavi açısından en zorlu malignitelerinden biri olmaya devam etmektedir 

(C.-H. Pui vd., 2009). Ancak diğer birçok kanserden farklı olarak vakaların %90'ınden 

fazlasında TP53 geni hastalığın teşhisi aşamasında yabani tip durumundadır (Comeaux  vd., 

2017). Nükseden ALL'de ise, TP53 mutasyonları veya delesyonları daha sık görülmekte ve 

tedavi başarısızlığının önemli bir belirleyicisi olmaktadır (Hof vd., 2011). Geriye kalan 

yüksek orandaki bir hasta topluluğu ise fonksiyonel bir p53 proteinine sahiptir. MDM2 

proteininin p53’ün birincil negatif regülatörlerinden biri olduğu düşünüldüğünde, MDM2 

proteinini hedeflemek ALL tedavisi için de çekici bir terapötik yaklaşımdır. Bu yolla p53’ün 

stabilizasyonu ve böylece yeniden aktivasyonu sağlanabilir (Q. Ding, Zhang, vd., 2013). 

MDM2 inhibitörleri, yabani tip p53 eksprese eden kanser hücrelerinde spesifik bir p53 

aktivatörü olarak araştırılmıştır. Bu sebeple ALL'de de uygulanabilir çünkü birçok katı 

tümörün aksine, vakaların sadece %5'i ilk tanıda TP53 delesyonlu veya mutasyonludur (K. 

Ding vd., 2005). ALL hücrelerinin çoğalması ve hayatta kalması yabani tip p53 aktivitesinin 

kaybını gerektirdiğinden, bu mekanizmayı tersine çevirecek bir moleküler strateji güçlü bir 

büyüme inhibisyonu indükleyebilir  (Q. Ding vd., 2013). Buradaki önemli diğer bir nokta, 

MDM2 inhibitörlerinin herhangi bir DNA hasarına neden olmadan yabani tip p53'ü aktive 

edilebilmesi yani genotoksik olmayan bir hedeflenmiş tedavi seçeneği olmasıdır (Böttger vd., 

1997). Ayrıca Faz III klinik çalışmalara giren ilk MDM2-p53 antagonistidir (NCT02545283). 

Idasanutlin (RG7388), MDM2-p53 etkileşimini bozacak şekilde tasarlanmış, kanser 

hücrelerinde p53'ün stabilizasyonuna ve aktivasyonuna yol açan güçlü ve seçici bir MDM2 

antagonisti olarak ortaya çıkmıştır (K. Ding vd., 2005; Lyubomir T Vassilev vd., 2004). 

Klinik öncesi çalışmalar, idasanutlinin spesifik olarak TP53 vahşi tip hücrelerde apoptozu 
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indüklediğini, TP53 mutant hücrelerinin ise direnç sergilediğini ve bunun terapötik 

özgüllüğünü vurguladığını göstermiştir (L. Chen vd., 2019; Ciardullo vd., 2019).  

MDM2, hücresel streslere yanıt olarak tümör baskılayıcı gen TP53'ün düzenleyicisi 

olan ve p53 fonksiyonunu baskılayan bir proteindir (S. Nag vd., 2013). Normalde p53, hücre 

döngüsünü düzenleyerek, DNA hasarını onarmak için hücrelerin apoptoz (programlanmış 

hücre ölümü) geçirmesini sağlar (De Rozieres vd., 2000). Ancak, p53'ün işlevinin 

engellenmesi, kanser hücrelerinin hayatta kalmasına ve çoğalmasına izin verir. MDM2'nin 

p53 ile olan etkileşimi, kanserin gelişmesinde kritik bir rol oynar, çünkü p53'ün baskılanması, 

hücrelerin kontrolsüz şekilde çoğalmasına neden olabilir (Vousden vd., 2009). MDM2 

inhibitörleri, p53'ün işlevini yeniden aktive ederek kanser hücrelerinin ölümünü teşvik 

edebilir (Graves vd., 2012). Son yıllarda, MDM2 inhibitörlerinin hematolojik malignitelerde, 

özellikle ALL gibi hastalıklarda kullanımı büyük bir ilgi uyandırmıştır (M. Zhou vd., 2000). 

MDM2 inhibitörleri, p53'ün MDM2 tarafından inhibe edilerek fonksiyonlarını geri 

kazanmasına yardımcı olabilir. TP53 geninin çoğu tümör tipiyle ilişkili olarak inaktive 

olduğunu ve genetik değişikliklere uğradığını bilmekteyiz (Olivier vd., 2010).  

 ALL tedavisinde kullanılan kemoterapi ve diğer tedavi yaklaşımlarına rağmen, 

nükseden vakalar hala büyük bir tedavi zorluğu yaratmaktadır. Bu nedenle, yeni tedavi 

stratejileri arayışı devam etmektedir. MDM2 inhibitörleri, bu yeni tedavi seçenekleri arasında 

umut verici bir yer tutmaktadır. Klinik öncesi çalışmalarda, MDM2 inhibitörlerinin ALL 

hücrelerinde etkili olduğu gösterilmiştir (Trino vd., 2016). Bu çalışmalar, MDM2 

inhibitörlerinin p53'ün stabilizasyonunu sağladığını ve p53 hedef genlerinin transkripsiyonel 

aktivasyonunu tetiklediğini ortaya koymuştur (T. Liu vd., 2024). Bu mekanizma sayesinde, 

p53'ün indüklediği apoptoz ve hücre döngüsü duraklatma gibi süreçler tetiklenir. Bu, lösemik 

hücrelerin ölümüne yol açarak tedaviye dirençli hastalarda etkinlik sağlar (Hohtari vd., 2022). 

RG7388 (Idasanutlin), güçlü bir MDM2 inhibitörü olarak geliştirilmiştir ve bazı 

çalışmalarda AML (Akut Miyeloid Lösemi)  hastalarında diğer inhibitörler ile kombine 

kullanımıyla tam remisyon sağlanmıştır (Khurana vd., 2019). Bu ilaç, ALL üzerine de 

araştırılmaktadır. Çalışmalar, lösemik blastlarda ve kök hücrelerde MDM2 protein 

ekspresyonunun yüksek olduğunu ve bunun tam remisyon ile ilişkili olduğunu göstermiştir 

(Bell vd., 2020). Ancak RG7388’in ALL hastalarındaki etkinliği hakkında daha fazla veri 

gereklidir. MDM2 inhibitörlerinin etkinliği, TP53 mutasyon durumu ve MDM2 ekspresyon 

düzeyleri gibi biyomarkörlere bağlı olabilir. MDM2 inhibitörleri, ALL gibi hematolojik 

malignitelerde yeni bir tedavi umudu sunmaktadır. Ancak, bu tedavi yaklaşımının etkinliği, 



36 
 

özellikle p53 mutasyonu olmayan hastalar için daha belirgin olabilir. Sonuç olarak, MDM2 

inhibitörleri, ALL tedavisinde önemli bir tedavi seçeneği olma potansiyeline sahiptir. Bununla 

birlikte, bu tedavi stratejisinin klinik etkinliğini tam olarak belirlemek için daha fazla 

araştırma ve klinik deneme yapılması gerekmektedir. MDM2 inhibitörlerinin toksisite ve 

yanıt biyomarkörlerinin belirlenmesi gibi zorlukların üstesinden gelmek, bu ilaçların ALL 

tedavisindeki başarısını artırmak için kritik öneme sahiptir. MDM2 ekspresyonunun birçok 

kanser türünde yüksek olması, MDM2’nin hedeflenmesinin gerekli olduğunu göstermektedir 

(Burgess vd., 2016). Kullanacağımız MDM2 inhibitörü TP53 yabani tip hücrelerde oldukça 

etkilidir. Sağlıklı hücrelerde ise (örneğin sağlıklı kök hücreler) toksik olmadığı araştırmalarda 

gözlemlenmiştir (Hohtari vd., 2022; T. Liu vd., 2024). Ayrıca MDM2 inhibitörünün 

genotoksik olmaması, tedavi uygulanacak bireylerde ileriye dönük olumsuz sonuçların ortaya 

çıkmasısın önüne geçecektir. MDM2 inhibitörleri halen aktif olarak test edilmektedir ve 

birçok inhibitör de klinik aşamalar için kullanılması uygun olarak görülmüştür.  
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2. MATERYAL METOD 

2.1. Hücre Soylarının Kültürü 

Bu tez çalışmasında kullanılan akut lenfoblastik lösemi (ALL) hücre soyları (bknz. 

Tablo 2.1) güvenilir hücre soyu koleksiyonlarından temin edilmiştir (ATCC veya DSMZ). 

RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) besiyeri (Sigma-Aldrich) ile %10 (hacmen) 

fetal buzağı serumu ve %1 (hacmen) 100X penisilin/streptomisin (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, ABD) kullanılarak uygun hücre kültürü kaplarında ve inkübatör içerisinde (%5 CO2 

(Karbondioksit), 37oC) kültüre edilmiştir. Bunun için -80oC’de saklanılan hücreler hızlıca 

çözdürülerek 5 ml besiyerinde, 1200 rpm (dakikadaki devir sayısı)’de 5 dakika olacak şekilde 

iki defa yıkandı. Yıkamanın ardından T75 (75cm2 taban yüzey alanlı) flasklara 15 ml besiyeri 

içerisinde hücrelerin ekimi yapıldı. Gün aşırı hücrelerin durumu ve besiyeri kontrolü yapıldı. 

Bu hücre paneli, bahsedilen anti-kanser ilacının test edilmesi için uygundur. Çalışmada 

kullanılan TP53 mutant ALL hücre soyları, literatürde sıklıkla mutasyona uğradığı bildirilen 

ve DNA bağlanma bölgesini içine alan bölgede nokta mutasyonlar taşımaktadır (Joerger  vd., 

2007). Seçilen hücre paneli p53 moleküler mekanizması ile ilişkili anti-kanser ilaçlarının test 

edilmesi için uygundur. MDM2 inhibitörleri, yabani tip p53 proteinine sahip hücrelerde 

sitotoksisite gösterdiği için (Lane vd., 1997; Vassilev, 2007) mutant hücre soyları kontrol 

olarak kullanılmış, böylece tedavinin hedefe yönelik özgünlüğü ve TP53 gen durumuna bağlı 

olup olmadığı da gösterilmiştir. Besiyerindeki renk değişimi göz önüne alınarak yeterli 

yoğunluğa ulaşan hücreler pasajlanmak üzere toplandı. Toplanan hücreler 1200 rpm’de 5 

dakika çöktürülerek üzerlerindeki besiyerleri atılıp, hücre yoğunluğuna göre 5-10 ml taze 

besiyerinde çözüldü. Hücre yoğunluğuna göre bir miktar hücre tekrar taze besiyeriyle 

seyreltilerek hemositometre (Neubauer improved) ile sayım yapıldı. Sayım sonucuna göre 

gerekli hesaplamalar yapılarak (Formül 1) gerekli miktarda hücreler son hacim 15 ml besiyeri 

olacak şekilde yeni flasklara ekildi. 

Formül 1. 

Hücre sayısı (hücre/ml) = (4 alanda sayılan hücre sayısı/4) X Dilüsyon faktörü X 104 

2.2. İnhibitörün Hazırlanması 

MDM2 inhibitörü olarak idasanutlin (RG7388) (Q. Ding, Zhang, vd., 2013) kullanıldı. 

Bu küçük molekül inhibitörün kimyasal formülü bilinmekte ve ticari olarak temin 

edilebilmektedir. Toz halde temin edilen RG7388 (Cayman Chemicals #21532) gerekli 

hesaplamalardan sonra dimetil sülfoksit (DMSO) içerisinde çözündürülerek 10 mM'lik stoklar 
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hazırlandı ve -20oC'de muhafaza edildi. Her deney öncesinde DMSO kullanılarak seri 

seyreltmeler ile farklı konsantrasyonlarda inhibitörler hazırlandı. DMSO’nun sitotoksik 

etkisini minimuma indirmek için besiyeri içerisindeki hacimsel oranı en fazla %0,5 olacak 

şekilde hücreler inhibitörle muamele edildi.  

2.3. Sitotoksisite Ölçüm Yöntemi 

Pasajlamadaki gibi hücreler toplanarak sayımları yapıldıktan sonra gerekli 

hesaplamalar yapıldı. 10 ila 3000 nM arasında değişen konsantrasyonlarda DMSO ile 

hazırlanan ilaçlar hücrelere uygulandı.  İlaç uygulamasında izlenen süreç şöyledir: Kuyucuk 

başına 100 µl ve 2,5 x 100.000 hücre/ml yoğunlukta olacak şekilde hücreler 96 kuyucuklu bir 

plakaya (Labselect) ekildi. Ekildikten 24 saat sonra ise hesaplamalardan elde edilen ilaç 

miktarları uygun kuyucuklara eklendi. Her hücre hattı için üç adet kuyucuğa karşılaştırma 

yapmak için ilaç içermeyen DMSO eklendi (DMSO kontrol). Ayrıca üç adet kuyucuk da boş 

kontrol olarak kullanılması için sadece besiyeri ile muamele edildi. 72 saat sonra DMSO 

kontrolüne göre büyüme inhibisyonunu değerlendirmek için XTT Test Kiti (Cayman 

Chemical Company, MI, ABD) kullanıldı. XTT testi, hücre canlılığını metabolik olarak 

ölçmek için kullanılan bir test türüdür. Sağlıklı hücrelerde, XTT mitokondriyal enzimler 

tarafından turuncu bir formazan boyasına dönüştürülür. Daha sonra 450 nanometrede tespit 

edilen bağıl emilim, canlı hücre sayısını tahmin etmek için kullanıldı. Bu yöntemin hücre 

sabitleme, geçirgenleştirme veya ikincil tespit yöntemleri gerektirmemesi ve analizden sonra 

hücrelerin daha fazla incelenmesini sağlaması nedeniyle süspanse hücre hatları için oldukça 

avantajlı bir hücre canlılığı ölçme yöntemidir (Scudiero vd., 1988). Kitteki kılavuz 

kullanılarak uygun miktarda XTT solüsyonu hazırlanıp, gerekli miktarlar kuyucuklara 

dağıtıldı. Hazırlanan plakalar 4 saat boyunca %5 CO2’de ve 37oC’de inkübasyon için 

bekletildi. Sonrasında 450 nm (nanometre) de absorbans ölçümü 96 kuyulu plaka okuyucu 

cihaz (Thermo Scientific) kullanılarak yapıldı. 

2.4. Protein İmmünoblot Analizi (Western Blotlama) 

Hücreler 1x106 hücre/ml olacak şekilde 6 kuyulu plaklara (Labselect) 2 ml besiyeri 

içerisine ekildi ve seçilen dozlarda (15 nM, 50 nM, 150 nM ve 500 nM) inhibitörlerle 

muamele edildi. 24 saat sonrasında tüm örnekler ayrı ayrı ependorflara alındı. Örnekler, 

4oC’de ve 2500 rpm’de santrifüjlenerek süpernatantları atıldı. Üzerlerine 50 µl liziz tamponu 

(Takara #635656) eklenerek vortekslenmiş ve lizatlar oda ısısında 10 dakika bekletilmiştir. 

4oC’de ve 12.000 rpm’de tekrar santrifüjlenen lizatların süpernatantları western blotlama için 
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kullanılmak üzere yeni ependorlara toplanarak -20oC’ye kaldırıldı. Protein konsantrasyonları 

BCA protein test kiti (Takara #T9300A) kullanılarak ölçüldü.  

Eşit miktarlarda protein %4-20’lik SDS (sodyum dodesil sülfat)-poliakrilamid jellere 

(Biorad Mini-PROTEAN Tetra Cell #1658001) yüklenerek proteinlerin jelde ayrımı sağlandı. 

Jelde moleküler ağırlıklarına göre ayrılan proteinler PVDF (Poliviniliden florür) membranlara 

(Biorad #1620177) aktarıldı. (Transkripsiyonun ilk sinyal dönüştürücüsü ve aktivatörü 3) 

primer antikorları ve sekonder tayin reaktifi olarak anti-mause ve anti-rabbit antikorları 

kullanıldı. Proteinler, geliştirilmiş kemilüminesans (ECL) (Biorad Clarity Western ECL 

#1705060) reaktifleri ve uygun deteksiyon platformu kullanılarak görüntülendi. 

Protein lizatlarının jelde yürütülmesinde şu adımlar izlenmiştir; BCA protein test kiti 

ile hesaplanan protein konsantrasyonları, gerekli SDS/tris/glicine solüsyonu ve distile su ile 

birlikte ependorflara eklenildi. Proteinlerin lineer hale gelmesi için ependorf tüpler ısı 

bloğunda 95oC’de 10 dakika tutuldu. Ardından tüp içerisinde buharlaşan ve tüp çeperlerine 

dağılan karışımı dipte toplamak için 10 saniye santrifüj işlemi yapıldı. Örnekler yüklenmeden 

önce yürütme tamponu (running buffer) saf su ile 10X’ten 1X’e seyreltildi. Yürütme 

tamponunun içeriği; 0,5 molar (M) 13,11gr tris (200 ml saf suda ve ph’sı 6,8’e ayarlanmış 

olarak hazırlanmış), 0,5 M 0,2 ml pH’sı 6,8 ayarlanarak hazırlanmış tris, 0,4 gr SDS, 1 ml 

beta-merkaptoetanol, 2 ml gliserol, 1 ml % 0,1’lik bromofenol mavi ve 13,5 ml saf sudan 

oluşmaktadır. Daha öncesinde hazır olarak temin edilen yükleme jeli tank içerisine 

yerleştirildi. Ardından western tankı seyreltilen yürütme tamponu ile dolduruldu. Temin 

edilen uygun marker (Precision plus proteinTM Standards #161-0374) ve hazır halde bulunan 

örnekler tank içerisindeki jele belirli sırayla yüklenildi. 180 voltta 45 dakika yürütme işlemi 

gerçekleştirildi. 

Yürütme işleminin ardından sırasıyla siyah sünger, filtre kağıdı, jel, etanolle 

aktifleştirilmiş PVDF membran, tekrar filtre kağıdı ve son olarak kırmızı sünger konularak 

sandviç şekli verildi (Siyah negatifi, kırmızı pozitifi temsil eder). Membran etanolle 

aktifleştirildikten sonra transfer tamponu ile yıkandı. Ayrıca sandviç oluşturmak için 

kullanılacak diğer tüm malzemeler hazırlanmadan önce transfer tamponu içinde bekletildi. 

Transfer tamponu hazırlamak için; 3 gram (gr) tris, 14,14 gr glisin, 200 mililitre (ml) metanol 

ve gerekli miktarda saf su kullanıldı. Transfer için kullanılacak tankın içi 1X transfer tamponu 

ile dolduruldu. Yönlere dikkat edilerek hazırlanan sandviç tanka yerleştirildi. 100 voltta 30 

dakika transfer işlemi gerçekleştirildi. 
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Transferden sonra %5’lik süt tozu (1gr süt tozuna 20 ml TBS (Tris tamponlu tuzlu su) 

tween konularak hazırlandı. TBS-tween ise; 10X’lik TBS, saf su ile 1X’e seyreltildi ve 

litresine 1 ml olacak şekilde tween20 eklendi. Transfer işlemi tamamlanan membran 

hazırlanan süt tozu solüsyonu bulunan kapta ve yatay çalkalayıcı platform üzerinde 110 

rpm’de 45 dakika olacak bloklandı. Bu işlem devam ederken antikorlarımız (anti-PARP (CST 

#46D11), anti-PUMA (CST #D30C10), anti-p53 (DO-7, CST), anti-p21 (CST #12D1), anti-

aktin (Sigma)ve anti-MDM2) önceden hazırlanan %5’lik süt tozu solüsyonuyla 1/1000 olacak 

şekilde gerekli miktarda hazırlandı. Çalkalayıcıdan alınan membran belirlenen yerlerden 

kesilerek, önce hazırlanan PARP ve PUMA falkonları içerisine, transfer yapılan kısım falkon 

duvarına gelmeyecek şekilde yerleştirildi. Falkonlar, tüp çevirici cihaza (tube roller) 

yerleştirildi ve bir gece boyunca buzdolabı içerisinde (+4oC) inkübasyona bırakıldı. Bu 

işlemin sonrasında alınan membranlar 5’er dakika olacak şekilde 4 kez 1X TBS-tween20 ile 

yıkandı. Birincil (primer) antikorlardan tavşan kökenli olanlar anti-rabbit ikincil (sekonder) 

antikoru, fare kökenli olanlar anti-mouse ikincil antikoru ile %5’lik süt tozu solüsyonunda 

1/2000 (1 hacim ikincil antikor, 2000 hacim %5’lik süt tozu) oranında ikincil antikorla inkübe 

edildi. Bunun için, birincil antikorlama sonrası yıkaması yapılan membranlar uygun bir kapta 

hazırlanan ikincil antikorlarla 60 dakika yatay çalkalayıcıda tutuldu. Bu işlem sonunda alınan 

membranlar tekrar 5 kez 1X TBS tween ile yıkandı. Yıkamadan alınan membranlar gerekli 

miktarda ve 1:1 oranında hazırlanan ECL solüsyon karışımı (Biorad Clarity Western ECL 

#1705060) ile karanlık bir ortamda birkaç dakika muamele edilerek fotoğraflamalar yapıldı. 

Fotoğraflama işlemi için 2D jel görüntüleme platformu (Syngene G:Box System) kullanıldı. 

Fotoğraflamadan sonra membranlar %5’lik süt tozu ile bir saat kadar bloklandı. Ardından 

p53, MDM2 ve p21 primer antikorları ile aynı işlemler yapılarak tekrar fotoğraflamalar 

yapıldı. Sekonder antikorla muamele aşamasında p53 primer antikoru mause olduğu işin, ona 

ayrı olarak 1/2000 olacak şekilde anti- mause sekonder antikoru hazırlandı. %5’lik süt tozu ile 

bir saat kadar tekrar bloklanan membranlar son primer antikor olan aktin ile aynı işlemler 

tekrarlanarak fotoğraflandı. Sadece p53 antikoru mause olarak kullanıldı. 

2.5. Akım Sitometrisi  

Akım sitometrisi tekniği, hücrelerin süspansiyon halinde bir akış kanalı boyunca tek 

tek geçmesi ve bu sırada hücre büyüklüğü ve granülaritelerine göre sınıflandırılması esasına 

dayanan bir tekniktir. Hücre yaşam döngüsünün farklı fazlarındaki (G1, S ve G2/M) 

hücrelerin yüzdesel dağılımları belirlenebilmekte veya fraksiyonel DNA içeriği olan apoptotik 

hücrelerin saptanması mümkün olmaktadır. Apoptoz veya diğer adıyla programlanmış hücre 
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ölümü, hücre büyümesi ve çoğalmasının önemli ve aktif bir düzenleyici yoludur. Hücreler, 

dışarıdan bir etki ile indüklenen spesifik sinyaller sonucunda karakteristik fizyolojik 

değişiklikler geçirirler. Apoptoz sırasında, normal sağlıklı hücrelerde hücre zarının iç kısmına 

lokalize olmuş fosfatidilserinler (PS) hücre zarının dışa bakan kısmına yönelir. Membran 

bütünlüğünün kaybı ise apoptozun son aşamalarında gerçekleşir. Annexin-V, kalsiyuma 

bağımlı bir maddedir ve PS'ye yüksek afiniteye sahiptir. Apoptotik yolun başlarında PS 

molekülleri, Anneksin-V'in bulunduğu hücre zarının dış yüzeyine doğru yer değiştirir. Muse® 

Annexin-V ve ölü hücre testi, apoptotik hücrelerin dış membranındaki PS'yi tespit etmek için 

Annexin-V'i kullanır. Ölü hücre belirteci olarak ise hücre zarı yapısal bütünlüğünün bir 

göstergesi olarak 7-aminoaktinomisin D (7-AAD)’yi kullanır. Bu testte dört hücre 

popülasyonu ayırt edilebilir: 

• apoptotik olmayan hücreler: Annexin V (-) ve 7-AAD (-) 

• erken apoptotik hücreler: Annexin V (+) ve 7-AAD (-) 

• geç aşama apoptotik ve ölü hücreler: Annexin V (+) ve 7-AAD (+) 

• çoğunlukla nükleer enkaz: Annexin V (-) ve 7-AAD (+) 

Akım sitometrisi analizinde şu yol izlenmiştir: 

5x105 hücre/ml, 6 kuyulu plakta kuyu başına 2 ml tam besiyeri içerisinde ekildi. Ertesi 

gün (24 saat sonra) RG7388 eklendi ve 24 saat inkübasyona bırakıldı. 24 saatlik inkübasyonu 

takiben hücreler iki kez +4oC Dulbecco’s fosfat tampon çözeltisi (D-PBS) (Serox #SRX-

0615) ile yıkandı. Son olarak 0,5 ml soğuk D-PBS içerisinde süspanse edilen hücreler analiz 

edileceği yere buz içerisinde transfer edildi. Canlı hücre, erken/geç apoptotik hücre ve hücre 

ölümünün kantitatif analizi için Muse® Annexin-V ve ölü hücre kiti (Cytek #MCH100105) 

kullanıldı. Kitin tavsiye edilen boyama ve analiz protokolü aynen takip edildi ve analizler 

Eskişehir Teknik Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü’nde yer alan Guava® Muse® 

hücre analiz cihazı ile gerçekleştirildi. Her bir numune için en az 50.000 hücre analiz edildi. 

2.6. İstatistiksel Analiz 

Verilerin istatistiksel analizi ve grafiklerin oluşturulması için GraphPad Prism 

programı kullanıldı. İlgili kısımlarda aksi belirtilmedikçe, istatistiksel karşılaştırmalar için 

eşlenmiş veya eşlenmemiş t-testi kullanıldı. Her bir bağımsız değişken aynı deney seti 

içerisinde en az üçer kez tekrar edildi. Ayrıca tüm deneyler en az üç defa bağımsız olarak 

tekrarlandı. Veriler “ortalama ± standart hata” veya “ortalama ± standart sapma” olarak 
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sunuldu. 0.05’ten küçük p değerleri %95 güven düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı kabul 

edildi (p> 0.05 ise anlamlı değil; *, p ˂ 0.05; **, p ˂ 0.01; ***, p ˂ 0.001; ****, p ˂ 0.0001). 
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3. BULGULAR 

3.1. RG7388, ALL hücrelerinde doza bağlı büyüme inhibisyonunu indükledi 

Beş farklı ALL hücre hattı, MDM2 inhibitörü RG7388'in artan konsantrasyonlarına (0 

ila 3000 nM arası) maruz bırakıldı. Hücrelerin göreceli büyümesini ölçmek için bir XTT testi 

kullanıldı. Şekil 3.1, 72 saat boyunca RG7388’in artan dozlarına maruz bırakılan ALL hücre 

hatları için büyüme inhibisyonunun renge göre değişimini gösteren örnek bir plate 

görüntüsüdür. Üç ALL hücre hattında (A:RS4;11; B:REH; C:MOLT4) her bir 96 kuyucuklu 

plakanın kendi içinde soldan sağa doğru konsantrasyon artışına bağlı renk değişimi yani hücre 

canlılığında azalma görülmektedir. 

 A B                                     C  

 

 

 

 

Şekil 3.1. 96 kuyucuklu tabakalarda RS4;11 (A), REH (B) ve MOLT4 (C) hücre hatlarının 

ilaç konsantrasyonunda artışa bağlı hücre canlılıklarındaki düşüşün görüntüsü. Renk 

yoğunluğundaki azalma Metabolik aktivitedeki azalmayı göstermektedir. 

Şekil 3.2, 72 saat boyunca RG7388’e maruz bırakılan ALL hücre hatları için büyüme 

inhibisyon eğrilerini göstermektedir. Beş ALL hücre hattından dördü (Şekil 3.2A-D), diğer 

hücre hattı CCRF-CEM’e(Şekil 3.2E) kıyasla MDM2 inhibitörüne karşı duyarlıydı (IC50 ≤ 

346 nM).   
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Şekil 3.2. RG7388'in ALL hücrelerinin çoğalması üzerinde konsantrasyona bağlı etkisi. (A) 

Nalm-6, (B) RS4;11, (C) MOLT-4, (D) REH ve (E) CCRF-CEM. Grafikler üzerindeki herbir 

çizgi bağımsız bir tekrar gösterir (1. tekrar: yeşil, 2. tekrar: kırmızı ve 3. tekrar: mavi). Hata 

barları ortalama ± SD'yi gösterir. Yıldızlar, DMSO kontrolüne kıyasla ilacın her dozda hücre 

ölümüne ne kadar anlamlı baskıladığını gösterir (n=3 bağımsız tekrar için eşleştirilmiş t-testi 

uygulandı. *, p˂ 0,05; **, p˂ 0,01; ***, p˂ 0,001; ****, p˂ 0,0001. 

RG7388, 3 uM'ye kadar olan konsantrasyonlarda dahi TP53 çift mutant CCRF-CEM 

hücreleri üzerinde anlamlı bir etki göstermedi (Şekil 3.2E ve Şekil 3.3). Tablo 3.1, bu 

çalışmada kullanılan tüm ALL hücre hatlarında TP53 gen durumunu ve RG7388 IC50 

değerlerini özetlemektedir. TP53 genindeki heterozigot c.541C>T mutasyonunu taşıyan REH 

hücre hattı, diğer duyarlı hücrelerle karşılaştırıldığında nispeten daha yüksek bir IC50 değerine 

sahipti (Nalm-6 IC50=82±6 nM vs. REH IC50=289±9) nM; eşleştirilmemiş t-testi, p=0,0022). 

Bu artışa rağmen mutant p53 REH ilaca duyarlı aralıkta kalmaktadır (Zanjirband vd., 2023), 

bu da tedaviye hala yanıt verdiğini göstermektedir. 

Tablo 3.1. ALL hücre soyu paneli için RG7388'in ortalama IC50 konsantrasyonları ± 

ortalamanın standart hatası (SEM). 

Hücre soyu Hücre 

tipi 

*TP53 **RG7388 

(nM) 

Nalm-6 B-ALL YT 82 ± 6 

RS4;11 B-ALL YT 47 ± 8 

MOLT-4 T-ALL 

Anlamsız mutasyon 

(heterozigot) 

c.916C>T;p.R306* 

52 ± 11 

REH B-ALL 

Yanlış anlamlı mutasyon 

(heterozigot) 

c.541C>T;p.R181C 

346 ± 38 

CCRF-

CEM 
T-ALL 

Yanlış anlamlı 

mutasyonlar 

 (Heterozigot) 

c.524G>A;p.R175H
 

c.43G>A;p.R248Q 

>3000 

*TP53 gen mutasyon durumları, IARC TP53 (//p53.iarc.fr/) ve COSMIC 

(Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) veri tabanlarından alınmıştır. 

**IC50 değerleri, en az 3 bağımsız tekrarın ortalamasını ve ± ortalamanın 

standart hatasını (SEM) göstermektedir. 

YT:yabani tip  nM:nanomolar  ALL: akut lenfoblastik lösemi 

https://cancer.sanger.ac.uk/cell_lines/mutation/overview?id=100368709
https://cancer.sanger.ac.uk/cell_lines/mutation/overview?id=100368709
https://cancer.sanger.ac.uk/cell_lines/mutation/overview?id=94385372
https://cancer.sanger.ac.uk/cell_lines/mutation/overview?id=94385372
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Şekil 3.3. Tüm hücre soyları için RG7388'in özet IC50 değerleri. TP53 yabani tip (TP53YT) ve 

TP53 mutant (TP53MUT) hücrelere ilişkin sonuçlar sırasıyla mavi ve kırmızı bölümlerde 

gösterilmektedir. Her nokta bağımsız bir tekrarı gösterir. Çubuklar ortalama ± SEM'yi 

gösterir. 

3.2. RG7388'e yanıt olarak yabani tip TP53 ALL hücre hatlarında p53 yolunun  

fonksiyonel aktivasyonu 

p53 proteininin stabilizasyonunu ve hücre döngüsünün durdurulması ve apoptozda yer 

alan aşağı yöndeki hedef genlerin ekspresyonunu değerlendirmek için western blot analizi 

kullanıldı. RG7388 ile tedavinin ardından, vahşi tip TP53 durumuna sahip olduğu bilinen 

Nalm-6 ve RS4;11 hücre hatlarında p53 proteininin konsantrasyona bağlı stabilizasyonu 

gözlemlendi. Bu stabilizasyona, hücre döngüsünün durdurulmasında yer alan p53'ün iyi 

bilinen bir aşağı akış hedefi olan p21WAF1 protein seviyelerinde bir artış eşlik etti (Şekil 

3.4.A). RG7388 tedavisi, p53 vahşi tip hücrelerde MDM2 protein seviyelerinin 

konsantrasyona bağlı bir şekilde yukarı regüle edilmesiyle sonuçlandı (Şekil 3.4.B). Tersine, 

TP53-mutant hücre hattı CCRF-CEM'de RG7388, p53'ün stabilizasyonunu veya MDM2'nin 

yukarı regülasyonunu indüklemedi (Şekil 3.4.B). MOLT-4 hücrelerinde fonksiyonel p53 

aktivasyonuna herhangi bir kanıt görülmedi (Şekil 3.4.A). Fonksiyonel olarak, Nalm-6 ve 

RS4;11 hücrelerinde RG7388 ile indüklenen p53 aktivasyonu, pro-apoptotik protein 

PUMA'nın (apoptozun p53 ile yukarı regüle edilmiş modülatörü) yukarı regülasyonu ile 

kanıtlandığı gibi, apoptotik yolakların indüksiyonu ile ilişkilendirilmiştir (Şekil 3.4.B). Ek 

olarak, mutasyona rağmen REH hücreleri, p53 aktivasyonu ve p21WAF1 yukarı regülasyonu 
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sergiledi; bu spesifik mutasyonun hala ilaca yanıt vermeye izin verdiğini ve klinik öneme 

sahip olduğunu gösterebilir (Şekil 3.4.A). 

 

Şekil 3.4. ALL hücrelerinin RG7388 uygulaması sonrası Western blotlama görüntüleri. (A) 

MOLT-4, REH, RS4;11 ve Nalm-6 hücreleri, 24 saat süresince farklı konsantrasyonlarda (0, 

50, 150 ve 500nM) RG7388 ile muamele edildi. p53 stabilizasyonu ve p21WAF1 

ekspresyonuna bakıldı. Tam boyutlu PARP’taki azalma ve cPARP’taki artış apoptozla 

ilişkilendirilebilir. Aktin yükleme kontrolü olarak kullanıldı. (B)  Nalm-6, RS4;11 ve CCRF-

CEM hücreleri, 24 saat süresince farklı konsantrasyonlarda (0, 100 ve 1000nM) RG7388 ile 

muamele edildi. p53 stabilizasyonu, PUMA ve MDM2 ekspresyonuna bakıldı. Aktin yükleme 

kontrolü olarak kullanıldı. 

3.3. ALL hücrelerinde RG7388 (Idasonutlin) uygulaması erken ve geç apoptotik 

 hücrelerin oranını arttırdı 

ALL hücrelerinin 24 saat boyunca 1xIC50 RG7388 ve 3xIC50 RG7388 ile muamele 

edilmesi, apoptotik hücre sayısının (erken+geç apoptotik) artışına ve canlı hücre 

popülasyonunun anlamlı bir şekide azalmasına neden oldu. Test edilen hücre hatlarındaki 

toplam apoptotik hücre yüzdesi, RG7388 1xIC50’ye kıyasla RG7388 3xIC50’de yaklaşık iki 

katlık bir artış gösterdi (Şekil 3.6). DMSO kontrolüne göre apoptotik hücrelerin (erken+geç) 

toplam hücre popülasyonlarına oranında 24 saatlik RG7388 tedavisinin ardından bir artış 
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olduğu görüldü (Şekil 3.6). Annexin V/PI analizi ile ölçüldüğü üzere, ALL hücrelerinde 

gözlemlenen canlılıktaki bu azalma ve apoptotik hücrelerdeki artış, XTT hücre canlılığı 

testinde elde edilen sonuçlarla paralel olarak ilerlediği görülmektedir (Şekil 3.2 ve Şekil3.5). 

Tüm bu sonuçlar RG7388’in ALL tedavisinde kullanılmasının ve RG7388’in daha ayrıntılı 

araştırılmasının oldukça önem arz ettiğini göstermektedir.  

 

                          A                                B                                C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Şekil 3.5. RS4;11(A), REH(B) ve MOLT-4(C) hücrelerinde erken apoptotik ve geç 

apoptotik/nekrotik hücrelerin AnneksinV /PI boyama yoluyla tespiti. 

Hücreler 24 saat boyunca 1xIC50 RG7388 ve 3xIC50 RG7388 ile muamele edilmiş ve 

apoptotik hücre yüzdeleri Guava® Muse® hücre analiz cihazı ile analiz edilmiştir. 24 saatlik 

RG7388 tedavisinden sonra canlı hücrelerin oranında önemli bir azalma gözlendi. Canlı 

hücrelerin normalleştirilmiş yüzdeleri, RG7388 IC50’ye kıyasla RG7388 3xIC50 yaklaşık iki 

kat daha fazla artış gösterdi (Şekil 3.6). DMSO kontrolüne göre erken ve geç apoptotik hücre 
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oranları 24 saatlik RG7388 tedavisinin ardından anlamlı bir şekilde arttı (Şekil 3.6). Annexin 

V/PI boyamanın analizi ile ölçüldüğü üzere, ALL hücrelerinde gözlemlenen canlılıktaki bu 

azalma, XTT hücre canlılığı testinde elde edilen sonuçlarla güçlü bir pozitif korelasyon 

gösterdi.  

 

Şekil 3.6. RS4;11, REH ve MOLT-4 hücrelerinde erken apoptotik ve geç apoptotik/nekrotik 

hücrelerin yüzdesel toplamının ilaç uygulamasına bağlı değişimleri. ALL hücreleri (A) 

RS4;11, (B) REH ve (C) MOLT-4, her bir hücre soyunun kendisi için karşılık gelen 1xIC50 

RG7388 veya 3xIC50 RG7388 ile ayrı ayrı 24 saat inkübe edildi. Erken ve geç apoptotik hücre 

yüzdeleri, Annexin-V/PI boyama sonrasında akım sitometrisi tekniğiyle ölçüldü. Örnekler 

arasındaki istatistiksel olarak anlamlı farklar, eşleştirilmiş t-testi (*p<0,05) ile analiz edildi. 
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4. TARTIŞMA 

Bu tez çalışması, ikinci nesil bir MDM2 inhibitörü ve Nutlin ailesinin bir türevi olan 

RG7388'in, değişen TP53 gen durumuna sahip ALL hücrelerini hedeflemedeki etkinliğini ve 

mekanizmalarını araştırdı. Elde ettiğimiz bulgular, RG7388’in MDM2-p53 interaksiyonunun 

yeni nesil bir küçük molekül inhibitörü olarak ALL tedavisindeki potansiyel katkısına ışık 

tutarak p53 yolu aktivasyonu ve apoptotik indüksiyon üzerindeki genotipe özgü etkileri 

hakkında fikir verdi. Hücre proliferasyonu ve canlılık analizi, ALL hücre hatları arasında 

RG7388'e karşı farklı hassasiyet profilleri ortaya çıkardı. Çalışmada ALL hücre modeli olarak 

tercih edilen beş hücre hattından dördü, RG7388’e karşı nanomolar seviyelerinde IC50 

değerleriyle yüksek hassasiyet sergiledi. Bu da bize MDM2 inhibisyonuna yanıt olarak güçlü 

büyüme inhibisyonunu işaret etmektedir. Buna karşılık, TP53 geninde iki farklı nokta 

mutasyon içeren CCRF-CEM hücre hattı direnç sergileyerek (IC50>3 µM) RG7388 

uygulamasının gen durumuna bağlı özgünlüğünü ortaya koymaktadır.  

MOLT-4 hücreleri, TP53 geninde erken durdurma kodonuna (p.R306*) neden olan bir 

mutasyona sahiptir. Bu, p53 proteinini keser ve muhtemelen proteinin fonksiyon kaybına yol 

açar. Mutasyon, p53'ün nükleer lokalizasyon bölgesinde (Harms vd., 2006), özellikle ekzon 

8'de yer almaktadır. Bu hücrelere ait western blot sonuçlarına göre fonksiyonel p53'e dair 

hiçbir kanıt tespit edilemedi (Şekil 3.4A). Bununla birlikte, bu hücrelerde MDM2 

baskılamasına karşı hassas yanıt, RG7388'in, p53'ten bağımsız alternatif yollar yoluyla hücre 

büyümesini baskıladığını göstermektedir. MDM2 en iyi p53'ün birincil negatif düzenleyicisi 

olarak bilinmesine rağmen, artan sayıda kanıt MDM2'nin p53 aktivasyonunu modüle 

etmedeki rolünden bağımsız bir dizi fonksiyona sahip olduğunu göstermektedir (Bohlman  

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

REH hücre çizgisi, ekson 5 tarafından kodlanan DNA bağlama alanında (DNA 

binding domain veya kısaca DBD) bulunan p53 proteini içindeki 181. pozisyonda arjinin-

sistein ikamesi ile sonuçlanan bir TP53 mutasyonunu barındırır. Bu mutasyona rağmen REH 

hücreleri, TP53 yabani tip hücre hatlarıyla karşılaştırıldığında biraz daha yüksek bir IC50'ye 

sahip olsa da MDM2 inhibitörü RG7388'e karşı duyarlılık sergiledi (Şekil 3.3). Western blot 

analizi, RG7388'in p53'ü stabilize ettiğini ve REH hücrelerinde transkripsiyonel hedefi 

p21WAF1'in ekspresyonunu arttırdığını ortaya koydu (Şekil 3.4A). Bu da bize, TP53 

mutasyonunun varlığına rağmen test edilen inhibitöre spesifik bir tepki verildiğini 

göstermektedir. Diğer bir ifadeyle, REH hücrelerinde mutasyona uğramış p53'ün bile RG7388 

tarafından hedeflenebilecek fonksiyonel aktivitesini korumaktadır (Sabapathy vd., 2018). 
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CCRF-CEM hücreleri, TP53'te iki yanlış anlamlı mutasyon taşır. c.524G>A 

mutasyonu, 175. pozisyondaki (ekzon 5) arjinin yerine histidin koyar ve c.743G>A 

mutasyonu, 248. pozisyondaki (ekson 7) arjinini glutamin ile değiştirir. Her iki mutasyon da 

sıcak nokta mutasyonlarıdır ve p53'ün DBD'sinde bulunur (Sabapathy vd., 2018). Bu alandaki 

mutasyonlar, p53'ün spesifik DNA dizilerine bağlanma yeteneğini bozabilir ve dolayısıyla 

onun transkripsiyonel aktivitesini etkileyebilir (Sabapathy vd., 2018). Sonuçlarımız CCRF-

CEM hücrelerinin RG7388'e karşı oldukça dirençli olduğunu gösterdi (Şekil 3.2E). Yakın 

zamanda yayınlanan bir çalışmayla tutarlı olarak bu mutasyonlar muhtemelen DNA bağlama 

kapasitesinin kaybı veya diğer düzenleyicilerle etkileşimin bozulması yoluyla p53 

fonksiyonunu ciddi şekilde bozmaktadır (Zanjirband vd., 2023).  Özetle, bu hücre hatlarında 

RG7388'e duyarlılık veya direnç, özellikle bu mutasyonların p53 proteininin DNA bağlanma 

alanı içindeki konumu göz önüne alındığında, barındırdıkları TP53 mutasyonlarının 

fonksiyonel sonuçlarıyla ilişkilidir (Kato vd., 2003). Bu çalışmada kullanılan hücre modelleri 

göz önüne alındığında, p.R306* gibi erken durdurma kodonu mutasyonu p53’ün 

fonksiyonelliğini bir miktar koruyabilirken p.R175H ve p.R248Q gibi yanlış anlamlı 

mutasyonlar, p53 fonksiyonunun bozulması nedeniyle ciddi ilaç direncine yol açabilir. 

RG7388, MDM2-p53 etkileşimini bozarak hem TP53 yabani tipte (Nalm-6 ve 

RS4;11) hem de mutant (REH) ALL hücrelerinde p53 stabilizasyonuna ve aktivasyonuna yol 

açtı (Şekil 3.4A). Bu aktivasyon, hücre döngüsü ilerlemesini düzenleyen p21WAF1 (Engeland, 

2022) transkripsiyonunu indükledi (Şekil 3.4A). RG7388 aynı zamanda oto düzenleyici bir 

geri besleme döngüsü nedeniyle TP53 vahşi tip hücrelerde (Şekil 3.4B) MDM2 seviyelerini 

konsantrasyona bağlı bir şekilde yukarı regüle etti (D. Wu vd., 2018). PUMA'nın indüksiyonu 

ve PARP-1'in kaspazlar tarafından kesilerek cPARP’a dönüşmesi, RG7388'in TP53 vahşi tip 

ALL hücrelerinde p53 aracılı mekanizmalar yoluyla apoptotik hücre ölümünü indükleme 

yeteneğini desteklemektedir. MOLT-4 hücreleri ise fonksiyonel p53 aktivasyonu sergilemedi 

(Şekil 3.4A), bu da potansiyel diğer düzenleyici mekanizmaların veya translasyon sonrası 

modifikasyonların p53 işlevselliğini farklı şekilde etkileyebileceğini göstermektedir. İlginçtir 

ki, MOLT-4 hücreleri, Kanser Sanger Veri Tabanı tarafından belirtildiği üzere, SF3B1 

geninde yanlış anlamlı mutasyonlar barındırır. Bu, bu hücrelerde p53 yolunu potansiyel olarak 

etkileyen protein varyantlarının (hatalı alternatif splaysing varyantları) varlığını 

düşündürmektedir (Aptullahoglu vd., 2023). Bu, bu hücre hattının ilaca duyarlılığına rağmen 

western blot analizlerinde fonksiyonel p53 kanıtlarının bulunmamasını kısmen açıklayabilir. 

Bu alanda daha fazla araştırma yapılması oldukça değerli olabilir. 
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Yapılan çalışmada western blot analizlerinde kaspaz aktivitesindeki artış sonucunda, 

cPARP’larda artış olduğu düşünülmekte ve hücrelerin AnneksinV /PI boyama yoluyla tespiti 

sonucunda, apoptozda artış olduğu görülmektedir. Bu iki sonuç apoptoza teşviki 

göstermektedir. Ayrıca birbirini ve kullandığımız inhibitörü destekler niteliktedir. 

İnhibitörümüzün vahşi tip ve mutasyona sahip kanser hücre hatlarını apoptoza teşvik ettiği 

p53 stabilizasyonunu sağladığı görülmektedir. Bu sonuca bağlı olarak inhibitörümüzün 

spesifik olarak çalıştığı ve klinik olarak değere sahip olduğu söylenebilinir.  Proapoptotik bir 

protein olan PUMA’daki yukarı regülasyonuna bağlı olarak, MDM2’nin p53 proteinini aktive 

ederek p53’e bağlı proapoptotik proteinleri etkiliyor olabileceği düşünülmektedir. p53’ün 

aşağı akış hedefi olan ve kanserli hücrelerin hücre döngüsünü durmaya teşvik eden 

p21WAF1’in RG7388 ile muamelesinden sonra, doza bağlı olarak artış gösterdiği 

görülmektedir. Buda bize ilacımızın kullanımıyla birlikte kanserli hücrelerin hücre 

döngüsünün durdurulması yoluyla da tedavi sağlandığını göstermektedir. 

Bulgularımız, idasanutlin'in vahşi tip TP53'lü çeşitli kanser türlerinde etkinliğini 

gösteren önceki çalışmalarla tutarlı olup, bunun hedefe yönelik bir tedavi olarak potansiyelini 

vurgulamaktadır. İdasanutlin'in TP53 vahşi tip ALL hücreleri için özgüllüğü, pediatrik ALL 

popülasyonları gibi TP53 mutasyonlarının nadir olduğu ortamlarda potansiyel klinik faydasını 

ortaya koymaktadır (Holmfeldt vd., 2013; Zanjirband vd., 2023). Bu çalışma, p53'ü yeniden 

aktive etme ve kanser hücrelerinde apoptozu tetikleme stratejisi olarak MDM2 inhibisyonunu 

destekleyen giderek artan kanıtlara katkıda bulunmaktadır. Bu yaklaşım özellikle apoptozdan 

kaçışın standart tedavilere karşı direncin yaygın bir mekanizması olduğu hematolojik 

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

Gelecekteki klinik araştırmalar, idasanutlin'in TP53 vahşi tip durumu doğrulanmış 

hasta popülasyonlarından elde edilecek primer örneklerdeki etkinlik ve güvenlik profillerinin 

doğrulanmasına odaklanmalıdır. Biyobelirteç çalışmaları, idasanutlin yanıtının öngörücü 

belirteçlerini belirlemek ve potansiyel olarak kişiselleştirilmiş tedavi stratejilerini mümkün 

kılmak için çok önemlidir. Genomik ve moleküler profil oluşturma tekniklerinin 

entegrasyonu, idasanutlin tedavisinden en çok fayda görmesi muhtemel hastaların 

belirlenmesini kolaylaştırabilir. Ayrıca, idasanutlin'i standart kemoterapötik ajanlarla veya 

yeni hedefe yönelik tedavilerle birleştiren kombinasyon tedavileri (Aptullahoglu vd., 2023; 

Chamberlain vd., 2021), tedavi sonuçlarını geliştirmek ve direnç mekanizmalarını hafifletmek 

için yeni tedavi stratejileri sunabilir. Sinerjistik etkileri araştırmak ve toksisiteyi en aza 
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indirirken terapötik etkinliği en üst düzeye çıkaran dozlama rejimlerini optimize etmek için 

klinik öncesi modeller kullanılmalıdır. 

Bu çalışma, RG7388'in farklı TP53 durumlarına sahip ALL hücreleri hedefleme 

potansiyelini vurgulamıştır. Çalışmanın sınırlamaları arasında klinik doğrulamanın 

bulunmaması yer almaktadır. Bununla birlikte, çalışmanın güçlü yönleri, genotipe özgü 

tepkilerin kapsamlı bir şekilde değerlendirilmesinde ve RG7388'in etkinliğini ve 

mekanizmasını değerlendirmek için çeşitli analizlerden yararlanan kapsamlı yaklaşımında 

açıkça görülmektedir. Bu bulgular, RG7388'in hedefe yönelik tedavi potansiyelini 

desteklemekte, gelecekteki daha ileri klinik öncesi ve klinik araştırmalar için bir temel 

oluşturmaktadır. Çalışmanın temel güçlü yönleri arasında RG7388'in farklı TP53 

mutasyonları üzerindeki etkilerinin ayrıntılı analizi yer almaktadır. REH hücreleri bir mutant 

p53 barındırsa da RG7388'in neden olduğu büyüme inhibisyonuna karşı yanıt verdiler. 

Çalışmamız, kanser hücrelerinde p53 fonksiyonunu yeniden sağlama ve apoptozu teşvik etme 

stratejisi olarak MDM2 inhibisyonunu destekleyen artan kanıtlara katkıda bulunmaktadır. 

Gelecekteki araştırmalar, idasanutlin yanıtı için öngörücü biyobelirteçlerin belirlenmesine ve 

ALL ve diğer TP53 vahşi tip kanserlerde sonuçları iyileştirmek için kombinasyon 

tedavilerinin optimize edilmesine odaklanmalıdır. Sonuç olarak, idasanutlin, TP53 vahşi tip 

ALL'ye karşı yeni bir terapötik ajan olarak umut vaat etmekte ve klinik ortamlarda 

araştırmaya devam edilmesini önermektedir. 

p53-MDM2 etkileşimleri, kanser tedavisini iyileştirme amacıyla büyük bir odak 

noktası oluşturur. MDM2, p53 aktivitesini translasyon sonrası düzeyde düzenler (Lai vd., 

2001). Bu da, MDM2-p53 etkileşiminin inhibisyonunun, p53 aracılı yanıtları tetikleyebileceği 

anlamına gelir. Bu etkileşimi doğrudan hedeflemek veya hücredeki işlevsel p53 seviyelerini 

artırmak ya da MDM2 seviyelerini azaltmak, kanser tedavisinde etkili stratejiler sunabilir. 

Ancak, p53-MDM2 etkileşiminin yalnızca bu iki proteinin birbirine bağlanmasından ibaret 

olduğu görüşü, konuya dar bir perspektiften bakmak anlamına gelir. p53 tabanlı kanser 

tedavisinin temel amacı, işlevsel p53 seviyelerini artırmak ve/veya p53’ün daha fazla 

bozulmasını engellemek için MDM2 seviyelerini inhibe etmektir. Bununla birlikte, ARF 

(p14/p19) gibi endojen sinyal bileşenlerini taklit eden bileşikler, MDM2'yi p53 ile 

etkileşiminden engelleyerek, veya MDM2’nin ubiquitinleme yeteneklerini bozarak p53’ün 

işlevini yeniden kazandıran ilginç yaklaşımlar sunar. Benzer şekilde, ubiquitin ligaz 

modülatörleri de benzer şekilde p53'ün bozulmasını engelleyebilir. NFAT1 gibi 

transkripsiyon faktörlerinin MDM2 transkripsiyonunu yukarı düzenlediği bilindiğinden, bu 
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transkripsiyon faktörlerinin inhibisyonu, MDM2’yi inhibe etmek ve p53 seviyelerini artırmak 

için başka bir strateji sağlayabilir. Ancak, bu tür bir yaklaşımın olası dezavantajı, 

transkripsiyon faktörlerinin geniş bir düzenleyici protein yelpazesi üzerinde etkili olması 

nedeniyle diğer sinyal yollarında istenmeyen etkilere yol açabilmesidir. Ayrıca, MDM2 ve 

MDMX arasındaki etkileşim de önemli bir araştırma alanıdır. MDM2 ve MDMX’in tümör 

oluşumunda hem örtüşen hem de örtüşmeyen rolleri olduğu ve sadece MDM2-p53 

etkileşiminin inaktivasyonu ile MDMX’in p53 üzerindeki onkojenik inhibe edici etkilerinin 

engellenemeyeceği görülmüştür (Pazgier vd., 2009; Wade vd., 2013). 

MDM2-p53 etkileşimini bozan küçük moleküllü inhibitörler, kanser tedavisinde cazip 

bir strateji olsa da, bu konseptin tedavi açısından ne kadar uygulanabilir olduğu hala 

belirsizdir. Nutlin serisi bileşiklerden biri olan RG7112 üzerinde yapılan klinik çalışmalar, 

doz artışına karşı iyi bir tolerans göstermiş olsa da, MDM2 inhibitörlerine uzun süreli 

maruziyetin toksik etkileri henüz belirlenmemiştir. Ayrıca, MDM2-p53 etkileşiminin 

inhibitörleri, p53 aktivasyonuna karşı edinilmiş direnç riski de taşır. Vahşi tip p53'ün 

ekspresyonu, MDM2 inhibitörlerinin kanser karşıtı etkileri için kritik olduğundan, kanser 

hücrelerinde p53 mutant klonlarının veya edinilmiş p53 mutasyonlarının bu tedavilere direnç 

geliştirebileceği bir sorun teşkil etmektedir. Birçok küçük molekül inhibitörü klinik 

çalışmalara girmiş olsa da, nihai kavram kanıtı henüz sağlanamamıştır. Ancak, özellikle 

nutlinler, klinik öncesi çalışmalarda oldukça etkili olduklarını kanıtlamış ve MDM2 

inhibisyonu dışında kanser büyümesini engelleme potansiyeli göstermiştir. Ayrıca bu 

çalışmada ve halen yapılan çalışmalarda görüldüğü üzere RG7388 düşük toksisitesi, düşük 

IC50 değerleri, vahşi ve mutant kanser hücre hatları üzerindeki inhibe edici özelliği ile dikkat 

çekmektedir. Buda, bu inhibitor üzerinde yapılacak çalışmaların umut verici sonuçlar 

verebilceğini göstermektedir. 

MDM2-p53 etkileşimi üzerine devam eden büyük bir araştırma çabası mevcuttur ve 

tıbbi kimyagerler, bu etkileşimi hedeflemek için yeni sentetik bileşikler geliştirmektedirler. 

Ancak, p53 ve MDM2’nin yanı sıra, bu protein-protein etkileşimini çoklu düzenleyici 

seviyelere tabi tutan güçlü "destekleyici oyuncular"ın varlığını unutmamak gerekir. Bu 

etkileşimlerin her birinin rolünü netleştirmek ve başarılı bir şekilde hedeflenebileceği 

koşulları belirlemek için daha fazla araştırma gereklidir (Zhuang vd., 2012). Kombine tedavi 

alternatiflerinin ve yüksek verimli araştırma tekniklerinin kullanımı, MDM2 ve 

düzenleyicilerinin biyokimyası ve moleküler biyolojisi hakkındaki derinlemesine anlayışla 
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birleştiğinde, umarız ki yeni ve daha etkili tedavilerin geliştirilmesi her geçen gün daha da 

artacak ve daha geniş hasta grupları bu farklı tedavilerden faydalanabilecektir.  
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